GENOMUTACIONES EN LAS PLANTAS MEDICINALES, DATURA STRAMONIUM L.,
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Ira. PARTE

Por L. v. OLAH
ZUSAMMENFASSUNG

Genommutationen in den Medizinalpflanzen, Datura stramonium, Digitalis
lanata x D. Ilutea — Digitalis santacatalinensis. — Der Verfasser hat
mehrere Exemplare von Datura stramoniuwm mit Colchicin behandelt und drei
Autotetraploide und zwei Chiméiren erhalten. Von der Nachkommensehaft
dieser Pflanzen hat der Verfasser siebzehn Exemplare zytologisch untersucht
und fand dreizeln tetraploide, drei diploide, und cine sterile hexaploide Form.

Die genauven Prifungen der obigen Polyploiden, in Bezug auf ihren
morphologischen und physiologischen Charakter, haben gezeigt, dass sie,
ahgesehen von einer Ausnahme, Gigas-Formen sind, Diese haben, im Verhiilltnis
zu den Diploiden, ein stirkeres Wachstum aber mit verzigerter Reifezeit. Alle
vegetativen Organe, mit Ausnahme der Friichte, haben Gigas-Charakter gehabt;
vergrissertz Blitter, Bliiten und Samen, verdickte Stengel, stirkeres Wachstum
ete. charakterisieren die neuen Formen.

Die  Fertilitit war demgegeniiber wesentlich herabgesetzt.  Obwohl
das 1000 Korngewicht der Samen hoher war, die Gesammt-Ernte wegen der
verminderten Anzahl der Kérner, pro Frucht, war wesentlich kleiner. Der
Verfasser hat genaue Messungen durchgefiihrt, um die Volumen-Veriinde-
rungen der Spalt-Offnungen, der Pollenkérner und das Gewicht der Samen
festzustellen.

Nach der Vermehrung des Materials, hat man alle Familien auf ihr
Alkaloid-Gehalt gepriift. Der Gehalt der tetraploiden variierte zwischen
0.395-0.468 %, wiihrend die Diploiden nur 0.301-0,371 % gehabt haben,

Der Unterschied des Alkaloid-Gehaltes der Blitter, getrocknet, hat im
Durchsehnitt zugunsten der Tetraploiden vund 29 ¢¢ ausgemacht,

Ausserdem hat der Verfasser Kreuzungen durchgefiihrt, in beiden Rich-
tungen, zwischen Digitalis lanata wnd D. lutea. Es gelang ihm mit Hilfe der
Colehiein-Methode einige Allotetraploide herzustellen,

Die neue Art ist konstant. Morphologiseh steht sie niiher hei Digitalis

Trabajo realizado en el Instituto de Fitogenetica, de Budapest ¥ concluido
en el Instituto Fitotéenico de Santa Catalina.
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Iutea, besitzt aber viele intermedifive Merkmale. Die Bestimmuungen der
Chromozomen-Zahlen haben bewiesen, dass die neue Art siimtliche Chro-
mosomen der beiden Eltern-Arten boszitzt, 2 n = 168. Die von der reziprokan
Kreuzung stammenden Allotetraploiden zeigten keine wesentliche morphologische
Unterschiede.

Der Verfasser hat die neue Digitalis-Art nach dem Instituto Fitoteenieo de
Santa Catalina Digitalis santacatalinensis benannt,

Se conocen tres cambios fundamentales en el nucleo, lo que
significa que conocemos tres formas diferentes de mutacion:
la. mutacién de los genes, la de los cromosomas y la de los
genomios. De estas tres formas sclamente la mutacién génica
es reversible, vale decir es capaz de retromutacién.

La segregacion monofactorial por si sola no es suficiente
prueba de que se trata de una mutacién del gen, pues también
varias mutaciones cromosémicas segregan 3:1.

La mutacién del gen, neos proporciona nuevos elementos
que seran otros tantos ladrillos en la construcecién del edificio
de la evolucion.

Es asi que tanto la mutacién eromosémica como la del
genomio ordenan en forma nueva los materiales ya existentes
0 para ser mas preciso, los intercombinan. Este proceso mu-
chas veces se realiza con destruccién de genes. Nosotros por
ahora nos ocuparemos solamente de la mutacién ‘del genomio.
En este caso no se altera la estructura del gen o del cromoso-
ma sino que el nimero de los eromcsomas cambia en forma
bruseca.

La génesis del genotipo es determinada en primer lugar
por la fecundacion. La autogamia elimina los hibridos estrue-
turales, y €l heterocigotismo. La autogamia produce pues selec-
cién. En cambio la alogamia, por medio de la panmixia conserva
continuamente el heterocigotismo, tanto en los alelos, como en
la estructura de los eromosomas.

Como la fecundacién tiene inmediata influencia, elimina o
conserva los heterocigotas y los hibrides estructurales, (struc-
tural heterozygotes) : por lo tanto la fecundacién influye indi-
rectamente en la capacidad funcional de las gametas. Miintzing
v su escuela han determinado, que la alteracién en la estructura
de los cromosomas perturba el balance de la divisién meidtica v
asi una parte de las gametas resultard estéril. Si ahora por
ejemplo investigamos el material de polen, encontramos, que,
mientras el polen de las plantas autégamas apenas contiene

-
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granos abortados, las alégamas poseen a menudo un alto por-

centaje de granos estériles. .
Miintzing (26) encontré los datos siguientes:

Cvapro T

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% de polen fértiles n Al Yo

Hordewm rvulgare ———— e — — = — 4 55 59 943 6.8
Triticum MOROCOLCHM  — — —— — — — — — — 16 16 95.0 0
Pisum sativum e e, e === == By B (98 AR 0.0
Phaseolus vulgaris ~~ — — — — — — —_ = - — B0 50 95,!_1 0.0
Lamium amplexicaule —— — — — — = === — 7578 95.0° 0.0
Lamiuwm purpureum  — — — — — — — — — 58 858 95.0 0.0
Cannabis sativa —_——_——— — — — 2 BT 69 94.7 2.9
Rumez acetosa 06— — — — — — — 3 2 M4 3 QE.‘..I 12.8
Beta wvulgaris (Barres) — — — — 9 . . — 2 36 40 92.0 10.9
Trifolivm pratense o= 11 2 B 8 24 89127 8?“1 22.9
Trifolivm repens e——— 1 8 g 7T 12 32 50 106 8;).:) 5‘-..‘5
Seecale cereale 1 9 4 4 6 10 17 71 182 304 610 85.9 50.2
Lamium albwn . — 111 4 3 5 2 27 62 83.5 56.5
Galeobdolon luteum — — — — — — T I 7 20 29 90.2 31.0
Anemone nemorosa — 2 1 2 2 1 5 12 14 26 65 79.3 60.0
Melandrium rubriom —— 111 1 4 10 20 19 57 82.0 66.7
Anthozanthum odoratum — 1 — — 1 3 & 13 8§ 6 41 74.1 83.4

Investigando 728 individuos en Hungria encontramos (28)
diferencias pronunciadas en el material de polen de Secale,
Ricinus, Zea, Cannabis y de una especie tipicamente autégama
Datura metel.

Cvapro TII

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 100
¢ de polen fértiles n M %
Secale cereale — 1— 3— 9 3 9 71526 62 75 63 266 88.0 76.3

Secale cereale (v, aest)) —————— 1— 1 2 16 26 44 21 111 90.1 81.0

Rieinus communis ~ ————— ]———11 2 6 21 3? 93‘5 34.4
Ricinus sanguineus - — 2 —————— — 3 4 16 25 912 3!}0
Zea mays —_—— 2 1 1—— — 417 122 147 955 17.0

Cannabis saf. ———— e ——— — — — a7 oz 97.2 f}_g
Cannabis sat. (endoer.) 1—— 2—— 1— 1— 1 1— 8 15 20.8 46.7
Datura metel 00 ————————— — 1 3 96100 97.2 4.0

La vitalidad de los poliploides depende en primer lugar de
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la constitucién génica del diploide del cual se han originado.
Propondria pues seleccionar las plantas alégamas en base al
porcentaje de grancs de polen abortados y tratar con colchicina
aquelios que contienen mayor cantidad de los mismos, porque
estos son los hibridos estructurales.

Si duplicamos los genomios de una planta homocigota no
ccurre otro cambio que el de encontrar 2 ejemplares de todos
los genes en vez de uno. El apareamiento de los cromosomas
homélogos en la meiosis de estos autopoliploides no resultara
balanceado; en vez de bivalentes resultardn también multiva-
lentes. Los tri-, tetra-, y multivalentes perturban la segrega-
ciones de los cromosomas, causando, como es conccido, la es-
terilidad parcial o en algunos casos total. Lgs autopoliploides
se caracterizan pues por su esterilidad parcial o total.

Veamos ahora el caso contrario. Si transformamos un
hibrido interespecifico en alotetraploide, obtenemos exacta-
mente el efecto contrario: transformamos la esterilidad en
fertilidad.

Durante €l curso de los afios 1938-49 hemos obtenido mu-
chos poliploides en los géneros Triticum, Hordewm, Secale,
Phleum, Soja, Capsicum, Perilla, Linum, etc. Hemos conse-
guido autotetraploides estériles, semifértiles, pero a menudo
con vitalidad disminuida y en algunos casos octopoliploides
semiestériles. Sin embargo, en los poliploides inducidos por el
efecto de la colchicina, se han presentado muchas propiedades
valiosas. Cfr. Bergner, Avery, Blakeslee etc. (1, 7), Blakeslee,
(2, 8), Blakeslee, Avery (4, 5, 6), Gyorffy (14, 15, 16, 17),
Miintzing (25, 26) y Nilsson Ehle (27).

Las peculiaridades propias de los poliploides obtenidos ar-
tificialmente son los siguientes:

1/. Aumenta el tamafio de los 6rganos vegetativos. El
tallo se ensancha. Las hojas, raices y hasta las semillas
muestran un fenémeno similar. Empero el fruto en la
mayoria de los casos no es mas grande, sino que a me-
nudo hasta es mas pequefio que en el 'diploide.

2/. El ntcleo aumenta de tamano, asi como el citoplasma
y correspondientemente, la célula misma.

3/. Se acenttia el color de la hoja porque los cloroplastos
aumentan en ntiimero junto con el tamafio de la célula.

4/. Desarrollo y floracién son mas tardios.

5/. Disminuye la fertilidad.
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Estas son las particularidades de los poliploides vigorosos.
Pero a menudo, en lugar del caricter gigante hay depresién en
el crecimiento, una disminucién en la vitalidad. Si la constitu-
cién génica es tal que, debido a la duplicacién cromosémica, el
equilibrio se derrumba, la vitalidad disminuye.

En varios casos aparecen nuevas propiedades fisiolégicas.
Asi por ejemplo Gyorffy (18) demostré que el tetraploide de
Capsicum annuum en cdmara de microclima resiste mejor el
clima desértico que los diploides. IEsta resistencia mayor a la
sequia esta tal vez relacionada con la alteracién del valor de la
presién osmética, que en los tetraploides serd mayor. En condi-
ciones normales esto ocurre a la inversa; en los diploides suele
ser mayor. Conocemos mas casos de poliploides naturales en
los cuales el cambio de propiedades fisiolégicas cambia también
sus exigencias ecolégicas. Bien conocido es el caso ocurrido en
1870 en el Sur de Inglaterra, en expansién espontinea y rapida
del area ocupada por Spartine tcwsendi, tanto en la orilla
inglesa como en la francesa. Esta especie alotetraploide
surgié-del eruzamiento del Sp. stricte con Sp. alterniflora, sien-
do su vitalidad mas acentuada que la de las especies diploides
criginales. Méas tarde este alotetraploide fué obtenido artifi-
cialmente y el ejemplar fué muy parecido al Sp. towsendi
criginal,

En el género Deschampsia, el diploide Deschampsia se-
tacea florece solamente en suelos 4cidos; vive en lugares
himedos, en la costa del Atlantico, al Sur y Norte de Ingla-
terra y en la isla de Jutlandia. Al mismo tiempo, el tetra-
ploide D. flexuosa o montana se desarrolla en la costa atlan-
tica y circumpolar, en el hemisferio norte y en zonas tem-
pladas. Puede adaptarse también a suelos acidos. Ademés
se la encuentra desde las regiones Articas hasta el Medite-
rraneo. como asi también en América del Sur. También otras
especies tetraploides de este género, con distribucién geogra-
fica desde el Artico hasta el estrecho de Magallanes, demues-
tran que el valor ecolégico y geografico de los poliploides es
mayor que el de los diploides. Por otra parte es muy natural
que el valor ecolégico y fisiolégico de los poliploides artificial-
mente inducidos sea muy variable.

No es necesario mencionar més ejemplos para demostrar
que la poliploidia tiene una influencia importante en el origen
de las especies. Modifica el drea de la especie y su capacidad
de adaptacién.
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Crane y Zilva (12), Nilsson Ehle (27) encontraron en las
manzanas triploides més contenido de vitamina C que en las
diploides.

Bonnisteel (11) encontré que el Aconitum triploide y te-
traploide es més venenoso que el diploide. Glotov (13) hallé
un mayor contenido en aceite etéreo en Mentha piperita.

Contrariamente, Key (24) encontré que el contenido en
vitamina C disminuye en el tomate poliploide.

Randolph y Hand (30) encontraron un aumento del 43 %o
en carotene en una variedad de Zea mays con semilla amarilla,
mientras que en otra variedad cen semilla blanca los tetra-
ploides contenian menor cantidad de carotene que los diploides.
Aqui ccmo en otros casos, también podemos ver, que, mientras
en algunos tetraploides se logra aumentar las propiedades im-
portantes, en otros no hay ningtn efecto apreciable. Randolph
v Hand (29).

Gyorffy (19) encontré maés cloréfila en los tri-, y tetraploi-
des que en los diploides. Esto fué confirmado por Pirschle (31).
Sin embargo los cloroplastos no tienen un tamaiio mayor, ¥
es probable que el aumento en clorofila sea debido a efectos
secundarios. El ntmero de los cloroplastos depende del ta-
maiio de la célula y de la cantidad de citoplasma. En las
plantas jévenes diploides por una parte, y tri-, tetraploides
por otra, no hay diferencia en el nimero de clorcplastos. La
diferencia en la cantidad de cloroplastos se presenta solamente
en un estado de desarrcllo mas adelantado; por eso podemos
suponer que la formacién de los clorcplastos es un efecto se-
cundario del aumento de citoplasma. Casi sin excepcién el
valor de la presién osmética de lcs poliploides es menor que
el de los diploides. La hidratacién se modifica durante el
desarrollo. El clima desértico eleva la presién osmética y asi
Gyorffy (18, 15) encontré tres veces més presién osmoética en
los tetraploides de Capsicum, Lycopersicum, Petunia cultivados
en la camara microclima bajo condiciones desérticas que en los
diploides. Creemos que estd deméis dar a conocer otros datos bi-
bliograficos.

Las siguientes plantas medicinales son originadas por tra-
tamiento con colchicina. Por una parte son originados de Datura
stramonium, descendientes de una especie autégama, siendo por
1o tanto autopoliploides; la otra es una nueva especie de Df-
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gitalis, originada por cruzamiento de Digitalis lanata y Digitalis
lutea,

Cen colchicina al 0,2 % hemos tratado 5 ejemplares de
Deatura stramonium; de estos, tres (cuadro III N¢ 3, 4, 5) re-
sultaron frutos tetraploides y dos quimeras (N? 1, 2) es decir
compuestos de tejidos dipleides y poliploides. Los primeros pro-
dujercn semillas tetraploides sin excepeién, mientras que de las
guimeras resultaron dos semillas distintas: diploides y poli-
rloides., En el cuadre IV giguiente vemos que entre las 18
plantas los nimeros —9, 10, 13,— son diploides, mientras las
otras tetraploides. El ntimero 6 es posiblemente hexaploide
pere sus semillas no germinaban. No hemos determinado el
ntimero de los cromosomas de la planta N? 16. Esta planta
morfolégicamente tiene caracter diploide, pero la cantidad de
alcaloide aumenté tanto como en los tetraploides. La planta
N¢ 5 era tetraploide pero morfolégicamente tenia también las
propiedades de una diploide.

Hemos determinado el tamafio de los estomas, de las se-
millas y de los granos de polen proveniente de cada planta. Los
cuadros siguientes contienen los datos respectivos.

Las caracteristicas gigantes en los Organos vegetativos
son las siguientes: los tetraploides con 48 cromosomas tienen
un crecimiento y desarrollo mas vigoroso que los diploides. El
tallo es méas grueso, las hojas mas anchas y grandes, asi como
también el nimero de las hojas es mayor. La relacién del es-
pesor de las hojas: diploides-tetraploides, es 1:1.37.

El rendimiento de las hojas secadas aumenté en los te-
traploides marcadamente, En cambio el fruto no aumenté ni
en tamafio ni en peszo, sino que muchos veces disminuyé. La
forma de las capsulas llegd a ser mas esférica y la base de las
espinas mas ancha.

Aunque los frutos no presenten el caricter gigante, lo
hacen sin embargo las semillas, tanto en tamano como en peso.

Mientras que el tamafio de las semillas aumentd, la fer-
tilidad de las capsulas disminuyé, lo cual es natural, porque
durante la meiosis los eromosomas multivalentes causan una
esterilidad parcial en lziz gametas. Por lo tanto, a pesar de que
las semillas son mas grandes, el rendimiento de los tetraploides
es menor que el de los diploides. En una capsula diploide se en-
cuentra un promedio de 525 semillas, en cambio en lcs tetra-
ploides variaba desde 46 hasta 203 semillas. Véase cuadro IV.
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206 | 270

x cada unidad es igual cea. Yjmicron.

El peso de 1.000 granos diploides era 8,4 g. el de igual nu-
mero de un tetraploide N° 18 = 12,2 g. Mientras que las semi-
llas tetraploides son mas pesadas, el diploide tiene aun asi un
j rendimiento mayor que el tetraploide N° 18, ya que el peso total
-| de las 525 semillas es igual a 4,41 gramos (525 X 0,0084), en

cambio el peso total de las 159 semillas es solamente 1,94 gramos
(159 x 0,0122).
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De estes datos se saca la conclusién que un autopoliploide
no es utilizable en la agricultura para el cultivo de semillas. En
cambio el superdesarrollo de los érganos vegetatives podria ser
muy valioso en las plantas forrajeras, medicinales e industria-
les, en los que se utilizan las raices, hojas o tallcs.

Datura stramonium es una planta medicinal de la cual se
utilizan las hojas secadas para aprovechar sus principios al-
caloides como drogas. Hemos analizado en el Institute de
Bioquimica, Budapest, todas las familias provenientes de las
plantas tratadas y no tratadas (Dk = control) segun el mé-
todo de D.A.B. (Véase cuadro V).

Crapro V
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Los tetraploides contenian 0,395-0,468 7 de alcaloide.
mientras que los diploides contenian 0,301-0,371 %. Con el
aumento de los cromosomas se logré pues elevar el contenido
en alcaioide considerablemente.

Estos experimentos demuestran pues, que los autopoliploi-
des artificiales pueden ser valiosos para la fitotécnia. El éxito
depende de dos condiciones: la primera es la aptitud adecuada
de la constitucién genotipica de la planta elegida para ser tra-
tada con colchicina; la segunda es la utilizacién de las partes
vegetativas de los tetraploides.

Otre ejemplo para demostrar el valor de las genomutacio-
nes, es un alotetraploide tipico, proveniente del cruzamiento
Digitalis lanata (2n = 56) x Digitalis lutea (2n = 112).

Buxton y Newton (10) describen un nuevo alotetraploide
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proveniente de un cruzamiento de D. purpurea X D. ambigua
que denominan D. mertonensis.

Haase-Bessel (20-23) obtuvo hibridos estériles entre D.
purpurea ¥ lutea y D. lanate X lutea.

Buxton y Darlington (8) analizando D. mertonensis de-
muestran que es una especie polihaploide.

Buxton y Dark (9) encontraron que los cruzamientos D.
dubia X purpurea; D. dubic X ambigua; y D. mertonensis X
purpurea, D. mert. X dubia produjeron F, estériles.

Swirlowsky (32) haciendo numerosos cruzamientos, obtuvo
hibridos semifértiles unicamente en las combinaciones D. la-
nate x ferruginea y D. ambigua X lanatz. Realizé ademéas el
cruzamiento D. purpurea v. alba X lenata con F, estéril. Es
de lamentar que no haya realizado una alotetdaploide de esta
Gltime combinacién.

Se logré el cruzamiento entre Digitalis lanata y Digitalis
lutea y se obtuvieron semillas con buena germinaeion.

En las cépsulas de los hibridos se encuentran solamente
algunas semillas sin embrién y sin poder germinative. La es-
terilidad es total. Los hibridos son vigoroscs y perennes; las
caracteristicas morfolégicas son intermedias entre las de Di-
gttalis lutea y Digitalis lanata, pero més cercanos a D. lutea.

Por tratamiento con colchicina sc logird duplicar <l niimero
Ge cromosomas del hibrido estéril. La nueva especie alotetra-
ploide tiene 168 cromosomas. Los ejemplares tratados resulta-
ron de buena fertilidad.

La nueva especie con 168 cromosomas tiene a veces con-
figuraciones multivalentes en la meiosis y por esc encontramos
excepcionalmente ejemplares en el material de Santa Catalina
con nimero de cromosomas variando entre 100-120. Estos
aneuploides desarrollaron sclamente hojas en forma de roseta
y no florecieron. Los otros individuos mantienen desde hace
algunos afios su alto numero de cromosomas con 168 en for-
me fija.

No hemos determinado todavia el contenido y efecto de los
glucésidos de la nueva especie, porque estos experimentos re-
quieren métodos especiales con animales de laboratorio, en este
casc especial, con gatos.

Ambos ejemplos que hemos mostrado, tanto el autopoli-
ploide en Datura, como el alopoliploide en Digitalis, nos ide-
muestran concretamente el valor de la genomutacién artificial
en la fitotecnia practica.
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FIG. 1. Arriba todas las hojas de una planta tetraploide
(N© 12) y abajo las hojas miis pequefias de una diploide.

FIG. 5. Epidermis de una planta tetraploide con estomas;
el tamaiio de las eélulas y estomas es mucho mayor (N¢ 18),

PIG. 2. Aspecto de un ejemplar diploide. FIG. 3. Aspecto de un ejemplar
- . tetraploide (N© 12).

FIG. 6. Frutos de los diploides,

FIG. 7. Frutos del tetraploide N¢ 11.

FIG. 4. Epidermis de un dipleide eon estomas.
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FIG. 8. Frutos del |
tetraploide N¢ 12, i
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FIG. 9. En la hilera Dk y D 9, 10, 13 semillas diploides, en las
otras tetraploides, (salvo D 16).

e
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FIG. 10. Rendimiento total de

una edpsula de una diploide con

525 sgemillas; al lado las 159 FIG, 11. Inflorescencia de

semillas  de una cipsula  dek Digitalis lanata
tetraploide N© 18.

FIG. 12. ‘Int'_lm‘c'sccuci::. de I'IG. 13. El hibrido estéril con
Digitalis lutea, 84 cromosomas,

FIG. 14. Inflorescencia del I £ Ohpauls . Thnihals
hibrido estéril. G. 15. Cafi;:;:;s: de Digitalis
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e

FIG. 17. Infloresecencia de la

FIG. 16. Capsulas estériles del X
nueva espeeie.

hibrido sin semillas.

o

10,

FIG. 18. Capsulas fértiles de FIG. 19. Nueva especie originada 11.

la nuevas especie. por un ecruzamiento reeiproco.
Digitalis lufea por D. lanata.

12,

15.

E
g 17.
p 1 8.

-
FIG. 20. Capsulas fértiles i 19.
de dicha especie. ki 20,
N | 21,

La deseripeién botdniea de la nueva especie, la publicaremos en la segunda

parte del presente trabajo.

14,
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LiAaiiNa T

art.

Digitalis santacalalinensis n.sp,

1. La nueva especie:

LAM.
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LAM, 2. Los 168 cromosomas en una eélula somitica.
(4 distintas capas).
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