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I ­ INTRODUÇÃO

I.]1 ­ Sobre o gênero Eupatorium: considerações gerais

O gênero Eupatorium, da tribo Eupatoriae, família
Compositae, é composto de espécies predominantemente perenes,

concentradas nas regiões tropicais das Américas. Compreende

cerca de 500 espécies, das quais BAKER (1884) tratou de 151 na

Flora Brasiliensis. Apesar de ser um elemento da flora brasi­

jeira, O gênero é pouco pesquisado no Brasil, a não ser sob o

ponto de vista taxonomico.

GRANT (1953) realizou trabalho citotaxonomico sobre

o gênero Fupatorium com o objetivo de facilitar a determinação

'nter e intraespecifica, bem como de obter dados básicos para

estudos de hibridização. O autor cita a distribuição do gene­

ro para regioes tropicais e subtropicais com centros de distri
buição localizados nas regiões mais quentes da América do Sul

e do Norte e menciona 50 a 70 espécies para regiões ao norte

do Mêxico, 4 nativas da Europa e Ásia e 9 espécies nativas da

"China. Uma Unica especie é citada como endêmica para a África

do Sul.

A partir do trabalho de DE CANDOLLE (1836) o gênero
foi dividido em três secções e mais tarde ampliado por BENTHAM

& HOOKER (1876) para incluir cerca de 12 gêneros previamente

descritos. ROBINSON & KING (1980) modificaram o conceito do

gênero, reconhecendo novamente varios daqueles que BENTHAM &
HOOKER subordinaram ao genero Eupatortum e descreveram outros

novos para os quais transferiram muitas das espécies de

Eupatoríium. Como resultado destas modificações, Oo gênero

Eupatortum, como reconhecido por ROBINSON & KING, compreende
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cerca de 40 espécies, todas nativas do hemisferio norte. As

espécies da América do Sul foram distribuídas entre vários ge­
neros reestabelecidos e novos. De acordo com este sistema

(KING & ROBINSON, 1970), EF. squalidum recebe o nome de Chra­

molaena squalida (DC) KING & ROBINSON. No presente trabalho

estã sendo seguido o tratamento de BENTHAM & HOOKER, pois consi
dera­se que facilitará a comunicação uma vez que o sistema de
ROBINSON & KING não tem sido amplamente aceito.

Números cromossômicos de algumas espécies brasilei­

ras de Eupatorium ja foram determinados (TURNER & IRWIN, 1960;

COLEMAN, 1968, 1970), contudo não incluindo EF. squalidum. Os

números cromossoômicos bâásicos determinados para o gênero são

dex = 10 e x = 17 (DARLINGTON & WYLIE, 1955). O fenomeno da

apomixia E bem representado na família Compositae e muitos ge­

neros e espécies têm sido mencionados com indicação do tipo de

apomixia envolvido (GUSTAFFSON, 1946; NYGREN, 1950; FRYXELL,

1957; NOGLER, 1984). Cerca de 15% das espécies da família têem

sido estudadas embriologicamente, muitas com indícios de possíi
vel apomixia. A incidencia de formação de saco embrionário
apomítico na família deve ser maior do que os dados indicam,
por serem os sacos embrionários apomíticos e sexuados indis­

tinguíveis nos seus componentes, quando observados na maturida

de (DAVIS, 1967).

Irregularidades meióticas da microsporogênese e da

megasporogênese, com especial atenção ao fenômeno apomítico,

foram amplamente estudadas em EF. glandulosum por HOLMGREEN

(1919), tendo demonstrado ser diplospórica autônoma. SPARVOLI

(1960) demonstrou diplosporia também em Eupatoríum riparíum.

TURNER & IRWIN (1960) encontraram irregularidades ci

tologicas durante a microsporogenese de uma espécie brasileira
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de Eupatorium, E. kleinoides. Porêm, ha produção de aquênios

bem desenvolvidos apesar de pólen anormal, sugerindo a possibi
lidade de apomixia.

Na região de São Josê do Rio Preto (SP) existem va­

rias especies do genero Fupatorium, sendo algumas delas elemen

tos da flora silvestre e outras invasoras. Duas dessas espeé­

cies, E. bupleurifolitum e E. calliílepis estudadas quanto a me­

gasporogênese, mostraram­se ser dos tipos apospoórico e diplos­

porico, respectivamente (COLEMAN & COLEMAN, 1984).

A constatação de apomixia em especies de Eupatortum

sugere a possivel existência de um complexo ou série de com­

plexos apomiticos, tal como existem nos gêneros Dicanthium

(DE WET & HARLAN, 1970), Boutelona (GOULD & KAPADIA, 1962, 1964),

Calamagrostis (NYGREN, 1951) e Towsendita (BEAMAN, 1957), entre

outros.

1.2 ­ O fenomeno apomitico

Nas Angiospermas a reprodução sexuada implica em du

pla fertilização. Um dos núcleos reprodutivos masculinos une­

se à oosfera formando o zigoto, o qual da origem ao embrião, e
o outro une­se ao núcleo central, dando origem ao endosperma.

A meiose precede a formação dos gametas e a fertilização res­
taura o número cromossômico somaático.

Em muitos grupos de Angiospermas a reprodução sexua­

da & regularmente combinada ou substituída por um processo de

reprodução assexuada, denominada de apomixia (WINKLER, 1908)

que na sua definição original, incluiu a reprodução vegetativa
por meio de bulbos, bulbilhos, estoloes e rizomas. Porém, os
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tipos de reprodução vegetativa, embora sejam uma forma de pro­

pagação que complementa a reprodução sexuada, não a elimina to
talmente. Essencialmente, o importante, são os casos de forma

ção de sementes sem prévia fertilização da oosfera, situação

para a qual o termo agamospermia foi introduzido  (GUSTAFSSON,

1946; STEBBINS, 1950; NOGLER, 1984), e que atualmente é consi­

derado equivalente ao termo apomixia.

A apomixia leva à descendência que E geneticamente

copia da planta mãe e cobre fundamentalmente duas maneiras de

reprodução: a apomixia gametofítica e a embrionia adventícia.

Na apomixia gametofítica existem duas maneiras de

formar o saco embrionario: a diplosporia e a posporia. Na di­

plosporia, o saco embrionário se origina da celula mãe dos me­

gâasporos através de mitose ou meiose modificada, resultando em

um núcleo de restituição. Na aposporia, o saco embrionário

não reduzido se origina de célula somatica do Óvulo, em geral

do nucelo. "Apomeiose"E um termo introduzido por RENNER

(1916) e cobre ambas, diplosporia e aposporia.

NOGLER (1984) reconheceu 3 tipos de Diplosporia:
tipo Antennária, o tipo Taraxacum e o tipo Ixeris.

O tipo Antennária foi primeiramente descrito por

JUEL (1900) em Antennartia alpina, em que a cêlula mãe do megãás

poro após uma longa intêrfase cresce e sofre vacualização, po­

rêm não entra em meiose. O proprio megasporoócito funciona co­

mo megâsporo, sofrendo três mitoses que resultam em um saco em

brionário com oito núcleos diplóides. Este tipo é amplamente
distribuído entre espécies apomiticas dos generos —Antennartia
(JUEL, 1900; STEBBINS, 1932), Hieracium (BERGMAN, 1941), Eupa­

tortum (HOLMGREN, 1919; SPARVOLI, 1960; COLEMAN & COLEMAN,

1984), Parthentum (ESAU, 1946), Calamagrostis (NYGREN, 1946)
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e Elastotema (FAGERLIND, 1944), entre outros.

º Os tipos Taraxacum e Ixeris foram descritos por JUEL

(1906) e OSAWA (1913). Nestes tipos, a célula mãe do megâspo­

ro entra em prófase meiótica, mas devido a assinapse, os univa

lentes permanecem espalhados sobre o fuso da metafase I, a pla

ch não se organiza e os cromossomos deixamde migrar para os
polos. Na anaáfase existem varios retardatários e a membrana

nuclear envolve todo o complemento cromossômico em um único nú

cleo de restituição. Na segunda divisão ha formação de uma

diade não reduzida, separada por uma parede celular. Em segui

da, um dos núcleos da diade, em geral a chalazal, sofre 3 mito
ses levando à formação de um saco embrionário com 8 núcleos.

Representantes do tipo Taraxacum sao encontrados entre as Com­

positae, como nos gêneros Taraxacum (OSAWA, 1913; FAGERLIND,

1947; BATTAGLIA, 1950; MALECKA, 1971) e Ertgeron (HOLMGREN,

1919; FAGERLIND, 1947; BATTAGLIA, 1950) e na espécie Antennaria

carpatica (BERGMAN, 1951). No tipo Ixeris não hã a formação

de parede entre os dois núcleos não reduzidos e ambos entram

na formação do saco embrionário, como em Ixeris dentata (OKABE,
1932), Rudbeckta (BATTAGLIA, 1946) e Ertígeron (FAGERLAND, 1947).

A aposporia é a formação de saco embrionario à par­

tir de células somáticas do óvulo, em geral do nucelo. Este

tipo de agamospermia, puramente esporofiítica, causa freqlente­

mente poliembrionia. As cêlulas apospóricas iniciais são reco

nhecidas pelo aumento do núcleo e do nuclêolo. Em aposporia O

megasporócito entra em meiose e pode formar megâásporos. Porêm,

uma cêlula somática, geralmente localizada imediatamente atrãs

do megasporócito, se transforma em uma cêlula apospórica que

invade o lóbulo nucelar, esmagando os megasporos ou os produ­

tos degenerados de meiose. Uma vez ocupado o lóbulo nucelar,
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a celula apospórica sofre 3 divisões mitóticas formando o saco

embrionario maduro.

Uma forma peculiar de aposporia ocorre na familia

Panicoideae (Gramineae),na qual o saco embrionário apospórico
contêm apenas 4 cêlulas: uma oosfera, duas sinêrgides e um nú­
cleo polar. Assim, nesta família o saco embrionário não redu­

zido e apomiítico se distingue do reduzido e sexuado que tipi
camente possui oito núcleos. Nas gramíneas tropicais o aumen­

to de tamanho e a diferenciação das celulas apospóricas começa

geralmente antes do inicio da meiose (SAVIDAN, 1984).

O tempo de indução da aposporia é decisivo. CHRISTOFF

& PAPASOVA (1943) demonstraram, em Potentílla, que quando a in
dução E precoce os sacos embrionários são totalmente apospóri­
cos, enquanto que a indução tardia produz sacos embrionarios

meióticos em apenas 3% dos óvulos.

A embrionia adventícia parece ser frequente em plan­

tas de regiões tropicais e subtropicais e caracteriza­se pelo

desenvolvimento direto de um embrião a partir de uma cêlula so
matica do óvulo, sem a formação de um saco embrionário. Porém,
embora o saco embrionário do ovulo não participe da formação

do embrião, continua exercendo uma função vital, uma vez que

. E responsável pela formação do endosperma. A embrionia adven­
tiícia é especialmente bem desenvolvida no gênero Citrus, sendo

também encontrada em certas famílias como Fuphorbiaceae, Myr­
taceae, Liltaceae e Orchidaceae.

Embrionia adventícia & reconhecida como uma forma de

apomixia por GUSTAFSSON (1947), STEBBINS (1950), RUTISHAUSER

(1954), ASKER (1979), mas não por NOGLER (1984).

Se os descendentes de uma planta tiverem constítui­

ção genética exclusivamente de origem materna, tem­se a apomi
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xia obrigatoria. Entretanto, se os apomíticos retiverem tra­

ços de reprodução sexuada, os descendentes formados, além dos

maternos, incluirão "aberrantes" em conseqliência da apomixia

ser facultativa. Alguns pesquisadores da ârea acreditam que a

apomixia completamente obrigatória não existe, pois o conceito

de apomixia,como um sistema genético vegetal de equilíbrio es­
tratégico entre reprodução sexuada e assexuada, estã tendo ca­

da vez mais adeptos (ORNDUFF, 1970; ASKER, 1984; NOGLER, 1984).

Casos — esporádicos de desenvolvimento partenogeneti
co ocorrendo independentemente da não redução, são mencionados

na literatura (MAHESHWARI, 1950), sob a designaçao de apomixia

nao­recorrente, que resulta na formação de embriões haplóides.

As primeiras plantas haploides foram encontradas em Datura

(BLAKESLEE et alizt, 1922). Posteriormente JORGENSEN (1928),

num trabalho clássico, realizou cruzamentos entre Solanum

nigrum e S. luteum e observou o desenvolvimento partenogeneti­

co haplõóide da oosfera de 5. niígrum. Além da oosfera, as si­

nêrgides tambem podem desenvolver embriões haploides resultan­

do, como em Lilium (COOPER, 1943), Bergenta (LEBEQUE, 1949) e

Erythraea (CRETE, 1949), em dois tipos de embriões, um diploi­

de e outro haploide, podendo prevalecer o diploide com degene­

ração do haplóide. HAGERUP (1944, 1945, 1947) encontrou, em

Orchis maculata, Eptpactis latifolia, Platanthera chlorantha e
Listera ovata, anormalidades relacionadas com óvulos com mais

de um tubo polínico, outros sem nenhum, ou o tubo polínico pe­

netrando tarde demais para efetuara fertilização. Sob tais con
dições origina­se embrião haplóide apenas por estímulo da poli
nização (partenogenese facultativa).

O desenvolvimento de embrião,a partir do gameta mas­

culino (androgênese haplóide), tem sido evidenciado geneticamen
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te em vários casos. KOSTOFF (1929), em cruzamentos de Nicotia

na tabacum e N. langsdorffii, obteve uma única planta híbrida

que chegou à maturidade com características e número cromosso­

mico da planta masculina, sugerindo sua origem à partir do ga­

meta masculino de N. langsdorffiz. No mesmo ano, CLAUSEN &
LEMERTZ (1929) demonstraram caso anaálogo em N. digluta X  N.

tabacum, também com descendentes com as caracteristicas citolo

gicas e morfológicas da planta masculina.

Nos dois casos acima, os núcleos gameticos masculi­

nos iniciaram o desenvolvimento do embrião ainda dentro do tu­

bo polínico, devido à não abertura do mesmo. Normalmente, em­
briões haplóides podem resultar das seguintes condições; (1)

ausência de tubo políinico no Ovulo; (2) incapacidade do tubo

polínico para liberar os núcleos gameticos; (3) degeneração

precoce ­dos .núcleos­gameticos; e (4) discordânciano tempo de

maturação da oosfera e da entrada do gameta masculino.

Nas várias formas de apomixia a oosfera não fertili­

zada se desenvolve assexuadamente por partenogenese. Se ou­

tra célula do saco embrionário, que não a oosfera, resultar pe
lo mesmo processo em um embrião, denomina­se apogametia

(RENNER, 1916). Portanto, os principais componentes da apomi­

xia gametofítica, dos tipos diplosporia e aposporia, sao a não
redução e a partenogenese, permitindo a manutenção dá alternan­

cia de gerações, mas sem a alternância da fase nuclear, pois o

gametoófito e o esporofito estão no mesmo nível de ploidia.
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1.3 ­ Formação do endosperma e do embrião nas especies apomiti

o. Cas

A formação do endosperma nas espécies apomíticas po­

de ocorrer de duas maneiras: Em uma delas, o núcleo central

requer fertilização para formar o endosperma e somente a oosfe

ra E capaz de desenvolvimento partenogenético. Este tipo de
formação do endosperma é designado pseudogamia (apomixia pseu­

dogâmica). Na outra, tanto a oosfera como os núcleos polares são

independentes da fertilização e ambos tem formação partenogenê
tica autónoma (apomixia autônoma).

O desenvolvimento pseudogamico do endosperma foi con
firmado pela determinação do número cromossoômico nas metãáfases

do endosperma (HAKANSSON, 1943; RUTISHAUSER, 1954), bem como

por observação direta da fertilização (COE, 1953; MOSKOVA &

YAKOVLER, 1974; CHAO, 1980). A pseudogamia ocorre na maioria
das Rosaceae €& Gramíineae apomiíticas (NYGREN, 1946; NOGLER,

1984) e esporadicamente em outras familias com apomixia.

Em geral, espécies apomíticas do mesmo gênero  mos­

tram o mesmo tipo de desenvolvimento do endosperma, autonomo

ou pseudogâmico. Nas espécies pseudogâmicas a produção de se­

mentes depende da fertilidade do seu pólen e, portanto, tais es
pêécies apresentam tipicamente poucas irregularidades da micros

porogeênese. Porém, excepcionalmente, as plantas pseudogâmicas
apresentam baixa fertilidade do pólen e nestes casos conseguem
produzir sementes apenas quando polinizadas por formas não apo

míticas vizinhas (NYGREN, 1950; SMITH, 1963).

O nível de ploidia do endosperma pode variar em con­

sequência da fusão ou não dos núcleos polares para formar o nú
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cleo central e do número de núcleos masculinos que atuam na fe
cundação (RUTISHAUSER, 1954; ISMAILOW, 1967; NOGLER, 1972).

A incompatibilidade das sementes, demonstrada inici­

almente por LAIBACH (1929), resultou na idêia de que a semente

para germinar requer um desenvolvimetho harmônico do embrião,

do endosperma e do tecido materno. Foram estabelecidas algu­

mas hipóteses quanto às relações quantitativas dos genomas da­

queles tecidos.

Conforme a primeira, estabelecida por MUNTZING (1933),

a relação entre os genomas do embrião, do endosperma e do teci

do materno deve ser respectivamente 2:3:2 para que o rudimento

seminal se estabeleça normalmente. Qualquer alteração nessa

proporção pode resultar em falha no desenvolvimento da semente.
HAKANSSON & ELLERSTROM (1950) e HAKANSSON (1956) realizaram

análise do desenvolvimento seminal em cruzamentos nos gêneros

Secale, Hordeum, Lamium, Galeopsis e EBrassica. Observaram que

os cruzamentos 4x X 4x são normais quando comparados com o con
trole 2x X 2x, ao contrário dos cruzamentos 4x X 2x com desen­

volvimento lento do endosperma e de 2x X 4x com perturbações

mitóticas e diferenciação celular do endosperma retardada Ou
ausente. As proporções genomicas nos cruzamentos 2x X dx são

de 3:4:2 ao inves de 2:3:2 e nos cruzamentos 4x X 2x são de

3:5:4.

Para WATKINS (1932) é decisiva apenas a relação genoô
mica entre endosperma e embrião, baseado nos seus resultados

obtidos com espécies de Triticum, e nos de GAIRDNER &

DARLINGTON (1931) em cruzamentos dos tipos 2x X 4x e 4x X 2x

com Campanula persifolia. O cruzamento do tipo 2x X 4x resul­

tou em maior descendência tetraplóide frente à quantidade de

triplóides esperada, o que levou a conclusão de que a relação
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genômica entre endosperma e embrião, favorável à germinação, &€
de 3:2.

Essas hipóteses foram posteriormente ampliadas — por
HOWARD (1939, 1942, 1947) em cruzamentos realizados com espê­

cies nos gêneros Brassica e Nasturtium. O autor defende a re

lação genômica 4:3 ao invés de 3:2 nos cruzamentos do tipo 2x

X 4x. Segundo HOWARD, a influencia da polipioidia da planta

pai ocasiona um efeito quantitativo na fisiologia do desenvol­

vimento da semente. SKIEBE (1973) declara que o endosperma 35x

ou múltiplo desse número desenvolve­se bem.

De acordo com NOGLER (1984) as plantas apomíticas

pseudogamicas têm adaptações que mantém a proporçao 3:2, sendo

a mais radical aquela encontrada entre as gramíneas apomíticas.

Neste caso, o saco embrionário maduro é tetranucleado com ape

nas­um único núcleo polar.que, após fertilização por um núcleo
gamético masculino reduzido, dã origem a um endosperma tripl0i
de (SAVIDAN, 1975).

Outras modificações na formação do endosperma foram

observadas em espécies apomiticas. Na espécie Ranunculus

auricomus (NOGLER, 1972; 1975) pode ocorrer variação no núme­
ro cromossomico do endosperma das seguintes formas: por fecun

dação dos dois núcleos polares não reduzidos, cada um por um

gameta masculino reduzido; por fecundação do núcleo central

por um único gameta masculino reduzido (HAIR, 1956; CHAO, 1974);

e por fecundação de um dos dois núcleos polares não reduzidos

por um único gameta masculino reduzido.

A formação do embrião em algumas espécies apomiticas

pseudogâmicas ocorre, a exemplo das plantas sexuadas, depois

de iniciado o desenvolvimento do endosperma. Alguns dos exem­

plos da literatura incluem Hypertcum perforatum (NOACK, 1939),
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Ranunculus auricomus (RUTISHAUSER, 1954), R. cassubtcus

(IZMAILOU, 1967) e Panteoideae apospoóricos, como Pantecum maxt­

mum (WARNIKE, 1954), Penntsetum ciliare (SNYDER et alii, 1955)

e P. dubitum (GILDENHUYS & BRIX, 1959). Porêm, outras espécies

apomíticas pseudogâmicas mostram desenvolvimento do embrião an
tes da ântese (embrionia precoce) e o endosperma so se desen­

volve depois da fertilização do núcleo central. Exemplos des­

te tipo são Poa (TINNEY, 1940; SKALINSKA, 1959), Parthentum

(ESAU, 1946) e Tripsacum dactyloides (FARQUHARSON, 1955), en­

tre outros. Em certos gêneros, existem as duas condições, de­

pendendo da espécie, como por exemplo em Potentilla (RUTIS­

HAUSER, 1948: SMITH, 1963) e Paspalum (SNYDER, 1957; REUSCH,

1961).

Entre os apomíticos autônomos prevalece a embrionia

precoce,como em Hieracium (SKALINSKA, 1973) e Taraxacum (MALE­

CKA, 1971), podendo ocorrer também a iniciação do endosperma

antes da ântese. A importância da embrionia precoce Ea de
prevenir a reprodução sexuada, tanto de oosferasnão reduzidas
como de reduzidas (RUTISHAUSER, 1948; ASKER, 1977).

1.4 ­ A meiose nas especies apomiíticas

A irregularidade no processo meiótico é uma das ca­

racteristicas mais evidentes das plantas apomíticas e diz

respeito tanto.à megasporogenese como à microsporogenese., Nes
ta, ocorre desde a normalidade atê a completa esterilidade,

existindo uma correlação entre o tipo de apomixia, o tipo de
desenvolvimento do endosperma e o grau de distúrbio meioótico.

Tais distúrbios são encontrados apenas ocasionalmente nas plan
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tas com reprodução assexuada (senso estrito) e na embrionia

adventiícia, não podendo ser considerados caracteristicas desses

fenomenos (STEBBINS, 1950).

A situação encontrada na microsporogênese das espê­

cies apospoóricas e diplosporicas depende em grande parte do ti

po de desenvolvimento do endosperma, se autônomo ou pseudogami
co. As espécies pseudogâmicas, tanto apospoóricas como diplos­

póôricas, requerem a produção de pólen viável para a fecundação

do núcleo central e a subsequente formaçao do endosperma e ten

dem a exibir um maior grau de normalidade meiótica do que as

plantas com endosperma autonomo. Apesar de ser geralmente bom,

o pareamento cromossomico nas espécies pseudogâmicas & raramen

te perfeito devido a presença de univalentes e multivalentes.

A ocorrência dessas associações resulta na redução da fertili­

dade do pôolen, porêm a produçãode pólen viável é geralmente.
suficiente para permitir a produção de sementes (GUSTAFSSON,

1947). Existem poucos casos registrados de plantas pseudogâmi

cas que manifestam plena esterilidade masculina, como ocorre,

por exemplo, em espécies triploides do genero fubus da Europa

(GUSTAFSSON, 1947), em Poa arctica (NYGREN, 1950) e em Poten­
tilla tabernaemontant (SMITH, 1963). Em tais casos, a forma­

ção de sementes depende de biótipos férteis dos arredores para
a fertilização do núcleo central.

As espêcies apospoóricas autônomas apresentam a meio

se da microsporogênese bastante semelhante aquela das plantas
pseudogâmicas aposporicas ou diplosporicas. Isto é, as irregu
laridades observadas resultam * * predominantemente da

formação de univalentes e multivalentes (GUSTAFSSON, 1947;
STEBBINS, 1950). Uma vez que opôlen não exerce papel reprodu

tivo, a redução da fertilidade masculina, seja qual for o grau,
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não prejudica a formaçao de sementes. Certas espécies apospo­

ricas de Cortaderia são conhecidas apenas por plantas femini­

nas (CONNOR, 1979), o que indica a não dependência do sexo mas
culino.

O maior grau de distúrbios meióticos durante a  mi­

crosporogênese ocorrem nas espécies diplosporicas autônomas.
As anormalidades mais freqllentes são: a ausência de pareamento

cromossoômico, a falta de contração cromossomica e o retardamen
to ou precocidade das divisões meióticas (GUSTAFSSON, 1947;

STEBBINS, 1950). É significativo que o comportamento meiótico

da microsporogenese e da megasporogênesepodem diferir. Em
Antennaria falax,por exemplo, a meiose da microsporogênese exi

be um alto grau de formação de bivalentes, enquanto à megaspo­

rogênese revela uma falta quase total de pareamento (STEBBINS,

1932). NYGREN (1946) demonstrou que em Calamagrostis lappontea

ocorrem divisões meióticas nas anteras, enquanto que nos ovu­

los as divisões são mitóticas. Em (C. chalybaea a situação E a

reversa. Estes casos, entre outros, demonstram que nas plan­

tas diplospóricas autônomas a falta ou redução de pareamento

cromossômico não deve ser interpretada como necessariamente in
dicando a falta de homologia cromossomica.

Os mecanismos que controlam a produção de saco em­

brionâário,sexuado ou assexuado, são pouco entendidos. Acredi­

ta­se porém. que o grau de sexualidade do gametofito apomítico

seja a expressão fenotípica de um sistema gênico complexo

(HESLOP­HARRISON, 1963; KNOX, 1967; SARAN & DE WET, 1970), A

expressão quantitativa do balanço entre a sexualidade e apomi­

—xia pode ser avaliada pela porcentagem de Ovulos contendo sa­

cos embrionários não reduzidos ou pela porcentagem de descen­

dentes maternos apomíticos.
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1.5 ­ O controle genetico do fenomeno apomítico

Alguns modelos de regulação genética da apomixia ga­
metofítica têm sido propostos.

O primeiro foi o de POWERS (1945) que trabalhou com

Parthenium argentatum, uma espécie diplosporica pseudogamica.

O autor sugeriu a homozigocidade para certos genes recessivos,

como prê­requisito para a reprodução apomítica, controlada por
3 genes: um deles produz oosferas nao reduzidas (Aa), outro im
pede a fertilização (Bb) e um terceiro controla o desenvolvi­

mento partenogenêético da oosfera (Cc). A apomixia se origina­

ria a nivel diplõide e a planta teria o genótipo aabbcc.

BURTON & FORBES (1960) sugeriram que o controle da

apomixia também em Paspalum notatum se faz por poucos genes re
cessivos.

LILJEFORS (1955) determinou na espécie tetraplóide

Sorbus aria O genoma A para apomixia e o genoma B do diplóide

S. aucuparia, que transporta genes correspondentes à sexuali­

dade. Neste sistema, apomixia e sexualidade dependem do balan

ço entre os genes quecontrolam as duas caracteristicas. Os
cruzamentos entre as duas espécies resultaram em triploóides e

tetraplõides com os seguintes genótipos e fenótipos: apomítico

obrigatório (AAAA, AAAB, AAB), apomitico ou sexuado (AABB, ABB)

e totalmente sexuado (BB).

Em Pennisetum ciliare a herança da apomixia foi estu

dada por TALIAFERRO & BASHAW (1966). Cruzamentos entre apomi­

ticos obrigatórios e sexuados resultaram na proporção de 5 apo
míticos para 3 sexuados. O sistema de controle proposto seria

o do gene que condiciona a sexualidade (B) ser epistático so­

bre o que controla a apomixia (A). O genotipo da planta sexua
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da seria AaBb e o da apomiítica Aabb.

HANNA et alii (1973) obtiveram, em Panícum maximum

sexuada autopolinizada, progênie sexuada e apomiítica na propor

ção de 11:5. O controle sugerido é o de 2 locus, sendo os ge­

notipos aabb, Aabb e aaBb apomíticos aposporicos. O genótipo

AaBb produz descendentes apomíticos e sexuados, enquanto que

os genótipos AABB, AABb, AAbb, AaBB e aaBB produzem somente

progênie sexuada.

Os trabalhos de SAVIDAN (1978) em Panteum maximum

e de NOGLER (1978) em Ranunculus aurtcomus indicaram que a

presença de aposporia nessas espécies estã sob controle geneti
co simples, ou seja, de um único gene dominante.

NOGLER (1971, 1975, 1984) realizou estudos com o ge­

nero Ranunculus analisando o cruzamento do sexuado diploide &.

cassubicifolius com o apomítico tetraplóide R. megacarpus e
;

+ =

conciuiu que um par de alelos A A causa presença de saco em­

brionário apospórico e os sexuados são sempre diploides ATA.
Este esquema é significativo pois explica a frequente obtenção

de planta sexuada a partir de cruzamentos de plantas apomíti­

cas pela recombinação de fatores A . OA A não foi encontra­

do, pois A não ê transmitido por polen haplõóide.

'SAVIDAN (1975, 1978, 1980, 1982) determinou em Panti­
cum maximum aposporia heterozigota. Em Poa (ALMGARD, 1966) e

no complexo Bothriochloa­Dicanthium (D'CRUZ & REDDY, 1971),

assim como em cruzamentos entre o diploide Beta vulgaris e O

tetraplôide apospórico Beta lamatogona (CLEU et alit, 1976) re
velou­se do tipo de herança aposporica dominante.

O controle genético da diplosporia não esta bem es­

clarecido. NOGLER (1984) sugere que o controle genêtico da
aposporia e da diplosporia pode ser o mesmo, uma vez que a di­
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ferença principal entre os dois fenomenos e uma questão do tem
po de indução do saco embrionário. Em diplosporia o tempo &
antecipado, ocorrendo antes do inicio da meiose. Plantas como

Antennaria, Parthenium, Rubus E Potentilla, podem exibir tanto

a diplosporia como à aposporia, indicando um controle genetico

comum.

A influência de fatores ambientais na ocorrência de

aposporia tem sido demonstrada. SARAN & DE WET (1970, 1976)

estudando Bothriochloa intermedia, demonstraram que essa espe­

cie se reproduz sexuadamente durante o verão, mas comporta­se

como apomítica facultativa durante o inverno. Em populações

naturais de Dicanthium aristatum foram encontradas transições

entre a condição apomitica e a sexuada em diferentes latitudes

e epocas do ano, na Austrãlia (KNOX, 1963; HESLOP­HARRISON,

1963).

1.6 ­ Hibridização, Alogamia, Habito perene e Poliploidia

Devido a comprovada natureza híbrida de muitas das

plantas apomíticas, EARNST (1918) sugeriu que o próprio fenome

no da hibridização seria a causa da apomixia. Porêm, logo fi­

cou evidente que, embora plantas apomíticas sejam freqlUentemente hibridas,.
os híbridos inter e intraespecíficos raramente são apomiticos.

Atualmente, entende­se que as plantas apomíticas ge­

ralmente se originam de ancestrais alogâmicas e perenes. A alo

gamia promove hibridização intra e interespecificaque por sua
vez possibilita juntar alelos para a não redução da oosfera e

da partenogênese, os elementos essenciais da apomixia  (ASKER,

1980).
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Existe uma associação entre a alogamia e O hábito pe
rene e portanto, a associaçao de alogamia com apomixia implica

ria necessariamente na associação do hábito perene com a apomi

xia. Porém, também é possivel que o hábito perene confira al­

guma vantagem seletiva, pois os híbridos interespecificos e os

polipióides Ímpares são fregqilentemente estêreis e a longevida­

de conferida pelo hábito perene possibilita o acúmulo de muta

ções favorecendo a apomixia.

Também, existe uma associação entre apomixia e poli­

ploidia. Nos complexos apomiticos, as espécies diplioóides são

geralmente sexuadas e a apomixia aumenta dentro do complexo, à

medida que o nível de ploidia aumenta. Os poliplóides ímpares

tais como 3x, 5x, 7x são altamente estereis e a apomixia em

qualquer grau, seria adaptativa (NOGLER,.1984).

No complexo Bothriochloa­Dicanthitum foi descrito um

ciclo diploide­tetraploide­haploide. Nas populações deste com

plexo ocorrem plantas tetraplóides sexuadas, plantas tetraplOi
des apomíticas e plantas diploóides sexuadas, predominando as

plantas tetraplõides apomíticas. As plantas diplõides sexua­
das são originadas das tetraplóides apomiticas por partenogene

se haploide (dihaplóide) e as tetraploides sexuadas, das di­

plôides sexuadas pela fusão de gametas não reduzidos. Ao ni­

vel tetraplóide, ocorre troca de genes entre as plantas sexua­

das eapomíticas, como também existe a incorporação de genes

das plantas diploides na formação de novos indivíduos tetra­

ploides sexuados (DE WET & HARLAN, 1970).
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1,7 ­ Significado evolutivo da apomixia

Uma das primeiras teorias formuladas quanto ao signi

ficado evolutivo da apomixia foi a do "escape da esterilidade"

(DARLINGTON, 1939). Segundo esta teoria, a principal vantagem

adaptativa da apomixia E a de restaurar a fertilidade em plan­

tas que seriam sexualmente estéreis em conseqliência da poli­

ploidia impar ou da hibridização. Porem, Darlington também ar
gumentou que a apomixia restringe a recombinação e, portanto,li­

mita o potencial evolutivo do grupo apomitico. Esta teo­

ria tem sido aceita por vários pesquisadores da área, incluin­

“do STEBBINS (1950) e DE WET & STALKER (1974).

CLAUSEN (1954) foi quem primeiro sugeriu que a apomi

xia, especialmente a facultativa, não conduz necessariamente à

perda de variabilidade e potencial evolutivo. Argumentou

que a combinação da sexualidade e apomixia Eé altamente adapta­

tiva, pois a sexualidade permite a formação de genótipos novos

e a apomixia, a reprodução fiel dos melhores adaptados desses

genotipos. A posição de CLAUSEN & atualmente a mais aceita,
com seguidores como HESLOP­HARRISON (1961), GRANT (1971)

MARSHAL & BROWN (1981), entre outros.

Mesmo nas plantas apomiticas obrigatórias existem

fontes assexuadas de variabilidade, como mutações somáticas,

auto­segregação —e reprodução subsexuada. Auto­segregação

(GUSTAFSSON, 1935) ocorre quando no megasporócito um núcleo de
restituição deixa de incluir alguns dos cromossomos, resultan­

do na formaçao de embrião aneuploide. Reprodução subsexuada
(DARLINGTON, 1958) ocorre quando na divisão do núcleo do megas

porocito existe pareamento e crossing­over entre alguns dos
cromossomos, seguido da segregação na primeiraou segunda divi
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s

são. Uma vez que uma das divisões é suprimida, não ocorre re­

dução.

1.8 ­ Apomixia e melhoramento vegetal

Resumidamente, algumas vantagens da apomixia são:

1 ­ a apomixia confere capacidade reprodutiva às

plantas que, de outra maneira, seriam estéreis, como no caso

dos híbridos interespecíficos e autopoliplóides Impares;

2 ­ a apomixia fixa a heterose conseqliente da hibri­

dização e biótipos especialmente bem adaptados são perpetuados;

3 ­ as plantas apomiticas de origem híbrida e alopo­

liploide geralmente somam as tolerâncias ecológicas das espê­

cies parentais, permitindo a ocupação de uma maior variedade

de habitats;

4 ­ a independencia de polinizadores pode ser vanta­

josa no caso dos apomíticos autónomos, especialmente em climas

severos e com poucos polinizadores;

5 ­ a propagação através de sementes agamospêrmicas

tem vantagem sobre a propagação vegetativa, permitindo adapta­
ções como dormência e capacidade de dispersão.

O estudo da apomixia poderá contribuir, sob o ponto

de vista pratico, em programas de melhoramento vegetal em que

o objetivo principal é o de fixar a heterose, especialmente de

plantas sexuadas que não têm boa capacidade de propagação vege

tativa. Incluídas nesta categoria estão quase todas as plan­

tas anuais, especialmente os cereais (MATZK, 1982). Melhora­

mento estã sendo tentado em populações sexuadas nas quais  po­

dem ser encontrados elementos da apomixia, como distúrbio da
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meiose na megasporogênese, com tendência a formar saco embrio­

nário não reduzido, ou com tendência a desenvolvimento parteno
genético. Linhagens com tais características são intercruzadas

para que seja aumentada a frequência dos elementos que consti
tuem a apomixia gametofítica e para que ocorram associados.

Cruzamentos de espécies apomiíticas facultativas com
espécies sexuadas relacionadas e de interesse econômico, tem

sido também um método comumente usado em milho, trigo, sorgo,

maça, morango e beterraba, entre outros (NOGLER, 1984). A re­

produção apomitica permitiria a fixação de qualquer combinação

gênica desejada, assim como manteria novas variedades heterozi
gotas com propriedades agronomicas valiosas como, por exemplo,

genes para resistência à doenças.

1.9 ­ Objetivos

Este estudo teve por objetivo investigar o modo de

reprodução da espécie Fupatorium squalidum DC (Compositae) e

compreendendo as seguintes etapas:

Desenvolvimento do gametofito feminino.

Estudo da microsporogenese.

Estudo do cariótipo.

Estudo da produção e germinabilidade das

sementes.

Observações de campo.
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II ­ MATERIAL E METODOS

Eupatorium squalídum, chamado vulgarmente de cambarã­
roxo, é uma planta anual, subarbustiva, erecta e irregularmen­
te ramificada, medindo de 70 a 130 cm de altura. As folhas
cosidas sao usadas como emoliente e contra febres intermiten­

tes e infecciosas (LORENZI, 1982).

Plantas de populações naturais utilizadas neste tra­
balho foram localizadas e coletadas num raio de 15 km do muni­

cípio de São Josê do Rio Preto (SP) durante os anos de  1984­
1985, situadas em geral à beira de estradas ou entre vegetação
de campo e com floração durante os meses de abril e maio. A
identificação do material foi verificada pela Dra. Graziela Ma
ciel Barroso e excicatas foram depositadas no Herbário do Jar­
dim Botânico do Rio de Janeiro (RJ) e do Instituto de Botânica
do Estado de São Paulo (SP).

Para o estudo da megasporogenese e da megagametofito
genese foram usados botões florais fixados em F.A.A. e CRAF.
Foram dois os processos utilizados nesse estudo:

1) cortes permanentes, previamente incluídos em para
fina e corados com fast green e safranina (JOHANSEN, 1940); e

= 2) a diafanização (HERR, 1971 e 1972). Uma vez que
o método de diafanização provou dar melhores resultados com me
nor investimento de tempo e material, este foi o método mais
utilizado no estudo da megasporogenese. O material fixado em
F.A.A. (JOHANSEN, 1940) foi estocado nessa solução e o fixado
em CRAF (LA COUR, 1937) foi lavado várias vezes depois de 24
horas e em seguida transferido para etanol 70%. O material fi
xado foi conservado em geladeira, em recipiente tampado. Para
o metodo de diafanização, Ovulos contidos no ovário foram re­
tirados sob lupa com auxílio de­estiletes e colocados em um vi
dro de relógio contendo solução clarificadora durante 4 a 8
dias. Apôs a diafanização, os Ovulos foram montados em meio
de Hoyer (ALEXOPOULOS & BENEKE, 1952) e levados ao microscópio
para exame e selecionados para fotografia.
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Com o objetivo.de se verificar o conteúdo de ôvulos

de floresfoi realizado um estudo nas fases de preê­ântese, ânte

se e pós­ântese. Como fase de prê­antese foram considerados

os botoes florais com os estigmas ainda contidos dentro do bo­

tão, em geral até 24 horas antes da ântese, a fase na qual os

estigmas estão expostos e evidentemente receptivos e a de pos­

antese, a fase na qual os estigmas expostos evidenciam sinais

de ressecamento e escurecimento. Nesta fase, supoe­se que a

receptividade esteja terminada. Foram estudados ainda cerca

de 300 ôvulos em fase mais jovem que a de prê­aântese com a fi­

nalidade de se verificar a seqglência de desenvolvimento da me­

gasporogênese e da megagametofitogenese à partir do megaspo­

rócito.

Para o estudo da microsporogenese botões florais em

varias fases de desenvolvimento foram fixados em solução de

etanol absolutoe âcido acético (3:1) por 24 horas e em segui
da transferidos para etanol 70% e estocados em geladeira, As

anteras retiradas das flores foram tratadas com a técnica de
%

esmagamento. Esta têcnica envolve a retirada das anteras sob
lupa em uma gota de álcool que em seguida é absorvida por pa­
pel de filtro. Sobre as anteras €& colocada uma gota de carmim

acêtico na qual ê realizada a maceração das mesmas com auxilio

de uma espátula e o excesso do material mais grosso e visível

a olho nú, ê retirado. A seguir, o material é coberto com la­

mínula e aquecido sobre chama de lamparina a alcool. Se fases

desejadas são observadas ao microscópio é aplicada pressão "à
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lâmina, com a lamínula voltada para baixo, sobre papel de fil­

tro, com o dedo polegar na direção do material, evitando­se

qualquer movimento lateral da lâmina. A lamínula é em seguida

levantada com auxílio de uma lâmina gilete e sobre o material

€ colocada uma gota de meio de Hoyer, sobre o qual é recoloca­

da a lamínula e novamente é reaplicada pressão, para que os

cromossomos sejam suficientemente espalhados.

Para o estudo do cariótipo, inicialmente foram pos­

tas sementes para germinar sobre papel de filtro, em placas de Petri.

Extremidades de radículas, de cerca de 20 mm de comprimento fo

ram tratadas em placas de Petri contendo oxiquinoleina a

0,002 M como pre­tratamento a uma temperatura de 10º a 18ºC
obtida com o uso de gelo ao redor da placa, durante 5 horas

sendo o material arejado durante esse período com o auxilio de

uma bomba injetora. As pontas de raizes foram em seguida fixa
das com etanol absoluto e ácido acetico 3:1 por 15 a 30 minutos e
transferidas para álcool 70%, no qual foram estocadas.

Para a análise do cariótipo, as pontas de raízes so­

freram inicialmente um processo de hidrólise em HCl 1N a. 60ºC
por 4 a 6 minutos, com a finalidade de permitir uma melhor se­

paração das celulas. Em seguida, foram lavadas e transferidas
para um vidro de relógio pequeno, contendo carmim acético e

aquecidas sobre lamparina a alcool e deixadas por 20 a 50 minu =
tos naquele corante. Após aquele período, 5 raizes foram

transferidas para uma lâmina contendo uma gota de meio de Hoyer

e o meristema apical foi raspado com auxílio de um estilete,
fazendo uma suspensão de cêlulas no meio. O excesso de tecido
visto a olho nú foi retirado e a lamínula foi colocada sobre

o material para observação ao microscópio. Encontrando­se fa­

ses desejadas é aplicada pressão sobre a lamínula, protegida
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com papel de filtro. Para que os cromossomos fossem suficien­

temente espalhados, a pressão neste caso foi exercida com auxi
lio de um alicate.

A análise do cariótipo foi realizada utilizando foto

grafias de 6 cêlulas ampliadas para um aumento total de 3.750

vezes. Lâmina milimetrada foi usada para a medida do braço

longo (L) e do braço curto (C) dos cromossomos, bem como do

comprimento total (L+C). As medidas foram convertidas em valo

res reais na base da ampliação usada, ou seja, 3,75 mm equivar­

le a um micron.

A caracterização do genoma básico foi determinada a
partir das 6 cêlulas analisadas, utilizando­se em cada uma delas o conmpri­

mento cromossomico e a posição do centrômero. Grupos de 3 cromosso
mos equivalentes foram reunidos a partir de cada uma das 6 cê
lulas analisadas, em um total de 18 cromossomos, sendo considera­

dos para a caracterização de cada um dos 10 cromossomos do ge­
noma. Foi elaborado um idiograma baseado nessas medidas. Obteve­se

o comprimento do genoma atravês da divisão por três do compri­
mento médio do complemento cromossomico das seis cêlulas anali
sadas.

Para o estudo da germinabilidade e da produção de se

mentes utilizou­se plantas de populações naturais que, em

fase de botão, receberam 3 tratamentos diferentes: 1) alguns

capítulos intactos foram cobertos com sacos de papel amarrados
na base, de modo a impossibilitar a fertilização, embora não
excluindo a possibilidade de autofecundação; 2) outros capítu
los foram emasculados com auxílio de uma tesoura para impedir
a fertilização e ensacados em seguida; 3) outros capítulos fo
ram simplesmente marcados para funcionar como controle.

O filme usado para fotografias foi o KODAK PANATOMIC­X
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32ASA, ou ocasionalmente o AGFA­GEVAERT COPEX PAN A.H.U. TRI

13. O papel fotográfico empregado nas copias foi o KODAK F,.
Os equipamentos ópticos utilizados foram: um estereomicrosco­
pio Zeiss SRBr e um fotomicroscopio Zeiss Standard equipado
com contraste de fase tendo acoplada uma maquina fotográfica.
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IIY ­ RESULTADOS

III.1] ­ Desenvolvimento do gametofito feminino

As observaçoes realizadas sobre a embriologia da me­

gasporogênese e da megagametofitogenese em Eupatorium squali­

dum, tiveram como objetivo verificar o tipo de saco embrionãá­
rio formado, bem como o do desenvolvimento do embrião e do en­

dosperma, considerando­se as fases iniciais de desenvolvímento

de botão floral e dos estãgios de pre­ântese, ântese e pós­an­
tese.

A espécie possui óvulos típicos da familia Composi­

tae (DAVIS, 1966), ou seja, anátropos com um sô tegumento, te­

nuenucelado e com uma única célula arquesporial inicial, que

funciona diretamente como megasporócito (Figura 1). A analise

de cerca de 300 óvulos em fases iniciais de desenvolvimento,

retirados de várias plantas em fase de megasporogenese revelou

a ausência de têtrades de megasporos, o que indica a ausência

de meiose redutiva. A formação do saco embrionário se faz a

partir do megasporócito (Figura 2) que funciona diretamente co

mo megâásporo. O núcleo deste, ao se dividir, dã origen a "um

saco embrionário binucleado (Figura 3). Em seguida, O saco em

brionâário se alonga, permitindo que os dois núcleos se afastem,

um do outro, tomando posições nas extremidades opostas da cê­

lula (Figura 4). Cada um dos núcleos sofre uma segunda divi­

são formando o saco embrionário tetra­nucleado (Figura 5). A

seguir, cada um dos quatro nucleos,em uma terceira divisão, dã
origem a um saco embrionário do tipo Polygonum, com 8 núcleos,
composto de duas sinêéêrgides, uma oosfera, dois nucleos polares
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e três antipodas (Figura 6). As antipodas formam tres cêlulas

(Figura 7) e as sinéêrgides degeneram rapidamente, resultando

um saco com apenas a oosfera e os dois núcleos polares (Figura

8). Logo a seguir, os núcleos polares se fundem formando o nu
cleo central (Figura 9). Observou­se que a oosfera inicia a

formação do embrião antes do nucleo central iniciar divisão

(Figuras 10 e 11) para formar o endosperma (Figura 12).

As únicas anomalias observadas durante o desenvolvi­

mento do saco embrionário ocorreram em associação com as fases

binucleadas e tetranucleadas nas quais foram encontrados dois

casos de falta de sincronia das divisoes nucleares. Em um dos

casos, o núcleo chalazal jã se encontrava dividido e o nucleo

micropilar não, resultando um saco embrionário trinucleado (Fi
gura 13). No segundo caso, o saco embrionário aparentemente

alcançou a fase tetra­nucleada normalmente, porém, um dos nãuú­

cleos da regiao micropilar sofreu duas divisoes adicionais, re

sultando um saco embrionário com dois nucleos na região chala­

zal e quatro na região micropilar sendo um núcleo maior e três

menores (Figura 14). Foram observados sacos embrionarios abor
tados (Figura 15), provavelmente resultantes de tais irregula­

ridades.

Os resultados da análise do conteúdo de Ovulos de

flores nas fases de pré­antese, ântese e pos­ântese estão resu
midos na Tabela 1.

Uma mesma proporção de Ovulos abortados (11,4%) fo­

ram encontrados nas fases de prê­ântese e aântese, diminuindo

para 4,5%na fase de pós­ântese, provavelmente em conseqliência
da degeneração de uma parte daqueles Ovulos.

Na análise de 1.377 Ovulos nas tres fases considera­

das, foi observada a presença de oosfera/núcleos polares,
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oosfera/núcileo central, embrião/núcieo central, embrião/endos­

perma, além de sacos embrionários abortados.

Para 587 Ovulos examinados na fase de prê­antese, a

oosfera/núcleos polares correspondem com 0,3% e a oosfera/nú­

cleo central, 19,0%. Foi observada uma proporção maior, compa

radas às fases seguintes, de embrião/núcleo central, com 68,8%

e 0,3% de embrião e andosperma.

Dos 525 óvulos examinados na fase de ântese não apa­

rece a fase de oosfera/núcleos polares, com diminuição de ocor

rência de oosfera/núcleo central para 1,9%, bem como aumento

das fases subsegliêntes para 43,2% de embriaão/núcleo central e

43,4% de embrião/endosperma.

A análise de 265 óvulos de flores em pós­ântese reve

lou ausência das fases iniciais de oosfera/núcleos polares e

oosfera/núcleo central e a presença de embrião/núcieo central

com 34,3%. Porém, houve um aumento para 61,1% de embrião/en­

dosperma.
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Figuras de 1 a 15. Megagametofitogenese e o desenvolvimento

6

—

do embrião e endosperma em Eupatori:"

squalíidum.
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5

ÔÓvulo anaátropo, tenuenucelado, com um único tegumen
to e megasporócito, X 235.

Megasporocito (megasporo funcional). X 1600.

Saco embrionário binucleado, estágio inicial.

­« X 960.

Saco embrionário binucleado, estâágio avançado.

X 960.
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Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8£.

5

Saco embrionário tetranucleado. X 760.

Saco embrionário com dois núcleos polares,

oosferae duas sinergides. X 750,
Fm

­

Saco embrionário com três antípodas. X 480,

Saco embrionário com os dois núcleos polares acima
da oosfera. X 750,
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Figura 9, Saco embrionário com oosfera (núcleo menor) e nú­
cleo central (núcleo maior). X 500.

Figura 10. Embrião e núcleo central com a parte inferior do
saco embrionário removido. X 625.

Figura 11. Saco embrionário com embrião (pequeno núcleo à
direita) e núcleo central (núcleo maior à esquer­

da). X 625.

Figura 12. Saco embrionário com embrião (núcleo menor à es­
querda) e endosperma (grupo,de núcleos maiores à
direita). X 750.
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Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

6

Saco embrionário anormal trinucleado. X 750.

Saco embrionário anormal hexanucleado. X 600,

Saco embrionário abortado. X 1000.
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Tabela 1: Conteúdo asc óvulos de Eupatorium squalidum em diferentes estágios de desenvolvimento flo
ral.

Estágio Planta Óvulos Saco embrionário Oosfera e Oosfera e Embrião e Embrião e

floral examinados abortado ! núcleos núcleo central núcleo central endosperma
Nº polares Nº 3 Nº 8 Nº 4

Nº 8

Prê
ântese

mn
[L

as

00
Fa

NI
A

O
v
o

e
.

e
e n

o
n
o

Total

Ântese
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Total geral 15



II1I.2 ­ Desenvolvimento da Microsporogeênese

Das seis plantas analisadas quanto ao pareamento cro

mossomico, em diacinese da microsporogênese, foi constatada a

existência de univalentes, bivalentes e trivalentes em cada

uma delas (Figuras 16 a 20). No entanto, uma variação conside

rável foi detectada, tanto em uma mesma planta como entre elas,

quanto a frequência dessas associações. As analises das asso­

ciações, bem como do pareamento cromossomico estão resumidas

nas Tabelas 2 e 3 respectivamente. As fases subsequentes de

meiose revelaram anormalidades ocasionadas em grande parte pe­

la ocorrência de univalentes e trivalentes. Cromossomos não

alinhados na placa metafásica, principalmente univalentes, fo­

ram freqtientes (Figura 21). Anomalias observadas durante a

anafase I incluem disjunção precoce das cromatides (Figura 22),

cromossomos retardatários (Figura 23) e a distribuição  desi­

gual dos cromossomos aos polos (Figuras 24 e 25). Cromossomos

retardatários também ocorreram na anafase II (Figura 26), bem

como a formação de têtrades de núcleos de tamanhos notavelmen­
te diferentes (Figura 27) indicando um não balanceamento genê­

tico. Outra irregularidade particularmente notâvel,foia forma

ção de núcleos de restituição durante a primeira divisão e,

conseqlientemente, a ocorrência de meiose não redutiva. A for­

mação dos núcleos de restituição inicia­se na anáfase I com

a não separação ou separação incompleta dos cromossomos nos

polos (Figura 28), e sua subseqgilente incorporação em um único na
cleo que mantêm o número cromossomico original. A segunda di­

visão, que é equacional, resulta na formação de dois núcleos

não reduzidos (Figura 29) e, subsequentemente, diades de micros
poros (Figura 30). Observou­se também, na segunda divisao, que
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357

grupos de cromossomos de uma têtrade poderiam ficar tão proxi­

mas entre si que dois ou mais acabaram sendo incorporados em

um único núcleo de restituição (Figura 31). Uma parte dos cro
mossomos retardatários frequentemente ficou excluída dos nú
cleos (Figura 31).

Em conseqliência das diversas anomalias acima descri­

tas, além de produzir têtrades de micrósporos, a microsporogê­

nese também resultou na produção de têtrades com microsporos

supernumerários (Figura 32), tríiades (Figura 33)e diades, sem
(Figura 30) ou com micrósporos supernumerâários (Figuras 34 e

35).

Nem sempre foi possível a distinção entre núcleos de

restituição formados por falha da primeira ou da segunda divi­

são. Porém, ficou evidente que nucleos de restituição resul­

tantes de falta na primeira divisao foram os mais frequentes.

A produção de micrósporos não reduzidos é significa­

tiva, pois todos os 30 cromossomos estando presentes, poderiam
possivelmente conferir fertilidade. Porém, a não inclusão de

alguns cromossomos no nucleo de restituição resultaria na for­
maçãode díades com micrósporos deficientes. Embora haja formação de po­
len considera­se pouco provavel a sua plena viabilidade.

As frequencias das associações cromossomicas em uni­

valentes, bivalentes, trivalentes e de quiasmas por cêlula es­

tão apresentadas nas Tabelas 2 e 3. A media mais alta de asso
ciações trivalentes por cêlula, foi observada na planta 5

(54,1%). Nessa planta, bem como na planta 6 foram observados
os 30 cromossomos associados em trivalentes. Mesmo assim, cê­
lulas com até 14 univalentes foram também encontradas na plan­
ta 5. Assim, na Tabela3, na qual constam as frequências de
univalentes, bivalentes e trivalentes em diacinese, podemos

observar que dos 2.430 cromossomos das 81 cêlulas anali­
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sadas da planta 5, 406 (16,7%) ocorreram como univalentes, 710

(29,2%) como bivalentes, e 1.314 (54,0%) como trivalentes. A

planta número 3 mostrou a mais alta frequência de univalentes

por cêlula, 27,8%, bem como a mais baixa para bivalentes, 0,9%,

e trivalentes, 0,1%. Na planta 3,bem como na planta 1, foram

observados todos os 30 cromossomos ocorrendo como univalentes.

As frequências de bivalentes, trivalentes e univalentes obser­

vadas na planta 3 foram respectivamente 92,8%, 6,1% e 1,1% (Ta
bela 3).

Foi observado um alto grau de variação entre as cin­

co plantas estudadas quanto a proporção de meiose redutiva e

não redutiva na segunda teloófase e em têtrades (Tabela 4). A

planta 5 exibiu o maior grau de variação entre as cinco plan­

tas estudadas quanto a proporção de meiose redutiva (87,5%) ba
seado na teloófase II e de 73,6% baseado na fase de têtrades.

As plantas 2 e 3 demonstraram os maiores indices de meiose não

redutiva (95,7% e 97,5%) respectivamente, baseados na telófase

II e de 97,3% e 93,0% baseados na fase de têtrades. Embora di­

visoes redutivas ou não redutivas possam predominar numa deter

 minada região da antera, os dois tipos foram freqtientemente en
contrados em associação (Figuras 36 e 37).

Os graus de pareamento nas seis plantas (Tabela 2) estudadas

tambem podem ser comparados com base no número minimo de quias

ma por cêlula assumindo­se números mínimos de zero. para

univalentes, . um, para bivalentes e dois por trivalen­

tes. Na base desta comparação, as medias mais altas de quias

mas por cêlula ocorrem nas plantas 5 (15,1%) e 6 (15,0%) e a

mais baixa na planta 3 (1,1%). As células individuais com oO

valor mais baixo de quiasma zero seriam aquelas das Pplan

tas 1 e 3 com todos os cromossomos ocorrendo como univalentes.
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As cêlulas com os valores de quiasma mais alto (20)
aquelas das plantas 5 e 6 com 10 trivalentes.

Todas as celulas observadas durante a profase de

meiose exibiram 1, 2 ou 3 nuclêolos, sendo a presença de 1 nu­

clêolo a condição mais freqliente e a de 3 a menos frequente.

Assim, das 398 células analisadas quanto ao pareamento cromos­

somico, 356 (89,4%) apresentaram um único nucléolo, 41 (10,3%)

dois e 1 (0,3%), três nuclêéolos.
Quando dois nuclêolos estão presentes o tamanho de­

les pode ser aproximadamente igual ou notadamente diferen

tes.

Os cromossomos, durante a fase de prófase, quando ain­
da incompletamente condensados, revelaram regiões heterocromati
cas (Figura 38).
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Figuras de 16 a 38.

2 3 4 5 6

Microsporogênese em Eupatorium squalíidum,

2n = 3x = 30.
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5

Diacinese com 30 univalentes. X 2031.

Diacinese com 6 univalentes, 6 bivalentes e
4 trivalentes. X 2031.

Diacinese com 4 univalentes, 4 bivalentes e...“

6 trivalentes. X 1875.

Diacinese com 1 univalente, 1 bivalente e|

9 trivalentes. X 2188.
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5

Diacinese em fase adiantada com 10 trivalentes.

X 1719.

Metãfase I com cromossomos não alinhados.

X 1875.

­ t. ­ ­ .Anafase I com disjunção precoce das cromatides.

x 2032.

Anáfase I com cromossomos retardatãários.

X 2188.

ES
AVAVAY

6 7 unesp”". 12 13 14 15 16 17 18



ES

18176151413121unesp”*6 75cm



5

Anãfase I mostrando 14 cromossomos num dos polos
e 16 no outro. XX 2188.

Anáfase I com 11 cromossomos num pôõlo e 19 no
outro. X 1875.

Anâáfase II com cromossomos retardatários.

X 1313.

Anâfase II com dois grupos maiores e dois menores

de cromossomos. X 1406,
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5

Anâfase I mostrando divisão normal e de restítui­

ção. X 1250.

Anãfase II. Divisão de restituição com 30 cromosso
mos em cada pólo. X 1875.

Diade de micrósporos resultante de divisão não re­

dutiva. X 875.

Anaáfase II. Grupos de cromossomos em contato e re­

tardatários sendo excluídos. X 1188.
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Têétrade de micrósporos com dois microósporos

supernumeraários. X 1375.

Tríade de micrósporos. X 875.

Díade de micrósporos com um microsporo

supernumeraário., X 875.

Díade de micrósporos com quatro microsporos

supernumerários. X 875.
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Figura 36.

Figura 37.

Figura 38.

5

Segunda divisão redutiva e não redutiva respecti

vamente cêlulas inferiores e superiores. X 1250.

Têtrades (divisão redutiva)e diade (divisão não

redutiva) de microósporos ocorrendo em associação.

X 800.

Diacinese com cromossomos manifestando regioes

heterocromáticas. X 2184,
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Tabela 2: Freqilências de associações cromossomicas univalentes, bivalentes, trivalentes e de
quiasmas por celula.

Planta Número de Univalentes Bivalentes Trivalentes Quiasmas por
cêlulas cêlula

examinadas Variação. Media Variação Media Variação Média Variação Media

55 2­30 19,5 0­10 3,8 0,9 5,7

93 10,7 1­10 6,6 2,0

27,8 0,9 0,1

13,8 5,5 1,7

5,0 4,3 5,4

4,6
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Tabela 3: Freqliências de univalentes, bivalentes e trivalentes em diacinese.

Planta Número de

Cêlulas Cromossomos ... Univalentes Bivalentes

Nº % Nº %

Trivalentes

Nº %
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Tabela 4: Frequências de fases redutiva e não redutiva na segunda telófase e em têtrades.

Planta
|

Segunda telófase |

Teétrades
Redutiva Não redutiva Redutiva Não redutiva

Nº % do Nº % do Nº % do Nº % do
total o . . total

: total total

30,2 69,8 63,8

4,3 95,7 97,3

2,5 97,5 93,0

61,9 43,6

12,5 26,4



II1I.3 ­ Estudo do Cariótipo

Foram realizadas contagens cromossomicas em pontas

de raizes de 116 plântulas. Em 115 o número cromossômico foi

determinado como sendo 30. Uma única plântula apresentou 60

cromossomos.

A análise do cariótipo foi realizada em seis células

cada cêlula representando uma plântula. As Figuras 39 a 41
apresentam tres destas cêlulas. As medidas cromossômicas es­

tão apresentadas nas Tabelas 5 a 10. Com base nessas medidas

foi possível reunir os 30 cromossomos do complemento em 10 gru
pos, cada grupo contendo 3 cromossomos, indicando ser o comple

mento cromossomico constituido de um único genoma representado

tres vezes. As Figuras 42 a 44 apresentam os complementos cro
mossomicos de três das seis cêlulas metafâsicas analisadas com

os cromossomos presumivelmente homólogos agrupados.

A Tabela 11 caracteriza o genoma da espécie estudada

e foi baseado nas médias dos valores obtidos da análise das

seis células. Assim, os valores daquela tabela representam 18

cromossomos considerados equivalentes, 3 de cada uma das seis
cêlulas.

Os resultados da análise de variancia, para igualda­

de das mêdias dos 10 grupos cromossomicos, foram significati­

vos para as 5 medidas analisadas, indicando diferenças signifi

cativas entre os grupos cromossoômicos. O braço longo variou
de 1,33u (grupo 9) e 2,11y (grupo 1), o braço curto de 0,85u
(grupo 7) a 1,39% (grupo 2) e o comprimento total dos cromosso
mos variou de 2,40u (grupos 9 e 10) e 3,05u (grupo 1). Quanto
as proporções entre os braços, os valores extremos foram 1,25u

(grupo 9) e 2,24u (grupo 1) e, para os cromossomos de cada gru
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po em relação ao comprimento total do complemento, os extremos

foram 9,04y (grupos 9 e 10) e 11,48yu (grupo 1).
Nas Tabelas 5 a 10, a ordem dos cromossomos foi fei­

ta na base no comprimento. Porém, tanto o comprimento do cro
mossomo quanto a posição do centrômero foram utilizados no pro
cesso de reconhecer cromossomos equivalentes das seis .cêlulas

analisadas visando a caracterização do genoma.

Quanto ao tamanho, todos os cromossomos são pequenos
medindo entre 2,40u (1,95 a 2,67) e 3,05uy (2,67 a 3,65). O com
primento total do genoma é de 26,54u e o comprimento dos com­

plementos cromossômicos das seis cêlulas ou tiveram um coefi
ciente de variação de 72,3u a 90,4u.

A proporção dos braços longo e curto quanto a posi­

ção do centromero foi baseada no esquema de DYER (1979), onde

1:1 = metacêntrico, 3:l1=submetacentrico e 1:0 = telocêntrico.

Quanto a posição do centrômero são todos submetacen­

tricos. O cromossomo mais próximo de ser acrocêntrico é o cro

mossomo número1, com a proporção dos braços de 2,24, e o cro
mossomo mais proximo de ser metacêntrico é o cromossomo número

2, COM à proporçao de 1,13. “Devido ao seu maior comprimento e
a contrastante posição dos seus centromeros, os cromossomos |

e 2 são os mais facilmente distinguíveis do genoma. Conside­

rando apenas comprimento, cromossomos 1 e 2 podem ser confundi

dos pois o cromossomo numero 2 pode alcançar ou atê superar o
comprimento do cromossomo número 1 como € o caso da cêlula nú­

mero 6. Nestes casos, a posição do centrômero permite a iden­
tificação correta do cromossomo. Os demais cromossomos do ge­

. noma são mais difíceis de serem identificados em conseqUuencia
ES ­ ­ e

­ . . a.de sua menor diferenciação morfológica, como indicam os cario­

tipos apresentados nas Figuras 42 a 44 e o idiograma do genoma
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(Figura 45).

Os satélites são raramente visíveis no grau de con­

densação cromossômicamais favorável para a realização de medi
das. Porêm, quando visíveis, os satélites ocorrem em cromosso
mos de comprimento intermediário. Com um menor grau de con­

densação cromossomica os satélites se tornam mais evidentes, o

que. possibilita verificar a existencia de três cromossomos

SAT no complemento. O menor grau de condensação cromossômica

também permite observar que todos os cromossomos do complemen­

to possuem uma região de heterocromatina centromêrica marcada

(Figura 46).

ES
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”". 12 13 14 15 16 17 18



Figuras 39 a 46.

2 3 4 5

Cariótipo de Fupatorium equalíidum.
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Figuras 39, 40 e 41. Três cêlulas de pontade raiz em

6

metâáfase. Cada uma delas mostrando

30 cromossomos. X 3750.
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Figuras 42, 43 e 44. Complementos cromossomicos de três

células com cromossomos considerados

homólogos agrupados. A escala represen

ta 5u.
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Figura 45.

6

Idiograma do genoma de Eupatorium squaltidum.
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Figura 46. Cromossomos mitóticos apresentando heterocromating

centromérica. A medida indicada representa 5u.
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Tabela 5: Medidas (py) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossomicos, considerados os braços longos (L) e
curtos (C) na cêlula 1. (comprimento total do com­
plemento: 90,4)

Grupo Braço cromossomico Comprimento Proporção Comprimento
[(L) (C) total dos braços relativo %

(L+C) (L/C)

3,66 2,70
3,46 2,72
3,25 2,49

3,39 1,44
3,33 1,50
3,28 1,56

3,20 1,67
3,20 1,67
3,20 1,67

3,23 1,09
3,20 1,18
3,07 1,09

3,07 1,88
3,07 1,88

3,07 1,88

3,07 | 1,88
3,07 1,56
2,93 1,75

2,99 1,80
2,96 1,71
2,90 1,87

2,80 1,63
2,80 2,00
2,53 2,17

2,69 1,46
2,67 1,50
2,67 1,50
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Tabela 6: Medidas (py) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossoômicos, considerados os braços longos (L) e
curtos (C) na cêlula 2. (comprimento total do com­
plemento: 84,2)

Grupo Braço cromossoômico Comprimento Proporção Comprimento
o(L) (C) total dos braços relativo %

(L+C) (L/C)

3,34 2,13
3,20 2,08
3,14 2,11

3,33 1,08
3,20 1,18
3,00 1,11

3,20 1,40
3,12 1,25
3,06 1,30

3,01 1,76
2,99 1,73
2,95 1,89

2,82 1,59
2,75 1,58
2,72 1,55

2,80 2,00
2,66 1,86
2,61 1,80

2,67 1,22
2,56 1,18
2,54 1,38

2,78 1,26
2,453 1,28
2,40 1,25

1,85
2,10
1,94

1,53
1,63
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Tabela 7: Medidas (pn) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossomicos, considerados os braços longos (L) e
curtos (C) na célula 3. (comprimento total do com­
plemento: 78,8)

Grupo Braço cromossomico Comprimento Proporção Comprimento
(L) total dos braços «relativo %

(LO) (L/C)

3,06 2,29
3,U6 2,29
2,93 2,14

3,07 1,09
2,93 1,20
2,93 1,20

2,93 1,44
2,93 1,44
2,74 1,51

2,93 2,14
2,80 2,00
2,75 2,12

2,54 1,38
2,54 1,38
2,54 1,38

2,78 1,81
2.53 1,71
2,53 1.71

2,553 2,17
2,40 2,00
2,40 . 2,00

2,53 1,11
2,40 1,25
2,26 1,25

2,40 1,57
1,83
1,43

1,83
1,853
1,83
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Tabela 8: Medidas (uy) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossoômicos, considerados os braços longos (L) e
curtos (C) na célula 4. (comprimento total do com­
plemento: 77,6)

Grupo Braço cromossomico Comprimento Proporção Comprimento
o(L) (C) total dos braços relativo %

(L+C) (L/C)

3,06 2,29
2,99 1,80
2,96 2,17

3,09 1,26
2,94 1,12
2,80 1,10

2,80 1,63
2,80 1,63
2,66 1,86

2,72 1,04
2,53 1,11
2,43 1,17

2,56 1,67
2,56 1,67
2,56 1,67

2,58 1,77
2,59 1,69
2,42 1,60

2,61 1,39
2,54 1,38
2,46 1,30

2,42 1,60
2,40 1,57
2,40 1,57

2,32 1,72
2,532 1,72
2,20 1,77

2,40 1,25
2,20 1,15
2,16 1,25
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Tabela 9: Medidas (pn) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossomicos, considerados os braços longos (L) e
curtos (C) na cêlula 5. (comprimento total do com­
plemento: 74,4)

Grupo Braço cromossômico Comprimento Proporção Comprimento
o(L) (C) total dos braços «relativo 8%

(L+C) (L/C)

2,96 2,17
2,96 2,17
2,70 2,26

2,80 1,33
2,80 1,353
2,67 1,50

2,82 1,12
2,66 1,00
2,53 1,11

2,61 1,97
2,53 1,97
2,50 1,94

2,66 1,86
2,45 1,88
2,43 1,94

2,48 DO 1,82
2,45 1,63
2,45 1,63

2,45 2,07
2,45 2,07
2,45 2,07

2,34 1,32
2,35 1,38
2,35 1,51

2,19 1,28
2,16 1,31
2,08 1,23

2,13 1,67
2,00 1,50
1,95 1,56
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Tabela 10: Medidas (py) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossomicos, considerados os braços longos (L) e
curtos (C) na cêlula 6. (comprimento total do com
plemento: 72,3)

Grupo Braço cromossomico Comprimento Proporção Comprimento
o(L) (C) total dos braços “relativo %

(+) (L/0)

2,80 1,10
2,80 1,33
2,66 1,00

2,80 2,00
2,67 2,33
2,67 2,35

2,67 1,50
2,67 1,50
2,53 1,71

2,53 1,71
2,53 1,71
2,53 1,71

2,40 1,57
2,40 1,57
2,40 1,57

2,54 ­ 1,38
­2­.,40 1,57
2,26 1,43

2,40 1,25
2,40 1,25
2,27 1,13

2,27 1,83
2,27 1,83
2,27 1,83

2,13 1,29
2.13 1,29
2.13 1,29

2,00 1,29
2,00 1,14
2,00 1,14
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Tabela 11: Médias (X +
estudadas.

médias; **:

São em yu) dos braços longo (L) e curto (C) de 18 cromossomos das 6 cêlulas
Comprimento total médio do complemento: 26,54 *+
P < 0,01).

0,79 (F para igualdade das

Cromossomo L/C L+C/
. 26,54 + 0,79

2,11

1,56

1,64

1,73

1,71

1,64

1,65

1,50

1,33

1,35

0,05 0,93

0,03 1,39

0,06 1,19
0,04 0,98

0,04 0,94

0,04 0,99

0,04 0,85

0,05 0,93 t 0,03
0,04 1,07 * 0,03
0,03 1,04 t 0,02

26,89** 39,80**

2,24

1,13

1,537

1,77

1,84

1,66

1,94

1,60

1,25

1,30

0,05

0,02

0,03

0,02

0,04

0,02

0,04

0,03

0,03

0,02

113,16**

11,48

11,15

10,63

10,19

10,00

9,93

9,47

9,14

9,04

9,04

0,06

0,17

0,28

0,32

0,22

0,02

0,30

0,27

0,21

0,18

39,06**
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II1I.4 ­ Germinação e Produção de Sementes; Observações de
Campo

Os resultados dos testes de germinação de sementes

retiradas de 13 plantas revelaram porcentagens de germinação

variando de 0,0% a 42,9%. Das 910 sementes testadas, 198
(21,8%) germinaram (Tabela 12). Dentro dos objetivos deste

trabalho não foi considerado definir os fatores envolvidos na

germinação embora incompatibilidade de sementes, dormência, de

generação do endosperma, diferenças geneéticas, entre outras,
possam impedir a germinação. Porém, foi constatada a presença

de embrião nas sementes semeadas.

A produção de sementes, à partir de plantas submeti­

das a diferentes tratamentos no campo (Tabela 13) variou com o

tratamento das 24 plantas marcadas, 6 tiveram suas flores emas

culadas no estãágio de botão e em seguida ensacadas; das 530

flores examinadas, nenhuma produziu sementes. Das 670 flores

não emasculadas e não ensacadas, de 9 plantas, 187 (27,9%) pro
duziram sementes. Das 1471 flores controle (não emasculadas e

não ensacadas),de 9 plantas, 825 (56,1%) produziram sementes.

Observações de plantas em populações naturais não re

velaram nenhuma atividade por parte de polinizadores. Muito

raramente, um polinizador em potencial pousava num capítulo,

porém, logo a seguir, abandonava a planta.

Segundo COLEMAN, 1986 (comunicação pessoal) na  re­

gião de São Josê do Rio Preto,.F. squalídum foi observada ocor
rendo em populações mixtas ou em grande proximidade com as se­

guintes espêcies:

1 ­ E. polystachktum

2 = EF. tnaefolium
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callilepsis 2n 3x 30

bupleurifoltum 2n = 3x = 30
ivaefolium 2n 4x 40

odoratum 2n 6x 60

laevtgatum 2n 6x 60

E. purpurascens 2n 6x 60

a excessao de E. bupleurifolium todas estas es­

pêcies tem a Epoca de floração pelo menos parcialmente coinci­

dente com aquela de F. squalíidum.
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Tabela 12: Germinabilidade em Eupatorium squalidum.
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Tabela 13: Produção de sementes por flores ensacadas e não ensacadas de EFupatortum squaltidum.

CNAFlores ensacadascc. c000.00 00... Flores não ensacadas

Não emasculadas Emasculadas

Nº de % de Nº de % de Nº de Nº de % de

aquênios aquenios aquenios  aquenios aquenios aquenios  aqueênios aquênios aquênios
com sem com com sem com com sem com

embrião embrião .. enhrião.. embrião . embrião embrião . . embrião embrião embrião

45 30 60,0 124 56 68,9
43 25 63,2 87 60 59,2
32 51 38,6 121 42 14,2

8 76 9,5 125 105 54,3
17 83 17,0 115 169 40,5
19 26 42,2 99 68 59,3

9 22 29,0 69 69 50,0
10 8,8 59 59 50,0

4 66 5,7 26 18 59,1

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Totais 187 483 27,9 o 530 825 56,1

Total geral 2671 aqueênios
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IV­ DISCUSSÃO

IV.1­ Estudos Embriologicos

A ocorrência regular de embriões em óvulos de flores

ainda em tase de prê­antese (Tabela 1) e portanto impossibilita

dos de terem sido polinizados, é um forte indicio de apomixia

na espécie Fupatortium squalidum. Como jã mencionado, hã três
possibilidades quanto ao tipo de apomixia: a embrionia adventi­
cia, a aposporia e a diplosporia.

O fato de não ter sido observado em nenhum Ovulo exa

minado, a formação de saco embrionárioà partir de célula so­
mática do tipo apospórico ou de início de embrioes formados

diretamente à partir de cêlulas somáticas do tipo embrionia

adventícia, eliminou­se a possibilidade de ser a apomixia em

E. squaliíidum um daqueles tipos. Também, nenhum óvulo mostrou
a presença de têtrades de megâásporos o que sugere a perda ou

modificação da meiose na megasporogênese. A constatação de que
o saco embrionário maduro resulta de três divisões sucessivas

do núcleo do megasporócito, que funciona como megâásporo (Figu­

ras 1 a 7), concluiu­se que o tipo de apomíxia em questão e a
diplosporia. Segundo NOGLER (1984) são observados três tipos
de diplosporia que são: Taraxacum, Ixrerise Antennaria. Os dois
primeiros tipos são caracterizados pela: formação de núcleos de
restituição na primeira divisão meiótica e dois núcleos não re
duzidos na segunda divisão. No tipo Txeris os dois núcleos não
reduzidos entram diretamente na formação do saco embrionâário,en

quanto que no tipo Taraxacum forma­se uma parede entre os dois
núcleos não reduzidos, um deles degenerando e o outro dando

origem ao saco embrionário. No tipo Antennaria a divisão meioó­
tica é substituída por divisão mitotica do núcleo do megasporo
cito. GUSTAFSSON (1947) sugeriu que os tipos de diplosporia po
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deriam ser condicionados por fatores ambientais, posteriormen­

te confirmada por SPARVOLI (1960) trabalhando com  Eupatortium

riparium. O autor observou que clones de uma Unica planta exi­

biram diplosporia do tipo Antennarta ou do tipo Taraxacum OU

ate meiose completa dependendo do ambiente de cultivo.

O tipo de diplosporia provável em F. squalidum E O

Antennaria. Esta conclusão foi baseada no fato de não ter sido

observado nenhum megasporoócito com núcleo em forma de haltere,

característico de núcleo de restituição (Figura 28).  Tambêm,
não foi observada separação por uma parede celular dos dois

núcleos iniciais, característico do tipo Taraxacum. Diplospo­

ria do tipo Antennaria foi registrada previamente em FE. glandu

losum (HOLMGREN, 1919) e E­callilepsis (COLEMAN E COLEMAN, 1984).
Quanto à formação do endosperma em Eupatorium squali

dum, a sua presença em óvulos examinados em fase de prê­ântese

demonstra ser do tipo antôónomo, ou seja, independente de fecun

dação. O desenvolvimento antônoma do endosperma ocorre na maio
. ” e... e... .

'

ria das especies apomiticas da familia Compositae enquanto que

em outras familias é uma condição esporádica (NOGLER, 1984). A

iniciação autonoma do endosperma pode ser a partir de núcleos
polares livres ou a partir do núcleo central. STEBBINS & JENKINS

(1939) observaram endosperma 2n e 4n em Crepts originados res­

pectivamente de nucleos polares livres ou fundidos. As observa
ções embriológicas de Eupatorium squalidum demonstraram que oOS

dois núcleos polares se unem e que o endosperma se inicia à

partir do núcleo central resultante (Tabela 1 e Figura 9). Co­

mo os núcleos polares são diploides com 2n=30, o endosperma

originado da união daquêles núcleos serã necessariamente tetra
ploide com 4n=60.

GUSTAFSSON (1946) reconheceu três estágios que condu
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zem à plena assexualidade do endosperma nas espécies com desen

volvimento autônomo. No estágio em que Ele considerou  primã­

rio, os núcleos polares se fundem antes da iniciação do endos­

perma. Este estágio é apresentado por Eupatorium squalidum,além

de ocorrer também em Fupatorium bupleurifolium (COLEMAN & COLE

MAN, 1984), Alchemilla sp. (MURBECK, 1902), Eurigeron ramosus
(HOLMGREN, 1919), Chondrilla sp. .(PODDUBNAJA­ARNOLDI, 1933),Ta

raxacum Sp. e Elastotema (FAGERLIND, 1944), entre outros.

No próximo estágio, os núcleos polares as vêzes se

fundem e as vêzes não, assim podendo produzir endosperma 2n ou

4n. Esta condição €& conhecida em Eupatorium glandulosum (HOLM­

GREN, 1919) Ixeris dentata (OKABE, 1932) e Crepis (STEBBINS &

JENKINS, 1939).

Plena assexualidade ocorre quando os núcleos polares

não se fundem antes da formaçãodo endosperma, condição encon­
trada em Eupatortum callilepsits (COLEMAN & COLEMAN, 1984). Por
tanto os tres graus de assexualidade ocorre no genero ZEFupato­

rium.

Nas espécies sexuadas e em muitas espécies apomíti­
cas pseudogamicas ou autônomas, o desenvolvimento do endosper­

“ma precede o início de formação do embrião. Porêm, . outras

­ espécies apomíticas avtonomas ou pseudogâmicas podem apresen­

tar situação inversa, ou seja, a formação do embrião precede

a formação do endosperma como é o caso de Eupatortum squali­

dum e Eupatorium glandulosum (HOLMGREN, 1919). No caso de em­

brionia precoce isto &, a formação de embrião ainda em fase de botão,
das espécies pseudogamicas, a formação do endosperma ê necessa
riamente retardada até ântese, para fecundação dos núcleos po­

lares. Porêm, nas espécies autônomas a formação de ambos, em­

brião e endosperma, pode ser iniciada na fase de botão, como
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ocorre em E. squalidum, E. bupleurifoliume E. callilepsis(CO

LEMAN & COLEMAN, 1984), Hieracium (SKALINSKA, 1973), Taraxacum

(MALECKA, 1971).

A embrionia precoce, com o desenvolvimento do embrião

ainda em fase de botão, elimina a possibilidade da sua forma­

ção através de fecundação. No caso de Eupatorium squalidum ape

nas 20% dos óvulos em fase de prê­floração apresentavam ainda

oosferas (Tabela 1). Considerando que uma grande parte dos

Ovulos examinados em fase de preé­floração foram coletados vã­

rias horas antes da ântese, a porcentagem de ovulos apresentan

do oosferas no momento exato da ântese teria sido consideravel

mente menor. As observações realizadas durante a fase de ante
se mostraram a presença de oosferas em apenas 2% dos ovulos
(Tabela 1). Estes resultados demonstram que na especie EF. squa
lidum a embrionia precoce representa uma barreira quase abso­

luta à reprodução sexuada. Esta conclusão é apoiada pelo fato

de que nenhum dos 1377 ovulos examinados nas fases de pre­ân­

tese, antese e poós­ântese acusaram a presença de tubo polini­

co embora 1114 (80,9%) apresentassem embrião... Por

tanto a prevalência da embrionia precoce e a ausência de tu­

bos polínicos indicam ser a reprodução do material examinado

de F. squaliídum, exclusivamente apomítico. Evidentemente, ní­

veis de reprodução sexuada extremamente baixos poderiam ter

passado despercebidos. Também existe a possibilidade da espê­

cie apresentar maiores graus de sexualidade em outras popula­

ções. Evidências de sexualidade tem sido encontradas em espê­

cies préviamente consideradas apomíticas obrigatórias, como
por exemplo, Famunculus auricomus E R. cassubicus (MARKLUND &

ROUSI, 1961, ISMAILOW, 1970, 1976), Taraxacum sect. Palustria

(FURNKRANZ, 1961, MALECKA, 1973) e Hieracium aurantiacum (SKA
LINSKA, 1973, 1976). Porém, mesmo levando em consideração es­
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ses casos e respeitando a tendência atual de questionar teori

camente a existência da apomixia obrigatoria, conciuiu­se no

caso de EF. squalidum após estudos embriológicos realizados,

ser o sistema genético da espécie altamente fechado.

IV.2­ Estudo da Microsporogenese

Previamente, outras três espéciesdo genero foram es
tudadas quanto a microsporogenese' E. bupleurifolium, E. cal­

lilepsits (COLEMAN & COLEMAN, 1984) e E. glandulosum (HOLM­

GREEN, 1919). Nesta última espécie, um triplóide (2n=3x=51),

diplospoórico autónoma, HOLMGREEN demonstrou que o comportamen

to da meiose é influênciado pela posição da flor no capítulo.

Nas flores centrais os cromossomos não pareiam e são altamen­

te contraíidos. Na metãáfase I, os cromossomos podem se alinhar

na placa com a separação das cromátides ocorrendo na anãfase.

Em outras ocasiões, os cromossomos ocorrem espalhados sobre o

fuso e são distribuidos ao acaso inteiros para os polos. Ou­

tras cêlulas demonstraram situações intermediárias. Nas flo­

res periféricas do capítulo, as paredes celulares dos micros­
poroócitos podem desintegrar­se liberando os cromossômos numa

matriz citoplasmatica, enquanto outras formam até vários biva
lentes.

Eupatorium bupleuriífolium E uma . espécie triploide
(2n=3x=30) apospórica autonoma COLEMAN & COLEMAN (1984) de­

monstraram que trivalentes predominam durantea proófase de to­

das as cêlulas, podendo também ocorrer bi e univalentes.As fa

ses subsequentes da meiose revelaram as anormalidades espera­

das em consegiliência do pareamento observado, isto &€, cromosso
mos retardatários, distribuição desigual dos cromossomos aos

polos durante anáfase e a formação de micronuúcleos.
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Eupatorium callilepis E triploide (2n=s3x=30) diplos­

porica autonoma.A profase da meiose da microsporogênese dessa
espécie mostra uma grande predominância de univalentes em to­

das as cêlulas, podendo também ocorrer bivalentes ocasionais de

cromossomos fracamente associados. Os cromossomos são todos

altamente contraíidos, assumindo forma esferica mesmo quando

pareados. Cromossomos retardataários, núcleos não balanceados

e a formação de micronúcleos são frequentes. Núcleos de resti

tuição são comuns e aproximadamente 50% das meioses não São

redutivas, resultando na formação de díiades de nucleos diploi
des (COLEMAN & COLEMAN, 1984).

Com base na associação regular de quase todos os cro

mossomos do complemento em trivalentes, COLEMAN & COLEMAN

(1984) conluiram ser E. bupleurifolium um autotriploide.O não

impedimento do pareamento nessa espécie coincide com o compor

tamento característico das espécies aposporicas  (GUSTAFSSON,

1947; STEBBINS, 1950). GUSTAFSSON (1947) baseando­se nas pes­

quisas de HOLMGREEN (1919), sugeriu alopoliploidia para FE,

glandulosum.

Levando em consideração que as espécies diplospori­
cas autônomas tendem a suprimiro pareamento mesmo entre cromos
somos comprovadamente homólogos, CHRISTOFF (1940)e (COLEMAN &
COLEMAN (1984) deixaram de designar o tipo de poliploidia em

E. callelipis, indicando porém, a necessidade de estudos de

cariótipo para melhor definir a situação. Fupatorium squalíi­

dum apesar de ser também diplospoórica autónoma, apresenta O

pareamento menos suprimido do que E. glandulosum e E. callelt

pts, podendo em determinadas celulas ocorrerem associados todos
os trinta cromossomos em 10 trivalentes (Tabela 2 e Figura 20).

Embora não dispensando a necessidade de estudos do cariótipo,
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esta observação permite a designação de F£F. squalidum como au­
totriploide.

A produção de gametas não reduzidos ocorre  mnormal­

mente atê em espécies sexuadas e existem evidências de que es

se processo estã sob controle genêtico. No milho, por exemplo,
o gene "elongate', localizado no cromossomo três, aumenta a
frequência de oosferas não reduzidas (RHOADES, 1956). Também
no milho, ALEXANDER & BECKETT (1963) determinaram que a fre

quência de oosferas não reduzidas varia significativamente en­

tre diferentes linhagens. A frequência entre duas linhagens

testadas variou de O a 3,5%. A produção de gametas não reduzi

dos pode ocorrer tanto para a produçaode microósporos como pa­
ra de megásporos. Porém a fecundações Zntn são mais frequentes

que as n+2n, pois de uma maneira geral, o pólen diploide não

compete bem com o polen haplóide (HARLAN & WET, 1975). Diante
dessas considerações, acredita­se que  BEupatorium squalidum

apomítico e triplóide, provavelmente originou­se de popula­

ções diploides sexuadas (2Zn=2x=20) através da fecundação de
um gameta feminino não reduzido (2n­20) por uma gameta mascu­

lino reduzido (n=10). É desconhecido se populações sexuadas
continuam a existir ou se foram substituídas inteiramente por

populações apomiticas. Considerando­se a extensa distribuição
geográfica da espécie,que vai desde Santa Catarina atêo Amazo­
nas e Parã (LORENZI, 1982), poder­se­ia supor da . exis

tência de populações sexuadas. Porém, se a não redução esti­
ver sob controle de um gene de ampla ocorrência e alta pene­

trância, seria concebível a eliminação total das populações se

xuadas.

A grande produção de grãos de polen vazios e deforma
dos evidencia a alta esterilidade de F. squalidum. Redução da
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fertilidade & comum em autotriploides devido à formação e a se
gregação irregular de trivalentes. Porém, ainda mais critica

do que a formação de trivalentes é a formação de cromossomos

retardatários e outros distribuídos nas fases mais avançadas

de meiose (SPARROW et alii 1942; MYERS & HILL, 1942; MYERS,

1943), e que são frequentemente encontrados em EF. squalidum.De

vidoa pequena probabilidade de formação de núcleos geneticamen­.
te balanceados, seria remota a possibilidade de formação de

grãos de pólen viáveis por meiose redutiva na espécie estudada.

Meiose não redutiva resulta na formação de graos de polen tri­

plóide e presumivelmente inviáveis. Pporêm, a possível — viabilidade
desses grãos seria prejudicada pela exclusão de alguns dos

cromossomos do núcleo de restituição, ocorrência esta evidente­

mente frequente baseado na presença de micrósporos supernumerã
rios nas diades (Figuras 34 e 35). Com basenessa considera­

ções, conclui­se ser pouco provável a formação de grãos de poó­

len víiaveis em E. squalidum.

A formação de núcleos de restituição é fortemente re­

lacionada com a presença de univalentes, tanto em espécies

apomíticas (GUSTAFSSON, 1947) como em espécies sexuadas (WAG­
NAAR, 1968 a; ISLAM & SHEPHERD, 1980) e evidentemente envolve

a má função do fuso, uma vez que os cromossomos não são trans­

portados normalmente aos polos. WAGENAAR (1961 a, b) . demons­

trou, utilizando híbridos de Triticum, que a Anáfase I Ssomen­

te se inicia após um determinado número de cromossomos terem

se acumulado na placa metafâsica. Também, BAJER & MALE­BAJER ­

(1972) demonstraram que os centrômeros podem servir como pon­

tos de ligação dos microtúbulos por tempo limitado. Assim, a

anãfase pode falhar se o tempo necessário para o acúmulo do nã
mero minimo de cromossomos na placa for além do período funcio
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nal dos centroômeros (ISLAM & SHEPHERD, 1980). Supõe­se que me
canismo similar atua na formação de nucleos de restituição na
microsporogenese de E. squalíidum.

A existência de núcleos de restituição na meiose da

microsporogênese de EF. squalidum não implica na sua presença
também na megasporogênese. A micro e a megasporogênese são

eventos independentes. Em geral, as espécies diplospóricas au
tônomas exibem divisões mais regulares na megasporogênese do
que as da microsporogênese, sejam elas de caráter mitótico ou

de formação de núcleos de restituição. As divisões de caráter

mitótico são notáveis pela total eliminação do pareamento e

aquelas com núcleos de restituição pela regular e total inclu
são de todos os cromossomos nos núcleos diplõides, evitando
assim as deficiências (GUSTAFSSON, 1947).

Com base na falta de núcleos de restituição observa­

dos através do seu formato típico, isto E, de halteres,  con­
clui­se pela divisão mitótica na megasporogênese de F. equali
dum. Neste caso, haveria total supressão do pareamento, caso

jã observado em F. glandulosum (HOLMGREN, 1919).

IV.3­ Estudo do Cariótipo

A caracterização de especies apomíticas como auto ou

alopoliplóides E quase sempre realizada com base no pareamen­
to cromossomico. durante a meiose da microsporogênese. No ca­
so das espécies pseudogâmicas apospóricas e diplospóricas,es­
te procedimento provavelmente não envolve riscos maiores do que os

que seriam encontrados na análise de espécies sexuadas pela
mesma prática. Porêm, a situação muda no caso das espécies di
plospoóricas autônomas, pois estas tendem a suprimir o parea­
mento cromossomico de homólogos. Nestes casos, estudos do ca­
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rioótipo são geralmente necessário. No entanto, tais estudos em

plantas comprovadamente apomíticas sao infrequentes.
Baseados em estudos do cariótipo, SORENSEN & GUDJONSSON

(1946) concluiram serem as espécies Taraxacum lacintositrons e T..
polydon,autotriploides, ambas com 2n=3x=24 e BERGMAN (1952) de

monstrou ser Chondrilla juncea também um ­ autotriploide com
2n=3x=15. Sem dúvida, uma das principais razões para a baixa

frequência de estudos do cariótipo é o número cromossômico al­

to da maioria das plantas apomíticas (GRANT, 1975).

Os estudos do cariótipo de Eupatortum squalíidum indi­

cam a presença,no complemento, de três genomas morfologicamen­

te semelhantes, assim caracterizando a espécie como autotriplói

de (Tabelas 1 a 11, Figuras 42, 43, 44). A semelhança entre os

três genomas é reforçada pela distribuição idêntica de hetecro
matina centromérica e pela semelhança dos cromossomos SAT, (Fi
gura 46), nunca mais do que três por celula. A presença desses

três cromossomos coincide com a presença de 1 a 3 nuclêolos

por cêlula, observados durante o estudo da microsporogênese, que
são invariavelmente associados com o total de 3 cromossomos

SAT. Estas observações, mais a das associações dos 30 cromosso
mos do complemento em atê 10 trivalentes durante a meiose, con
firmam a determinação de ser F. squalídum um autotriploide. Os

estudos do cariotipo também concordam com os de meiose em não

evidenciarem heteromorfismos estruturais.

O cariótipo de F. squaltídum pode ser classificado co­

mo sendo homogêneo e simétrico (STEBBINS, 1971, GRANT, 1975 )s
ou seja,a variação de tamanho entre os cromossomos é gradativa
e com centroômero mediano ou sub mediano. Estas são caracterís­

ticas geralmente consideradas como típicas de cariótipos primi
tivos dentro de um grupo taxonôómico (STEBBINS, 1971). Esta hi­
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poôtese porém, não pode ser testada no nosso estudo uma vez que

não existem publicados estudos de cariotipos de outras especies
do gênero.

Em certos gêneros apomíticos como em Taraxacum e Hie­
racium, os níveis de poliploidia não passamde triplóide ou te
traploide, enquanto em outros gêneros tais como: Creptis, Poten

tilla, Poa e Alchemilla, podem alcançarou passar de decaploi
de (GUSTAFSSON, 1947; NYGREN, 1954; ASKER, 1977, 1985). Todas

as espécies de Fupatorium até agora estudadas em detalhe são

triploides, três delas, incluindo EF. squalídum sendo 2n=3x=30

e uma 2n=3x=51. Investigações preliminares de outras espécies
de Fupatorium encontradas na região de São Josê do Rio Preto
jã deram indíciosde apomixia, sendo uma espécie triploide,
2n=3x=30 e três hexaploides, 2n=6x=60. Duas espécies, uma di­

ploide, 2n=2x=20 e outra tetraplõide,2n=4x=40,parecem ser se­
xuadas. O quadro parcial que se apresenta atê o momento, E de

apomixia nas especies poliplóides Ímpares e de sexualidade nas

especies diplóides e poliploides pares.

A determinação de 2n=30 em seis plantas adultas e 115

plântulas de E. squaltidum indica ser este o número caracterís­
tico da espécie, pelo menos nas populações estudadas. A única
plântula determinada como sendo hexaploide 2n=6x=60, originou­

­se provavelmente da duplicação do numero cromossomico

em tecidos somaáticos que deram origem ao megasporocito. Não se

sabe se plantas hexaploides conseguem se estabelecer em popula

ções naturais de EF. squalidum.

IV.4 ­ Germinação e Produção de Sementes; Observações de Campo.

A produção de aquenios em 56,1% das flores examinadas,

com a germinabilidade de 21,8%, demonstra a capacidade de FE.
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squalidum se reproduzir à partir de sementes. A produçãode aquê
nios por flores ensacadas e consequentemente impedidas de se­

rem polinizadas, sustenta a conclusão dessa espécie ser apomíti

ca, com desenvolvimento autonomo do endosperma. A produção redu­
zida de aquênios por parte das flores ensacadas intactas e a au

seência de produção de aquênios por parte das flores ensacadas

emasculadas são explicáveis com base na alteração do ambiente das

flores em consequência do ensacamento e pelo prejuizo físico

sofrido pelas flores emasculadas.

Até o presente não foi detectada nenhuma evidência de

hibridização entre as especies de Eupatorium da região de São

Josê do Rio Preto, embora condições de proximidade e Epoca de

floração pudessem permitir. A falta de hibridização poderia ser , por
um lado, devido a uma baixa afinidade genética entre as espeé­

cies, formando uma barreira e, por outro, em consequência des­

sas espécies serem apomíticas e com baixa fertilidade do polen.

As espécies neste caso formariam sistemas genéticos fechados.

Evidentemente, as duas possibilidades não são mutuamente exclu­

sivas. Não hã porêm nenhuma evidência do envolvimento de FF.

squalidum na formação de um complexo apomítico.
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V ­ RESUMO E CONCLUSÕES

Este estudo teve por objetivo investigar o modo de re

produção da espêcie Eupatorium squalidum DC (COMPOSITAE) e foi

constituido das seguintes abordagens:

I Desenvolvimento do gametofito feminino.

II Estudo da Microsporogênese.

Estudo do Cariótipo.

Estudo da produção e germinabilidade das semen­

tes.

V Observações de Campo.

Os estudos da megasporogênese e megagametofitogênese

foram realizados utilizando­se o método de clarificação de ovu­

los. O material de estudo foi coletado de cinco plantas de po­

pulações naturais da região de São José do Rio Preto e fixado
em F.A.A. e C.R.A.F.

Com base na falta de observação de núcleos mostrando

o formato de halteres, típico de núcleos de restituição, ou de
produtos degenerados de meiose, concluiu­se pela divisão mitó­
tica na megasporogênese. A indicação É a da divisão do nucleo
do megasporôócito ser não redutiva através de mitose ou de forma

ção de núcleos de restituição. o megasporócito funciona direta
mente como megâsporo e seu núcleo sofrendo três divisões suces­
sivas vai dar origem a um saco embrionãrio com 8 núcleos, do ti

po Polygonum. Constatou­se que as antipodas formam três cêlu­
las e param seu desenvolvimento e as sinêrgides logo se degene­

ram. O início de formação do embrião a partir da oosfera prece
de a do endosperma e os dois núcleos polares invariavelmente se
fundem, formando o núcleo central que origina o endosperma.

A anãlise do conteúdo de 587 Ívulos na fase de prê­ãn
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tese (botão fechado) revelou que 69,2% já continham embriões.A
constatação de embrionia precoce representauma evidência bas­
tante forte de apomixia em F. aqualidum. Dois fatores indicam

ser a diplosporia o tipo de apomixia envolvido; 1º) a divisão
não redutiva do núcleo do megasporócito e 2º) a não observação

de células apospóricas. Do total de 1377 Ovulos examinados nas

fases de prê­ântese, ântese e pós­antese, nenhum revelou a pre

sença de tubo polínico embora 52,4% (722) continham embrião e
28,5% (392) continham embrião e endosperma. Esta análise refor

ça a determinação de apomixia em E. squalidum e demonstra O de
senvolvimento autónomo do endosperma.

Botões florais de seis plantas foram fixados em etanol abso­

luto e acido acético (3:1) e a microsporogênese estudada pela

têcnica de esmagamento, usando carmin acêtico como corante. A

análise do pareamento cromossomico durante diacinese revelou

grande variabilidade entre microspococitos de plantas indivi­

duais, bem como entre plantas diferentes. Em certas ceêlulas,to
dos os 30 cromossomos ocorreram como univalentes, e em outras,

todas associadas em dez trivalentes e ainda em outras, em núme

ros variáveis de univalentes, bivalentes e trivalentes. À con­

figuração mêdia de 398 cêlulas analisadas foi de 15,1 univalen

tes, 4,1 bivalentes e 2,2 trivalentes. Nas diferentes plantas
estudadas, o­ número médio de univalentes por cêlula variou de
5,0 a 27,9, o de bivalentes de 0,9 a 6,6 e de trivalentes de
0,1 a 5,4.

Nas fases de meiose subsequentes E diacinese foram
observadas varias anormalidades. Na metáfase, cromossomos não
alinhados na placa, especialmente univalentes, foram . frequen
tes. Durante a anáfase I foram observadas a disjunção precoce
das cromátides, cromossomos retardatários, e a distribuição de

sigual dos cromossomos aos polos. A segunda divisão também mos
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trou a presença de cromossóômos retardatários, bem como a forma

ção de núcleos de diferentes tamanhos, indicando duplicações e

deficiências de cromossomos.

A formação de núcleos de restituição foi observada,

principalmente na primeira divisão, mas também na segunda. A

frequência de meiose não redutiva variou nas plantas estudadas

de 17,6 a 96,9%. Os grãos de pólen formados como produtos de

meiose redutiva seriam caracterizados por um alto grau de este

rilidade devido ao não balanceamento genêtico. Existe uma pos­

sibilidade de fertilidade dos grãos de pólen triploides produ­

zidos por meiose não redutiva, porém, esta possível fertilida­

de seria diminuida pela não inclusão de uma parte dos cromosso

mos no núcleo de restituição, fenômeno este observado com fre

quência.

Os estudos de cariótipo foram baseados na análise de

seis cêlulas de pontas de raizes fixadas em etanol absoluto e

acido acético (3:1), prê­tratadas com oxiquinoleina (0,002M) e
coradas com carmin acêtico. O tamanho médio dos cromossomos foi

de aproximadamente 2 a 46 com cromossomo submetacêntricos.
Medidas do braço longo (L), do braço curto (C), do

comprimento total (L+C) e da proporção dos braços (L/C) permi­

tiram reconhecer três genômas idênticos no complemento, o que

indica ser E. squalidum um autotriplóide 2n=3x=30. Autotriploi

dia também ê indicada pela presença de três cromossomos . .SAT

morfologicamente semelhantes no complemento e pela distribui.

“ção idêntica de heterocromatina centromêérica nos três genomas.

A observação de atê dez trivalentes em prófase de meiose da mi

crosporogênese também colabora com a designação de ZE. squali­

dum como autotriploide.

A capacidade de populações da espécie se manteram à

EV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”". 12 13 14 15 16 17 18



partir de sementes é indicada pela formação de aqueênios em

56,1% (825) de 1471 flores marcadas e pela germinação de 21,1%

(198) de 910 sementes postas para germinar em placas de Petri.

A formação de sementes, mesmo por flores ensacadas, constitue

outra evidência em favor da existência de apomixia com desen­

volvimento autonomo do endosperma em F. squaltidum, bem como

a observação da ausência total de polinizadores trabalhando

nas flores.

Embora a espécie estudada forme populações mixtas ou

em grande proximidade com outras oito espécies do gênero na

Região de São Josê do Rio Preto, com épocas de floração coin­

cidentes com sete delas, não foi detectada nenhuma evidência

que indique hibridização interespecífica, ou a existência de

um possível complexo apomítico. Fatores que poderiam servir

para impedir hibridização interespecíficasão a embrionia pre
coce e a reduzida fertilidade masculina em EF. squalidum, con

dições semelhantes possíveis entre outras espécies e diferen­
­” — ­ o EX . e O . ­. ­ .

ciação genetica incluindo niveis de ploidia entre as especies.
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VI ­ SUMMARY

This study had as its objective the investigation of

the reproduction of Fupatorium squalidum (Compositae) and is

composed of the following approaches:

Field observations

Studies of megasporogenesis
and megagametophytogenesis

Studies of microsporogenesis

Studies of seed production and germination'

Karyotypic studies

The studies of megasporogenesis and megagametophyto­

genesis were realized using the method of ovule clarification.

The material studied was collected from five plants of natural

populations occurring in the vicinity of São Jose do Rin Preto,

S.P., Brazil. F.A.A. and C.R.A.F. were used às fixatives

Observations failed to reveal the formation of

megaspores or degenerated products of meiosis, which indicates
the division of the megasporocyte nucleus to be non­reductive,

either by being mitotic or by the formation of restitution

nuclei. The megasporocyte functions directly as a megaspore,
its nucleus undergoing three successive divisions to form an

8­nucleate embryo sac of. the Polygonum type, It was observed
that the antipodals cease development after forming three cells

and the sinergids soon degenerate. The initiation of embryo
development precedes endosperm initiation. The two polar nuclei
invariably fuse to form a central nucleus which initiates the
endosperm.

An analysis of the contents of 587 ovules in the stage
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of pre­anthesis (bud closed) revealed that 69,16% already

demonstrated embryo formation. The demonstration of precocious

embryony is strong evidence for the existence of apomixis in

E. squaltdum. Two factors. indicate diplospory to be the type

of apomixis involved: the non reductive division of the mega­

sporocyte nucleos and the failure to observe aposporic cells.

Of a total of 1377 ovules examined in the stages of pre­an­

thesis and post­antesis, none revealed the presence of a pollen

tube, although 52,43% (722) contained an embryo and 28,47%

(392) contained an embryo and endosperm. This anlysis substan­

tiates the determination of apomixis in FF. squalidum and de­
monstrate the development of the endosperm to be autonomous.

Buds from six plants were fixed in ethanol: acetic

acid (3:1), and microsporogenesis studied by the smear technique

using acetocarmine as the stain. The analysis of . chromosome

pairing during diakinesis revealed great variability between

microsporocytes.of individual plants, as well as between diffe­
rent plants. In some cells all 30 chromosomes accurred as uni­

valents, in other cells all occurred as 10 trivalents and in

still other cells varying numbers of univalents, bivalents and

trivalents were observed. In the 398 cells analyzed, the mean

pairing configuration was 15,08 univalents, 4,11 bivalents and
2,24 trivalents. In the different plants studied, the mean

number of univalents per cell varied from 5,01 to 27,85, biva­

lents from 0,91 to 6,61 and trivalents from 0,12 to 5,41.

The meiotic phases subsequent to diakinesis revealed

several abnormalities. As methafase I unaligned chromosomes,es
pecially univalents, were frequent. Abnormalities observed at

anaphase I include precocious chromatid disjunction,
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lagging chromosomes and unequal distribution of chromosomes to

the poles. Second division also revealed the presence of

lagging chromosomes, as well as different sized nuclei,

indicating duplications and dificiencies of chromosomes.
The formation of restitution nuclei was also abserved,

principally at the first division, but also at the second. The
frequency of non­reductive meiosis in the plants studied

varied from 17,6% to 96,9%. Polen grains formed by reductive

meiosis undoubtedly are characterized by a high degree of

sterility due to genetic unbalance. There exists the possibility

of fertility on the part of the triploid pollen grains which

result from non­reductive meiosis; however, the possibility of

fertility would be reduced by the non­inclusion of some

chromosomes in the restitution nucleus, a frequentiy observed

phenomenon.

The karyotypic studies were based on the analysis of

six root tip cells. Preparations were made by the smear

technique, using ethanol: acetic acid (3:1) as fiíxative,

8 ­ hydroxyquinoline (0,002M) as pretreatmente and acetocarmine
as stain. All the 30 chromosomes of the complement are small,
measuring approximately from 2to 4u and have submetacentric

centromeres. Measurements of total, short arm and long arm

lengths and arm ratio, permit the recognition of three identical

genomes in the complement, which indicates F. squalidum to be an

autotriploid 2n=3x=30. Autotriploidy is also indicated by the
presence of three morphologically similar SAT chromosomes in

the complement and by identical distribution of centromeric

heterochromatin in the three genomes. The observation of up to

ten trivalents in cells of meiotic profase of microsporogenêsis
also collaborates the designation of E. squalidum as being an
autotriploid.
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The capacity of populationsof E. squalídum to mantain
themselves through seed is indicated by the formation of seeds
in 56,1% (825) of 1471 marked flowers and by the germination

of 21,8% (198) of 910 seeds sown in petri dishes. The formation

of seeds by sacked flowers constitutes still another evidence

in support of apomixis with autonomous development of endosperm

in E. squaliídum, as does also the observation that virtually

no pollinators work the flowers.

Although EF. squalidum forms mixed populations or occurs

in great proximity with eight other species of the genus in the

region of São Jose do Rio Preto, and has at least partially

overlapping flowering periods with seven of these, no evidence

was observed which would suggest interspecific bybridization

or the existence of a possible apomictic complex. Factors

which could serve to impede interspecific hybridization are

the precocious embryony and reduced pollen fertility of E. squa

lidum, similar conditions in some of the other species and

genetic differentiation, including ploidy level, between E. sequa

lidum and the other species.
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APENDICE

PREPARO DOS REAGENTES E DAS DROGAS USADAS NAS TECNICAS DESCRITAS

CARNOY

3 partes de âlcool etílico absoluto
1 parte de ácido acético glacial
Uso: na fixação de anteras para o estudo de microsporogênese e

pontas de raízes para estudo do cariótipo.

CRAF

Sol. A. Ácido crômico

Ácido acético glacial
Agua destilada

Sol. B. Formalina

Água destilada

F.A.A.

500 ml alcool etílico (95%)
50 ml ácido acético

115 ml formaldeído (35%)
335 ml água destilada
Uso: F.A.A. e CRAF usados na fixação de óvulos para o estudo

da megasporogênese.

HERR (solução 4 1/2 por peso)
Fenol 1 |

Cloral hidratado 1

Óleo de cravo 1

Ácido lático 1

Xilol

Uso: clarificação de ôvulos inteiros

MEIO DE HOYER
50 m1 água destilada
30 g goma aribica
200 g cloral hidratado
16 ml glicerina

Uso: para montagem de Ôvyulos clarificados e para fazer prepara­:.
ções permanentes de cromossomos meióticos e mitóticos.
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