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Eupatorium squalidum DC.

Nome vulgar: cambara-roxo
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I - INTRODUCAO
I.1 - Sobre o genero Eupatorium: consideragoes gerais

O genero Eupatorium, da tribo Eupétoriae, familia
Compositae, € composto de especies predominantemente perenes,
concentradas nas regioes tropicais das Américas. Compreende
cerca de 500 espécies, das quais BAKER (1884) tratou de 151 na
kKlora Brasiliensis. Apesar de ser um elemento da flora brasi-
ieira, o género € pouco pesquisado no Brasil, a nao ser sob o

pento de vista taxonomico.

GRANT (1953) realizou trabalho citotaxonomico sobre

o genero Eupatorium com o objetivo de facilitar a determinacao
inter e intraespecifica, bem como de obter dados basicos para
estudos de hibridizagao. O autor cita a distribuigzo do gene-
ro para regioes tropicais e subtropicais com centros de distri
buigao localizados nas regides mais quentes da América do Sul
e do Norte e menciona 50 a 70 espécies para regides ao  norte
do México, 4 nativas da Europa e Asia e 9 espécies nativas da
China. Uma unica especie € citada como endemica para a Africa
do Sul.

A partir do trabalho de DE CANDOLLE (1836) o genero
foi dividido em tres seccgoes e mais tarde ampliado por BENTHAM
& HOOKER (1876) para incluir cerca de 12 géneros previamente
descritos. ROBINSON § KING (1980) modificaram o conceito do
género, reconhecendo novamente varios daqueles que BENTHAM §
HOOKER subordinaram ao genero Eupatorium e descreveram outros
novos para os quais transferiram muitas das espécies de
Eupatorium. Como resultado destas modificagOes, o genero

Eupatorium, como reconhecido por ROBINSON § KING, compreende
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cerca de 40 espéecies, todas nativas do hemisferio norte. As
especies da América do Sul foram distribuidas entre varios ge-
neros reestabelecidos e novos. De acordo com este sistema
(KING & ROBINSON, 1970), E. squalidum recebe o nome de Chra-
molaena squalida (DC) KING § ROBINSON. No presente trabalho
esta sendo seguido o tratamento de BENTHAM § HOOKER, pois consi
dera-se que facilitara a comunicagdo uma vez que o sistema de
ROBINSON & KING nao tem sido amplamente aceito.
Numeros cromossomicos de algumas espécies brasilei-

ras de Eupatorium ja foram determinados (TURNER § IRWIN, 1960;
COLEMAN, 1968, 1970), contudo nao incluindo E. squalidum. Os
numeros cromossomicos basicos determinados para o genero sao

de x = 10 e x = 17 (DARLINGTON § WYLIE, 1955). O fenomeno da

apomixia € bem representado na familia Compositae e muitos ge-

neros e especies tém sido mencionados com indicacao do tipo de
apomixia envolvido (GUSTAFFSON, 1946; NYGREN, 1950; FRYXELL,
1957; NOGLER, 1984). Cerca de 15% das especies da familia tem
sido estudadas embriologicamente, muitas com indicios de possi
vel apomixia. A incidéncia de formagao de saco embrionario
apomitico na familia deve ser maior do que os dados indicam,
por serem os sacos embrionarios apomiticos e sexuados indis-
tinguiveis nos seus componentes, quando observados na maturida

deS(DAVISTE]967)%

Irregularidades meidticas da microsporogénese e da
megasporogenese, com especial atencao ao fendomeno apomitico,
foram amplamente estudadas em E. glandulosum por HOLMGREEN
(1919), tendo demonstrado ser diplosporica autonoma. SPARVOLI
(1960) demonstrou diplosporia também em Eupatorium riparium.

TURNER & IRWIN (1960) encontraram irregularidades ci

tologicas durante a microsporogenese de uma espécie brasileira
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de Eupatorium, E. kleinoides. Porem, ha producao de aquenios
bem desenvolvidos apesar de polen anormal, sugerindo a possibi
lidade de apomixia.

Na regiao de Sao Jose do Rio Preto (SP) existem va-
rias especies do genero Eupatorium, sendo algumas delas elemen
tos da flora silvestre e outras invasoras. Duas dessas espe-
cies, E. bupleurifolium e E. callilepis estudadas quanto a me-
gasporogénese, mostraram-se ser dos tipos aposporico e diplos-
porico, respectivamente (COLEMAN § COLEMAN, 1984).

A constatagao de apomixia em especies de Eupatorium
sugere a possivel existencia de um complexo ou série de com-
plexos apomiticos, tal como existem nos generos Dicanthium
(DE WET & HARLAN, 1970), Boutelona (GOULD & KAPADIA, 1962, 1964),
Calamagrostis (NYGREN, 1951) e Towsendia (BEAMAN, 1957), entre

outros.

I.2 - 0 fenomeno apomitico

Nas Angiospermas a reproducao sexuada implica em du
pla fertilizagao. Um dos nucleos reprodutivos masculinos une-
se a oosfera formando o zigoto, o qual da origem ao embriao, e
0 outro une-se ao nucleo central, dando origem ao endosperma.
A meiose precede a formacao dos gametas e a fertilizagao Tres-
taura o numero cromossomico somatico.

Em muitos grupos de Angiospermas a reprodugao sexua-
da € regularmente combinada ou substituida por um processo de
reprodugao assexuada, denominada de apomixia (WINKLER, 1908)

que na sua definigdo original,incluiu a reprodugao vegetativa

por meio de bulbos, bulbilhos, estoloes e rizomas. Porem, os
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tipos de reproducao vegetativa, embora sejam uma forma de pro-
pagacao que complementa a reprodugao sexuada, nao a elimina to
talmente. Essencialmente, o importante, sao os casos de forma
cao de sementes sem previa fertilizagao da oosfera, situagao

para a qual o termo agamospermia foi introduzido (GUSTAFSSON,
1946; STEBBINS, 1950; NOGLER, 1984), e que atualmente e consi-
derado equivalente ao termo apomixia.

A apomixia leva a descendéncia que & geneticamente
copia da planta m3e e cobre fundamentalmente duas maneiras de
reproducao: a apomixia gametofitica e a embrionia adventicia.

Na apomixia gametofitica existem duas maneiras de
formar o saco embrionario: a diplosporia e a posporia. Na di-
plosporia, o saco embrionario se origina da celula mae dos me-
gasporos atraves de mitose ou meiose modificada, resultando em
um nucleo de restituicao. Na aposporia, o saco embrionario
nao reduzido se origina de celula somatica do ovulo, em geral
do nucelo. '"Apomeiose'" & um termo introduzido por RENNER
(1916) e cobre ambas, diplosporia e aposporia.

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

O tipo Antennaria foi primeiramente descrito por
JUEL (1900) em Antennaria alpina, em que a célula mae do megas
poro ap6s uma longa intérfase cresce e sofre vacualizagao, po-
rém nao entra em meiose. O proprio megasporocito funciona co-
mo megasporo, sofrendo trés mitoses que resultam em um saco em

brionario com oito nicleos diploides. Este tipo € amplamente

distribuido entre especies apomiticas dos generos Antennaria

(JUEL, 1900; STEBBINS, 1932), Hieractium (BERGMAN, 1941), Eupa-
torium (HOLMGREN, 1919; SPARVOLI, 1960; COLEMAN § COLEMAN,

1984), Parthenium (ESAU, 1946), Calamagrostis (NYGREN, 1946)




e Elastotema (FAGERLIND, 1944), entre outros.

Os tipos Taraxacum e Ixeris foram descritos por JUEL
(1906) e OSAWA (1913). Nestes tipos, a celula mae do megaspo-
ro entra em profase meiotica, mas devido a assinapse, os univa
lentes permanecem espalhados sobre o fuso da metafase I, a pla
Cp nao se organiza e os cromossomos deixam de migrar para 0s
polos. Na anafase existem varios retardatarios e a membrana
nuclear envolve todo o complemento cromossomico em um unico ni
cleo de restituigao. Na segunda divisao ha formacao de uma
diade nao reduzida, separada por uma parede celular. Em segui
da, um dos nucleos da diade, em geral a chalazal, sofre 3 mito
ses levando a formacao de um saco embrionario com 8 niicleos.
Representantes do tipo Tararxacum sao encontrados entre as Com-
positae, como nos generos Taraxacum (OSAWA, 1913; FAGERLIND,
1947; BATTAGLIA, 1950; MALECKA, 1971) e Erigeron (HOLMGREN,
1919; FAGERLIND, 1947; BATTAGLIA, 1950) e na espécie Antennaria
carpatica (BERGMAN, 1951). No tipo Izeris nao ha a formacao
de parede entre os dois nucleos nao reduzidos e ambos entram
na formacao do saco embrionario, como em Ixerié dentata (OKABE,
1932), Rudbeckia (BATTAGLIA, 1946) e Erigeron (FAGERLAND, 1947).

A aposporia € a formagao de saco embrionario a par-
tir de células somaticas do ovulo, em geral do nucelo. Este
tipo de agamospermia, puramente esporofitica, causa freqllente-

mente poliembrionia. As células apospOricas iniciais sao reco

nhecidas pelo aumento do nicleo e do nucléolo. Em aposporia o

megasporocito entra em meiose e pode formar megasporos. Porém,
uma céelula somatica, geralmente localizada imediatamente atras
do megasporocito, se transforma em uma celula apospdrica  que
invade o 10bulo nucelar, esmagando os megasporos ou os produ-

tos degenerados de meiose. Uma vez ocupado o 1lobulo nucelar,




a célula aposporica sofre 3 divisdes mitoticas formando o saco
embrionario maduro.

Uma forma peculiar de aposporia ocorre na familia

Paniecoideae (Gramineae))na qual o saco embrionario aposporico

contém apenas 4 células: uma oosfera, duas sinérgides e um ni-
cleo polar. Assim, nesta familia o saco embrionario nao redu-
zido e apomitico se distingue do reduzido e sexuado que tipi
camente possui oito nucleos. Nas gramineas tropicais o aumen-
to de tamanho e a diferenciagao das células aposporicas comeca
geralmente antes do inicio da meiose (SAVIDAN, 1984).

O tempo de inducao da aposporia € decisivo. CHRISTOFF
§ PAPASOVA (1943) demonstraram, em Potentilla, que quando a in
dugdao €& precoce os sacos embrionirios sdo totalmente apospori-
cos, enquanto que a indugao tardia produz sacos embrionarios
meioticos em apenas 3% dos ovulos.

A embrionia adventicia parece ser freqliente em plan-
tas de regices tropicais e subtropicais e caracteriza-se pelo
desenvolvimento direto de um embriao a partir de uma ceélula so
matica do ovulo, sem a formacdo de um saco embrionario. Porem,
embora o saco embrionario do ovulo nao participe da formagao
do embriao, continua exercendo uma fungao vital, uma vez que
€ responsavel pela formacdo do endosperma. A embrionia adven-
ticia € especialmente bem desenvolvida no genero Citrus, sendo
também encontrada em certas familias como Euphorbiaceae, Myr-
taceae, Liliaceae e Orchidaceae.

Embrionia adventicia € reconhecida como uma forma de
apomixia por GUSTAFSSON (1947), STEBBINS (1950), RUTISHAUSER
(1954), ASKER (1979), mas nao por NOGLER (1984).

Se os descendentes de uma planta tiverem constitui-

cao genética exclusivamente de origem materna, tem-se a apomi




xia obrigatoria. Entretanto, se os apomiticos retiverem tra-
gos de reproducao sexuada, os descendentes formados, alem dos
maternos, incluirao '"aberrantes" em conseqliéncia da apomixia
ser facultativa. Alguns pesquisadores da area acreditam que a
apomixia completamente obrigatoria nao existe, pois o conceito
de apomixia,como um sistema genetico vegetal de equilibrio es-
trategico entre reproducdao sexuada e assexuada, esta tendo ca-
da vez mais adeptos (ORNDUFF, 1970; ASKER, 1984; NOGLER, 1984).
Casos esporadicos de desenvolvimento partenogeneti
co ocorrendo independentemente da nao reducgao, sao mencionados
na literatura (MAHESHWARI, 1950), sob a designacao de apomixia
nao-recorrente, que resulta na formacao de embrices haploides.
As primeiras plantas haploides foram encontradas em Datura
(BLAKESLEE et aliZ, 1922). Posteriormente JORGENSEN (1928),
num trabalho classico, realizou cruzamentos entre Solanum
nigrum e S. luteum € observou o desenvolvimento partenogeneti-
co haploide da oosfera de S. nigrum. Aleém da oosfera, as si-
nergides tambem podem desenvolver embrices haploides resultan-

do, como em LZilium (COOPER, 1943), Bergenia (LEBEQUE, 1949) e

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

de e outro haploide, podendo prevalecer o diploide com degene-
ragao do haploide. HAGERUP (1944, 1945, 1947) encontrou, em
Orchis maculata, Epipactis latifolia, Platanthera chlorantha e
Listera ovata, anormalidades relacionadas com ovulos com mais
de um tubo polInico, outros sem nenhum, ou o tubo polinico pe-
netrando tarde demais para efetuar a fertilizacdo. Sob tais con
dicOes origina-se embrido hapldoide apenas por estimulo da poli
nizagao (partenogenese facultativa).

O desenvolvimento de embrido,a partir do gameta mas-

culino (androgenese haplﬁide),tem sido evidenciado geneticamen
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te em varios casos. KOSTOFF (1929), em cruzamentos de Nicotig
na tabacum e N. langsdorffii, obteve uma unica planta hibrida
que chegou a maturidade com caracteristicas e numero Cromosso-
mico da planta masculina, sugerindo sua origem a partir do ga-
meta masculino de N. langsdorffii. No mesmo ano, CLAUSEN &
LEMERTZ (1929) demonstraram caso analogo em N. digluta X N.
tabacum, também com descendentes com as caracteristicas citold
gicas e morfologicas da planta masculina.

Nos dois casos acima, os nucleos gameticos masculi-

nos iniciaram o desenvolvimento do embriao ainda dentro do tu-

- = - N -
bo polinico, devido a nao abertura do mesmo. Normalmente, em-

brices haploides podem resultar das seguintes condigoes; (1)
ausencia de tubo polinico no ovulo; (2) incapacidade do  tubo
polinico para liberar os niicleos gaméticos; (3) degeneracao
precoce dos nucleos gameticos; e (4) discordancia no tempo de
maturacao da oosfera e da entrada do gameta masculino.

Nas varias formas de apomixia a oosfera nao fertili-
zada se desenvolve assexuadamente por partenogenese. Se ou-
tra célula do saco embrionario, que nao a oosfera, resultar pe
lo mesmo processo em um embriao, denomina-se apogametia
(RENNER, 1916). Portanto, os principais componentes da apomi-
xia gametofitica, dos tipos diplosporia e aposporia, sao a nao
redugao e a partenogenese,permitindo a manutengao da alternan-
cia de geragdOes, mas sem a alternancia da fase nuclear, pois o

gametofito e o esporofito estdao no mesmo nivel de ploidia.




I.3 - Formagao do endosperma e do embrido nas especies apomiti

cas

A formacao do endosperma nas espécies apomiticas po-
de ocorrer de duas maneiras: Em uma delas, o nicleo central
requer fertilizacao para formar o endosperma e somente a oosfe
ra € capaz de desenvolvimento partenogenetico. Este tipo de
formagao do endosperma € designado pseudogamia (apomixia pseu-
dogamica). Na outra, tanto a oosfera como 0s niucleos polares sio
independentes da fertilizagao e ambos tem formacao partenogen§
tica autonoma (apomixia autonoma).

0 desenvolvimento pseudogamico do endosperma foi con
firmado pela determinacao do numero cromossomico nas metafases
do endosperma (HAKANSSON, 1943; RUTISHAUSER, 1954), bem como
por observagao direta da fertilizagao (COE, 1953; MOSKOVA &
YAKOVLER, 1974; CHAO, 1980). A pseudogamia ocorre na maioria
das Rosaceae € Gramineae apomiticas (NYGREN, 1946; NOGLER,
1984) e esporadicamente em outras familias com apomixia.

Em geral, especies apomiticas do mesmo género  mos-
tram o mesmo tipo de desenvolvimento do endosperma, autonomo

ou pseudogamico. Nas especies pseudogamicas a producao de se-

mentes depende da fertilidade do seu polen e,portanto, tais es

pécies apresentam tipicamente poucas irregularidades da micros
porogénese. Porem, excepcionalmente, as plantas pseudogamicas
apresentam baixa fertilidade do polen e nestes casos conseguem
produzir sementes apenas quando polinizadas por formas nao apo
miticas vizinhas (NYGREN, 1950; SMITH, 1963).

O nivel de ploidia do endosperma pode variar em con-

seqlléncia da fusdao ou nao dos nucleos polares para formar o nu
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cleo central e do numero de nucleos masculinos que atuam na fe
cundacao (RUTISHAUSER, 1954; ISMAILOW, 1967; NOGLER, 1972).

A incompatibilidade das sementes, demonstrada inici-
almente por LAIBACH (1929), resultou na idéia de que a semente
para germinar requer um desenvolvimeno harmonico do embriio,
do endosperma e do tecido materno. Foram estabelecidas algu-
mas hipoteses quanto as relagOes quantitativas dos genomas da-
queles tecidos.

Conforme a primeira, estabelecida por MUNTZING (1933),
a relagao entre os genomas do embriao, do endosperma e do teci
do materno deve ser respectivamente 2:3:2 para que o rudimento
seminal se estabelega normalmente. Qualquer alteracao nessa
proporcao pode resultar em falha no desenvolvimento da semente.
HAKANSSON & ELLERSTROM (1950) e HAKANSSON (1956) realizaram
analise do desenvolvimento seminal em cruzamentos nos generos
Secale, Hordeum, Lamium, Galeopsis e Brassica. Observaram que
os cruzamentos 4x X 4x sao normais quando comparados com o con
trole 2x X 2x, ao contrario dos cruzamentos 4x X 2x com desen-

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

mitoticas e diferenciacdo celular do endosperma retardada ou

ausente. As proporgoes genomicas nos cruzamentos 2x X 4x sao
de 3:4:2 ao inves de 2:3:2 e nos cruzamentos 4x X 2x sao de
35540

Para WATKINS (1932) e decisiva apenas a relagao geno
mica entre endosperma e embriao, baseado nos seus resultados
obtidos com espécies de Triticum, € 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 descendéncia tetraploide frente a quantidade de

triploides esperada, o que levou a conclusao de que a relagao
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genomica entre endosperma e embrido, favoravel a germinacgdo, e
ders3=2%

Essas hipoteses foram posteriormente ampliadas por
HOWARD (1939, 1942, 1947) em cruzamentos realizados com espe-
cies nos generos Brassica € Nasturtium. O autor defende a re
lacao genomica 4:3 ao inves de 3:2 nos cruzamentos do tipo 2x
X 4x. Segundo HOWARD, a influencia da poliploidia da planta
pai ocasiona um efeito quantitativo na fisiologia do desenvol-
vimento da semente. SKIEBE (1973) declara que o endosperma 3X
ou multiplo desse numero desenvolve-se bem.

De acordo com NOGLER (1984) as plantas apomiticas
pseudogamicas tém adaptacbes que mantem a proporg¢ao 3:2, sendo
a mais radical aquela encontrada entre as gramineas apomiticas.
Neste caso, o saco embrionario maduro € tetranucleado com ape

nas um Unico nucleo polar que,apos fertilizagcdao por um niicleo

gamético masculino reduzido, da origem a um endosperma triploi

de (SAVIDAN, 1975).

Outras modificacoes na formagao do endosperma foram
observadas em especies apomiticas. Na espécie Ranunculus
auricomus (NOGLER, 1972; 1975) pode ocorrer .variagao no nume-
ro cromossomico do endosperma das seguintes formas: por fecun
dagdo dos dois nucleos polares nao reduzidos, cada um por um
gameta masculino reduzido; por fecundagdo do nicleo central
por um tnico gameta masculino reduzido (HAIR, 1956; CHAO, 1974);
e por fecundagdo de um dos dois nucleos polares nao reduzidos
por um unico gameta masculino reduzido.

A formacgao do embrido em algumas especies apomiticas
pseudogamicas ocorre, a exemplo das plantas sexuadas, depois
de iniciado o desenvolvimento do endosperma. Alguns dos exem-

plos da literatura incluem Hypericum perforatum (NOACK, 1939),

AN
AVAVAY

VA
2 3 4 5 6 i unespwl 12 13 14 15 16 17 18



Ranunculue auricomus (RUTISHAUSER, 1954), R. cassubicus
(IZMAILOU, 1967) e Panicoideae aposporicos, como Panicum maxi-
mum (WARNIKE, 1954), Pennisetum ciliare (SNYDER et alzi, 1955)
e P. dubium (GILDENHUYS & BRIX, 1959). Porém, outras espécies
apomiticas pseudogamicas mostram desenvolvimento do embrido an
tes da antese (embrionia precoce) e o endosperma so6 se desen-
volve depois da fertilizacao do nucleo central. Exemplos des-
te tipo sao Poa (TINNEY, 1940; SKALINSKA, 1959), Parthentium
(ESAU, 1946) e Tripsacum dactyloides (FARQUHARSON, 1955), en-
tre outros. Em certos generos, existem as duas condicoes, de-
pendendo da espécie, como por exemplo em Potentilla (RUTIS-
HAUSER, 1948: SMITH, 1963) e Paspalum (SNYDER, 1957; REUSCH,
1961).

Entre os apomiticos autonomos prevalece a embrionia
precoce, como em Hieracium (SKALINSKA, 1973) e Taraxacum (MALE-
CKA, 1971), podendo ocorrer também a iniciagao do endosperma
antes da antese. A importancia da embrionia precoce € a de
prevenir a reprodugao sexuada, tanto de oosferas nao reduzidas

como de reduzidas (RUTISHAUSER, 1948; ASKER, 1977).

I.4 - A meiose nas especies apomiticas

A irregularidade no processo meiotico € uma das ca-

racteristicas mais evidentes das plantas apomiticas e diz

respeito tanto @ megasporogénese como a microsporogenese. Nes

ta, ocorre desde a normalidade até a completa esterilidade,
existindo uma correlacao entre o tipo de apomixia, o tipo de
desenvolvimento do endosperma e o grau de disturbio meiotico.

Tais distUrbios s3o encontrados apenas ocasionalmente nas plan
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tas com reproducao assexuada (senso estrito) e na embrionia
adventicia, nao podendo ser considerados caracteristicas desses
fenomenos (STEBBINS, 1950).

A situagao encontrada na microsporogenese das espe-
cies aposporicas e diplosporicas depende em grande parte do ti
po de desenvolvimento do endosperma, se autonomo ou pseudogami
co. As espéecies pseudogamicas, tanto apospdoricas como diplos-
poricas, requerem a produgao de polen viavel para a fecundacao
do nucleo central e a subseqliente formagao do endosperma e ten
dem a exibir um maior grau de normalidade meiGtica do que as
plantas com endosperma autonomo. Apesar de ser geralmente bom,
o pareamento cromossomico nas espécies pseudogamicas € raramen
te perfeito devido a presenca de univalentes e multivalentes.
A ocorrencia dessas associacoes resulta na reducao da fertili-
dade do polen, porem a producao de polen viavel € geralmente
suficiente para permitir a produgao de sementes (GUSTAFSSON,

1947) . Existem poucos casos registrados de plantas pseudogami

cas que manifestam plena esterilidade masculina, como ocorre,

por exemplo, em espécies triploides do género Rubus da Europa
(GUSTAFSSON, 1947), em Poa arctica (NYGREN, 1950) e em Poten-
tilla tabernaemontani (SMITH, 1963). Em tais casos, a forma-
cio de sementes depende de bidtipos férteis dos arredores para
a fertilizacao do nucleo central.

As espécies aposporicas autOnomas apresentam a meio

- \
se da microsporogénese bastante semelhante aquela das plantas

pseudogamicas aposporicas ou diplosporicas. Isto €, as irregu
laridades observadas resultam - " predominantemente da
formagao de univalentes e multivalentes (GUSTAFSSON, 1947;

STEBBINS, 1950). Uma vez que o polen ndo exerce papel reprodu

tivo, a reducao da fertilidade masculina, seja qual for o grau,
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nao prejudica a formagao de sementes. Certas especies apospo-
ricas de Cortaderia sao conhecidas apenas por plantas femini-
nas (CONNOR, 1979), o que indica a nao dependencia do sexo mas
culino.

O maior grau de disturbios meioticos durante a mi-
crosporogénese ocorrem nas especies diplosporicas autonomas.
As anormalidades mais freqllentes sao: a auséncia de pareamento
cromossomico, a falta de contracdo cromossomica e o retardamen
to ou precocidade das divisoes meioticas (GUSTAFSSON, 1947;
STEBBINS, 1950). E significativo que o comportamento meiodtico
da microsporogenese e da megasporogenese podem diferir. Em
Antennaria falax,por exemplo, a meiose da microsporogenese exi
be um alto grau de formacao de bivalentes, enquanto a megaspo-
rogenese revela uma falta quase total de pareamento (STEBBINS,
1932). NYGREN (1946) demonstrou que em Calamagrostis lapponica
ocorrem divisOes meidticas nas anteras, enquanto que nos ovu-
los as divisOes sao mitoticas. Em C. chalybaea a situagdo € a
reversa. Estes casos, entre outros, demonstram que nas plan-
tas diplosporicas autonomas a falta ou redugdo de pareamento
cromossomico ndao deve ser interpretada como necessariamente in
dicando a falta de homologia cromossomica.

Os mecanismos que controlam a producao de saco em-

brionario,sexuado ou assexuado, sao pouco entendidos. Acredi-

ta-se porém que o grau de sexualidade do gametofito apomitico

seja a expressao fenotipica de um sistema genico complexo
(HESLOP-HARRISON, 1963; KNOX, 1967; SARAN § DE WET, 1970). A
expressao quantitativa do balango entre a sexualidade e apomi-
xia pode ser avaliada pela porcentagem de ovulos contendo sa-
cos embrionarios nao reduzidos ou pela porcentagem de descen-

dentes maternos apomiticos.
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I.5 - 0 controle genetico do fenomeno apomitico

Alguns modelos de regulacdo genética da apomixia ga-
metofitica tém 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 pré-requisito para a reproducdo apomitica, controlada por
3 genes: um deles produz oosferas nao reduzidas (Aa), outro im
pede a fertilizacao (Bb) e um terceiro controla o desenvolvi-
mento partenogenético da oosfera (Cc). A apomixia se origina-
ria a nivel diploide e a planta teria o gendtipo aabbcc.

BURTON & FORBES (1960) sugeriram que o controle da
apomixia também em Paspalum notatum se faz por poucos genes Te
cessivos.

LILJEFORS (1955) determinou na espécie tetraploide
Sorbus arta o genoma A para apomixia e o genoma B do diploide
S. aucuparia, que transporta genes correspondentes a sexuali-
dade. Neste sistema, apomixia e sexualidade dependem do balan
Go entre os genes que controlam as duas caracteristicas. Os
cruzamentos entre as duas espécies resultaram em triploides e
tetraploides com os seguintes gendotipos e fenotipos: apomitico
obrigatorio (AAAA, AAAB, AAB), apomitico ou sexuado (AABB, ABB)
e totalmente sexuado (BB).

Em Pennisetum ciliare a heranca da apomixia foi estu

dada por TALIAFERRO § BASHAW (1966). Cruzamentos entre apomi-

ticos obrigatOrios e sexuados resultaram na proporgao de 5 apo
miticos para 3 sexuados. O sistema de controle proposto seria
o do gene que condiciona a sexualidade (B) ser epistatico so-

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

HANNA et aliZ (1973) obtiveram, em Panicum maximum
sexuada autopolinizada, progénie sexuada e apomitica na propor
cao de 11:5. O controle sugerido € o de 2 locus, sendo os ge-
notipos aabb, Aabb e aaBb apomiticos aposporicos. O genotipo
AaBb produz descendentes apomiticos e sexuados, enquanto que
os genotipos AABB, AABb, AAbb, AaBB e aaBB produzem somente
progéenie sexuada.

Os trabalhos de SAVIDAN (1978) em Panicum maximum
e de NOGLER (1978) em Ranunculus auricomus indicaram que a
presenca de aposporia nessas espécies esta sob controle genéti
co simples, ou seja, de um unico gene dominante.

NOGLER (1971, 1975, 1984) realizou estudos com o ge-
nero Ranunculus analisando o cruzamento do sexuado diploide R.
cassubicifolius com o apomitico tetraploide R. megacarpus e

: + -
concluiu que um par de alelos A A causa presenca de saco em-

- - - - - - - - + +
brionario aposporico e os sexuados sao sempre diploides A A .

Este esquema e significativo pois explica a freqllente obtengao
de planta sexuada a partir de cruzamentos de plantas apomiti-
cas pela recombinacao de fatores A*. 0 A"A” nio foi encontra-
do, pois A” nao & transmitido por polen haploide.

SAVIDAN (1975, 1978, 1980, 1982) determinou em Pani-
cum maximum aposporia heterozigota. Em Poa (ALMGARD, 1966) e
no complexo Bothriochloa-Dicanthium (D'CRUZ & REDDY, 1971),
assim como em cruzamentos entre o diploide Beta vulgaris e
tetraploide aposporico Beta lamatogona (CLEU et alizi, 1976)
velou-se do tipo de heranga aposporica dominante.

O controle genético da diplosporia ndo esta bem es-
clarecido. NOGLER (1984) sugere que o controle genético da

aposporia e da diplosporia pode ser o mesmo, uma vez que a di-

AVA
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unespml 12 18 34 15 Te @7 18



ferenca principal entre os dois fenomenos € uma questdao do tem
po de inducao do saco embrionario. Em diplosporia o tempo e
antecipado, ocorrendo antes do inicio da meiose. Plantas como
Antennaria, Parthenium, Rubus e Potentilla, podem exibir tanto
a diplosporia como a aposporia, indicando um controle genético
comum.

A influencia de fatores ambientais na ocorrencia de
aposporia tem sido demonstrada. SARAN § DE WET (1970, 1976)
estudando Bothriochloa intermedia, demonstraram que essa eSpé-
cie se reproduz sexuadamente durante o verao, mas comporta-se
como apomitica facultativa durante o inverno. Em populacoes
naturais de Dicanthium aristatum foram encontradas transigoes
entre a condicdo apomitica e a sexuada em diferentes latitudes
e epocas do ano, na Australia (KNOX, 1963; HESLOP-HARRISON,

1963).

1.6 - Hibridizagﬁo, Alogamia, Habito perene e Poliploidia

Devido a comprovada natureza hibrida de muitas das

plantas apomiticas, EARNST (1918) sugeriu que o proprio fenome

no da hibridizacao seria a causa da apomixia. Porém, logo fi-

cou evidente que, embora plantas apomiticas sejam freqllentemente hibridas,.
os hibridos inter e intraespecificos raramente sdo apomiticos.
Atualmente, entende-se que as plantas apomiticas ge-
ralmente se originam de ancestrais alogamicas e perenes. A alo
gamia promove hibridizagao intra e interespecifica que por sua
vez possibilita juntar alelos para a nao reducao da oosfera e
da partenogenese, os elementos essenciais da apomixia (ASKER,

1980).
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Existe uma associacdo entre a alogamia e o habito pe
rene e portanto, a associagao de alogamia com apomixia implica
ria necessariamente na associagao do habito perene com a apomi
xia. Porem, tambem & possivel que o habito perene confira al-
guma vantagem seletiva, pois os hibridos interespecificos e os
poliploides Impares sao freqlientemente estéreis e a longevida-
de conferida pelo habito perene possibilita o acumulo de muta
coes favorecendo a apomixia.

Tambem, existe uma associacao entre apomixia e poli-
ploidia. Nos complexos apomiticos, as especies diploides sao
geralmente sexuadas e a apomixia aumenta dentro do complexo, a
medida que o nivel de ploidia aumenta. Os poliploides Impares
tais comoc 3x, 5x, 7x sao altamente estereis e a apomixia em
qualquer grau, seria adaptativa (NOGLER, 1984).

No complexo Bothriochloa-Dicanthium foi descrito um
ciclo diploide-tetraploide-haploide. Nas populagGes deste com
plexo ocorrem plantas tetraploides sexuadas, plantas tetraploi
des apomiticas e plantas diploides sexuadas, predominando  as
plantas tetraploides apomiticas. As plantas diploides sexua-
das sdo originadas das tetraploides apomiticas por partenogéene

se haploide (dihaploide) e as tetraploides sexuadas, das  di-

ploides sexuadas pela fusdo de gametas nao reduzidos. Ao ni-

vel tetraploide, ocorre troca de genes entre as plantas sexua-
das e apomiticas, como tambem existe a incorporagdo de genes
das plantas diploides na formagao de novos individuos tetra-

ploides sexuados (DE WET § HARLAN, 1970).
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I.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 estereis em conseqliencia da poli-
ploidia impar ou da hibridizagao. Porem, Darlington também ar
gumentou que a apomixia restringe a recombinagao e, portanto,li-
mita o potencial evolutivo do grupo apomitico. Esta teo-
ria tem sido aceita por varios pesquisadores da area, incluin-
do STEBBINS (1950) e DE WET § STALKER (1974).

CLAUSEN (1954) foi quem primeiro sugeriu que a apomi
xia, especialmente a facultativa, nao conduz necessariamente a
perda de variabilidade e potencial evolutivo. Argumentou
que a combinacao da sexualidade e apomixia € altamente adapta-
tiva, pois a sexualidade permite a formacao de genotipos novos
e a apomixia, a reproducao fiel dos melhores adaptados desses
genotipos. A posicao de CLAUSEN & atualmente a mais aceita,
com seguidores como HESLOP-HARRISON (1961), GRANT (1971)
MARSHAL & BROWN (1981), entre outros.

Mesmo nas plantas apomiticas obrigatorias existem
fontes assexuadas de variabilidade, como mutacdes somaticas,

auto-segregacao e reprodugao subsexuada. Auto-segregacio

(GUSTAFSSON, 1935) ocorre quando no megasporocito um nucleo de

restituicao deixa de incluir alguns dos cromossomos, resultan-
do na formacao de embriao aneuploide. Reproducao subsexuada

(DARLINGTON, 1958) ocorre quando na divisdo do nicleo do megas
porocito existe pareamento e crossing-over entre alguns dos

cromossomos, seguido da segregagao na primeira ou segunda divi
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sao. Uma vez que uma das divisdes € suprimida, nao ocorre re-

ducao.

I.8 - Apomixia e melhoramento vegetal

Resumidamente, algumas vantagens da apomixia sao:

1 - a apomixia confere capacidade reprodutiva as
plantas que, de outra maneira, seriam estéereis, como no
dos hibridos interespecificos e autopoliploides Impares;

2 - a apomixia fixa a heterose conseqliente da hibri-
dizacao e bidotipos especialmente bem adaptados sdao perpetuados;

3 - as plantas apomiticas de origem hibrida e alopo-
liploide geralmente somam as tolerancias ecologicas das espe-
cies parentais, permitindo a ocupagao de uma maior variedade
de habitats;

4 - a independencia de polinizadores pode ser vanta-
josa no caso dos apomiticos autonomos, especialmente em climas
severos e com poucos polinizadores;

5 - a propagacao atraves de sementes agamospermicas

tem vantagem sobre a propagacgao vegetativa, permitindo adapta-

coes como dorméncia e capacidade de dispersao.

O estudo da apomixia podera contribuir, sob o ponto
de vista pratico, em programas de melhoramento vegetal em que
o objetivo principal &€ o de fixar a heterose, especialmente de
plantas sexuadas que nao tem boa capacidade de propagagao vege
tativa. Incluidas nesta categoria estd3o quase todas as plan-
tas anuais, especialmente os cereais (MATZK, 1982). Melhora-
mento esta sendo tentado em populagOes sexuadas nas quais po-

dem ser encontrados elementos da apomixia, como distirbio da
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meiose na megasporogénese, com tendencia a formar saco embrio-
nario nao reduzido, ou com tendéncia a desenvolvimento parteno
genético. Linhagens com tais caracteristicas sdo intercruzadas
para que seja aumentada a freqliencia dos elementos que consti
tuem a apomixia gametofitica e para que ocorram associados.
Cruzamentos de espécies apomiticas facultativas com
especies sexuadas relacionadas e de interesse econdmico, tem
sido também um método comumente usado em milho, trigo, sorgo,
maga, morango e beterraba, entre outros (NOGLER, 1984). A re-
producao apomitica permitiria a fixacdao de qualquer combinacgao
génica desejada, assim como manteria novas variedades heterozi
gotas com propriedades agronomicas valiosas como, por exemplo,

genes para resistencia a doencas.

1.9 - Objetivos

Este estudo teve por objetivo investigar o modo de

reproducao da especie Fupatorium squalidum DC (Compositae) e

compreendendo as seguintes etapas:

Desenvolvimento do gametofito feminino.
Estudo da microsporogenese.

Estudo do cariotipo.

Estudo da producao e germinabilidade das
sementes.

Observagoes de campo.
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II - MATERIAL E METODOS

Eupatorium squalidum, chamado vulgarmente de cambara-
TOXO, € 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 populagoes naturais utilizadas neste tra-
balho foram localizadas e coletadas num raio de 15 km do muni-
cipio de Sao José do Rio Preto (SP) durante os anos de  1984-
1985, situadas em geral a beira de estradas ou entre vegetagao
de campo e com floracao durante os meses de abril e maio. A
identificacao do material foi verificada pela Dra. Graziela Ma
ciel Barroso e excicatas foram depositadas no Herbario do Jar-
dim Botanico do Rio de Janeiro (RJ) e do Instituto de Botanica
do Estado de Sao Paulo (SP).

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

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

2) a diafanizacao (HERR, 1971 e 1972). Uma vez que
o método de diafanizagao 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 solucao e o fixado
em CRAF (LA COUR, 1937) foi lavado varias 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 método de diafanizagdo, ovulos contidos no ovario foram re-
tirados sob lupa com auxilio de estiletes e colocados em um Vi
dro de reldogio contendo solugao clarificadora durante 4 a 8

dias. ApOs a diafanizagdo, os ovulos foram montados em meio
de Hoyer (ALEXOPQULOS § BENEKE, 1952) e levados ao microscapio

para exame e selecionados para fotografia.
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Com o objetivo.de se verificar o conteido de ovulos
de floresfoi realizado um estudo nas fases de pré-antese, ante
se e pos-antese. Como fase de prée-antese foram considerados
os botoes florais com os estigmas ainda contidos dentro do bo-
tiao, em geral até 24 horas antes da antese, a fase na qual os
estigmas estao expostos e evidentemente receptivos e a de pos-
antese, a fase na qual os estigmas expostos evidenciam sinais
de ressecamento e escurecimento. Nesta fase, supoe-se que a
receptividade esteja terminada. Foram estudados ainda cerca
de 300 ovulos em fase mais jovem que a de prée-antese com a fi-
nalidade de se verificar a seqliencia de desenvolvimento da me-
gasporogenese e da megagametofitogenese a partir do megaspo-

rocito.

Para o estudo da microsporogenese botdes florais em
varias fases de desenvolvimento foram fixados em solugao de
etanol absoluto e acido 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 tecnica de
esmagamento. Esta técnica envolve a retirada das anteras sob
lupa em uma gota de alcool que em seguida €& absorvida por pa-
pel de filtro. Sobre as anteras € colocada uma gota de carmim
acético na qual € realizada a maceragao das mesmas com auxilio
de uma espatula e o excesso do material mais grosso e visivel

a olho niu, € retirado. A seguir, o material € coberto com la-

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

desejadas sao observadas ao microscopio € aplicada pressdo a
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lamina, com a laminula voltada para baixo, sobre papel de fil-
tro, com o dedo polegar na direcao do material, evitando-se
qualquer movimento lateral da lamina. A laminula € em seguida
levantada com auxilio de uma lamina gilete e sobre o material
€ colocada uma gota de meio de Hoyer, sobre o qual € recoloca-
da a laminula e novamente e reaplicada pressao, para que os
cromossomos sejam suficientemente espalhados.

Para o estudo do cariotipo, inicialmente foram pos-
tas sementes para germinar sobre papel de filtro, em placas de Petri.
Extremidades de radiculas, de cerca de 20 mm de comprimento fg
ram tratadas em placas de Petri contendo oxiquinoleina a
0,002 M como pré-tratamento a uma temperatura de 10° a 18°C
obtida com o uso de gelo ao redor da placa, durante 5 horas
sendo o material arejado durante esse periodo com o auxilio de
uma bomba injetora. As pontas de raizes foram em seguida fixa
das com etanol absoluto e acido acetico 3:1 por 15 a 30 minutos e
transferidas para alcool 70%, no qual foram estocadas.

Para a analise do cariotipo, as pontas de raizes so-

freram inicialmente um processo de hidrolise em HC1 1N a 60°C

por 4 a 6 minutos, com a finalidade de permitir uma melhor se-
paracgao das celulas. Em seguida, foram lavadas e transferidas
para um vidro de reldogio pequeno, contendo carmim acético e
aquecidas sobre lamparina a alcool e deixadas por 20 a 30 minu
tos naquele corante. ApoOs aquele periodo, 5 raizes foram

transferidas para uma lamina contendo uma gota de meio de Hoyer
e 0 meristema apical foi raspado com auxilio de um estilete,
fazendo uma suspensao de células no meio. O excesso de tecido
visto a olho nii foi retirado e a laminula foi colocada sobre
o material para observagdo ao microscopio. Encontrando-se fa-

ses desejadas € aplicada pressao sobre a laminula, protegida
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com papel de filtro. Para que os cromossomos fossem suficien-

temente espalhados, a pressao neste caso foi exercida com auxi

lio de um alicate.

A analise do cariotipo foi realizada utilizando foto
grafias de 6 células ampliadas para um aumento total de 3.750
vezes., Lamina milimetrada foi usada para a medida do bracgo
longo (L) e do brago curto (C) dos cromossomos, bem como do
comprimento total (L+C). As medidas foram convertidas em valo
res reais na base da ampliacao usada, ou seja, 3,75 mm equiva-
le a um micron.

A caracterizacdo do genoma basico foi determinada a
partir das 6 c€lulas analisadas, utilizando-se em cada uma delas o compri-
mento cromossomico e a posicao do centromero. Grupos de 3 CTomosso
mos equivalentes foram reunidos a partir de cada uma das 6 cé
lulas analisadas, em um total de 18 cromossomos,sendo considera-
dos para a caracterizacao de cada um dos 10 cromossomos do ge-
noma. Foi elaborado um idiograma baseado nessas medidas. Obteve-se
o comprimento do genoma atraves da divisdo por tres do compri-
mento médio do complemento cromossomico das seis células anali
sadas.

Para o estudo da germinabilidade e da produgao de se
mentes utilizou-se plantas de populagoes naturais que, em
fase de botdao, receberam 3 tratamentos diferentes: 1) alguns
capitulos intactos foram cobertos com sacos de papel amarrados
na base, de modo a impossibilitar a fertilizagdao, embora nao
excluindo a possibilidade de autofecundag@o; 2) outros capitu
los foram emasculados com auxilio de uma tesoura para impedir
a fertilizacao e ensacados em seguida; 3) outros capitulos fo
ram simplesmente marcados para funcionar como controle.

O filme usado para fotografias foi o KODAK PANATOMIC-X
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32ASA, ou ocasionalmente o AGFA-GEVAERT COPEX PAN A.H.U. TRI

13. O papel fotografico empregado nas copias foi o KODAK F4.

Os equipamentos opticos utilizados foram: um estereomicrosco-

pio Zeiss SRBr e um fotomicroscopio Zeiss Standard equipado

com contraste de fase tendo acoplada uma maquina fotografica.
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IIT - RESULTADOS

III.1 - Desenvolvimento do gametdofito feminino

As observagoes realizadas sobre a embriologia da me-
gasporogénese e da megagametofitogénese em Eupatorium squali-
dum, tiveram como objetivo verificar o tipo de saco embriona-
rio formado, bem como o do desenvolvimento do embriao e do en-
dosperma,considerando-se as fases iniciais de desenvolvimento
de botao floral e dos estagios de pre-antese, antese e pOs-an-
tese.

A espécie possui ovulos tipicos da familia Composi-
tae (DAVIS, 1966), ou seja, anétropos com um sO tegumento, te-
nuenucelado e com uma unica celula arquesporial inicial, que
funciona diretamente como megasporocito (Figura 1). A analise
de cerca de 300 ovulos em fases iniciais de desenvolvimento,
retirados de varias plantas em fase de megasporogénese revelou
a auséncia de tétrades de megasporos, o que indica a auséncia
de meiose redutiva. A formagao do saco embrionario se faz a
partir do megasporocito (Figura 2) que funciona diretamente co
mo megasporo. O nucleo deste, ao se dividir, da origem a um
saco embrionario binucleado (Figura 3). Em seguida, o saco em
brionario se alonga, permitindo que os dois nucleos se afastem,
um do outro, tomando posigoes nas extremidades opostas da ce-
lula (Figura 4). Cada um dos nucleos sofre uma segunda divi-

sao formando o saco embrionario tetra-nucleado (Figura 5). A

seguir, cada um dos quatro nﬁcleos,em uma terceira divisao, da

origem a um saco embrionario do tipo Polygonum, com 8 nucleos,

composto de duas sinergides, uma oosfera, dois nucleos polares
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e tres antipodas (Figura 6). As antipodas formam tres células
(Figura 7) e as sinergides degeneram rapidamente, resultando
um saco com apenas a oosfera e os dois nucleos polares (Figura
8). Logo a seguir, os nucleos polares se fundem formando o ng
cleo central (Figura 9). Observou-se que a oosfera inicia a
formacao do embriao antes do nucleo central iniciar divisao
(Figuras 10 e 11) para formar o endosperma (Figura 12).

As Unicas anomalias observadas durante o desenvolvi-
mento do saco embrionario ocorreram em associacdo com as fases
binucleadas e tetranucleadas nas quais foram encontrados dois
casos de falta de sincronia das divisoes nucleares. Em um dos
casos, o nucleo chalazal ja se encontrava dividido e o nucleo
micropilar nao, resultando um saco embrionario trinucleado (Ei
gura 13). No segundo caso, 0 saco embrionario aparentemente
alcangou a fase tetra-nucleada normalmente, porém, um dos nu-
cleos da regiao micropilar sofreu duas divisoes adicionais, re
sultando um saco embrionario com dois nucleos na regiao chala-
zal e quatro na regido micropilar sendo um nucleo maior e tres
menores (Figura 14). Foram observados sacos embrionarios abor
tados (Figura 15), provavelmente resultantes de tais irregula-
ridades.

Os resultados da analise do conteudo de ovulos de
flores nas fases de pré-antese, antese e pos-antese estao resu
midos na Tabela 1.

Uma mesma proporgao de ovulos abortados (11,4%) fo-

ram encontrados nas fases de pré-antese e antese, diminuindo

para 4,5 na fase de pos-antese, provavelmente em conseqiiencia

da degeneracgao de uma parte daqueles oOvulos.

Na analise de 1.377 ovulos nas tres fases considera-

das, foft observada a presenca de oosfera/nucleos polares,
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oosfera/nicleo central, embriao/nucleo central, embriao/endos-
perma, alem de sacos embrionarios abortados.

Para 587 ovulos examinados na fase de prée-antese, a
oosfera/nlicleos polares correspondem com 0,3% e a oosfera/ni-
cleo central, 19,0%. Foi observada uma proporgao maior, compa
radas as fases seguintes, de embrido/nlcleo central, com 68,8%
e 0,3% de embriao e andosperma.

Dos 525 ovulos examinados na fase de antese nao apa-
rece a fase de oosfera/nlcleos polares, com diminuigcao de ocor

rencia de oosfera/nucleo central para 1,9%, bem como aumento

das fases subseqlientes para 43,2% de embriao/nlicleo central e

43,4% de embriao/endosperma.

A anilise de 265 ovulos de flores em poOs-antese reve
lou ausencia das fases iniciais de oosfera/nlucleos polares e
oosfera/niicleo central e a presenca de embrido/nucleo central
com 34,3%. Porem, houve um aumento para 61,1% de embrido/en-

dosperma.
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Figuras de 1 a 15.

Megagametofitogenese e o desenvolvimento

do embriao e endosperma em Eupator::

squalidum.
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5

Ovulo anatropo, tenuenucelado, com um uUnico tegumen

to e megasporocito. X 235.

Megasporocito (megasporo funcional). X 1600.

Saco embrionario binucleado, estagio inicial.

X 960.

Saco embrionario binucleado, estagio avangado.

X 960.
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5

Saco embrionario tetranucleado. X 760.

Saco embrionario com dois nicleos polares,

oosfera e duas sinergides. X 750.

Saco embrionarioc com tres antipodas. X 480,

Saco embrionario com os dois nlcleos polares acima

da oosfera. X 750,
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g.

5

Saco embrionario com oosfera (nlicleo menor) e nu-

cleo central (ntcleo maior). X 500.

Embri3o e nucleo central com a parte inferior do

saco embrionario removido. X 625.

Saco embrionario com embrido (pequeno nucleo a
direita) e nlucleo central (nucleo maior a esquer-

da). X 625,

Saco embrionario com embriao (nucleo menor a es-

querda) e endosperma (grupo, de niicleos maiores a

direita). X 750.
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Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

6

Saco embrionario anormal trinucleado. X 750.

Saco embrionario anormal hexanucleado. X 600.

Saco embrionario abortado. X 1000.
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Tabela 1: Conteudo e ovulos de Eupatorium squalidum em diferentes estagios de desenvolvimento flo
ral.

Estagio Planta Ovulos Saco embrionario Oosfera e Oosfera e Embriao e Embrido e

floral examinados abortado nucleos nucleo central nlcleo central endosperma
N© polares

N°® % N*¢ % N°® %
N® %

Pre
antese

[yS]
—

=

- @ e w ow

=

O I T

= —
O HUI AN - OO0 B O N O

-

-

- W e W w

Total

1
2
3
4
5
5
1
2
3
4
5
5
1
2
3
4
5
D

N DBONCOO H ~I~1~1=~] & 1 h~1®

Total geral 15
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III.2 - Desenvolvimento da Microsporogéenese

Das seis plantas analisadas quanto ao pareamento cro
mossomico, em diacinese da microsporogenese, foi constatada a
existencia de univalentes, bivalentes e trivalentes em cada
uma delas (Figuras 16 a 20). No entanto, uma variagao conside
ravel foi detectada, tanto em uma mesma planta como entre elas,
quanto a freqliencia dessas associagoes. As analises das asso-
ciagoes, bem como do pareamento cromossomico estao resumidas
nas Tabelas 2 e 3 respectivamente. As fases subseqlientes de
meilose revelaram anormalidades ocasionadas em grande parte pe-
la ocorréncia de univalentes e trivalentes. Cromossomos nao
n1linhados na placa metafasica, principalmente univalentes, fo-
ram freqllentes (Figura 21). Anomalias observadas durante a
anafase I incluem disjuncao precoce das cromatides (Figura 22),
cromossomos retardatarios (Figura 23) e a distribuigdo desi-
gual dos cromossomos aos polos (Figuras 24 e 25). Cromossomos
retardatarios também ocorreram na anafase II (Figura 26), bem
como a formagao de tétrades de nucleos de tamanhos notavelmen-
te diferentes (Figura 27) indicando um nao balanceamento gené-
tico. Outra irregularidade particularmente notavel, foi a forma
cao de nucleos de restituicdo durante a primeira divisdo e,
conseqlientemente, a ocorrencia de meiose nao redutiva. A for-
magao dos nucleos de restituigao inicia-se na anafase I com

a nao separagao ou separagao incompleta dos cromossomos nos

polos (Figura 28), e sua subseqllente incorporagdo em um inico ni

cleo que mantém o numero cromossomico original. A segunda di-
vis3ao, que €& equacional, resulta na formagao de dois nucleos
ndo reduzidos (Figura 29) e,subseqlentemente, diades de micros

poros (Figura 30). Observou-se tambem, na segunda divisao, que

A
AVEVAY

2 3 4 5 6 7 unespm.l 12 13 14 15 16 17 18



37

grupos de cromossomos de uma tetrade poderiam ficar tao proxi-

mas entre si que dois ou mais acabaram sendo incorporados em
um Unico nicleo de restituicdo (Figura 31). Uma parte dos cro
mossomos retardatarios freqlientemente ficou excluida dos nu
cleos (Figura 31).

Em conseqliencia das diversas anomalias acima descri-
tas, alem de produzir tetrades de microsporos, a microsporogée-
nese tambem resultou na produgao de tétrades com microsporos
supernumerarios (Figura 32), triades (Figura 33)e diades, sem
(Figura 30) ou com microsporos supernumerarios (Figuras 34 e
35)¢.

Nem sempre foi possivel a distincao entre nicleos de
restituicao formados por falha da primeira ou da segunda divi-
sao. Porem, ficou evidente que niucleos de restituicao resul-
tantes de falta na primeira divisao foram os mais freqlientes.

A produgdao de microsporos nao reduzidos € significa-
tiva, pois todos os 30 cromossomos estando presentes, poderiam
possivelmente conferir fertilidade. Porem, a nd@o inclusao de
alguns cromossomos no nucleo de restituicdo resultaria na for-
macdo de diades com microsporos deficientes. Embora haja formacdo de po-
len considera-se pouco provavel a sua plena viabilidade.

As freqllencias das associagGes cromossomicas em uni-
valentes, bivalentes, trivalentes e de quiasmas por celula es-
tao apresentadas nas Tabelas 2 e 3. A média mais alta de asso
ciagbes trivalentes por célula, foi observada na planta 5
(54,1%). Nessa planta, bem como na planta 6 foram observados
os 30 cromossomos associados em trivalentes. Mesmo assim, ce-
lulas com até 14 univalentes foram também encontradas na plan-
ta 5. Assim, na Tabela 3, na qual constam as freqllencias de
univalentes, bivalentes e trivalentes em diacinese, podemos

observar que dos 2.430 cromossomos das 81 células 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 numero 3 mostrou a mais alta freqliéencia de univalentes
por celula, 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 freqliencias 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 variagao entre as cin-
co plantas estudadas quanto a proporcao de meiose redutiva e
nao redutiva na segunda telofase e em tetrades (Tabela 4). A
planta 5 exibiu o maior grau de variacao entre as cinco plan-
tas estudadas quanto a proporcao de meiose redutiva (87,5%) ba
seado na telofase II e de 73,6% baseado na fase de tétrades.
As plantas 2 e 3 demonstraram os maiores Indices de meiose nao
redutiva (95,7% e 97,5%) respectivamente, baseados na telofase
II e de 97,3% e 93,0% baseados na fase de tetrades. Embora di-
visoes redutivas ou nao redutivas possam predominar numa deter
minada regiao da antera, os dois tipos foram freqlientemente en
contrados em associacao (Figuras 36 e 37).

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

também podem ser comparados com base no numero minimo de quias

ma por célula assumindo-se numeros minimos de zero. para

univalentes, um para bivalentes e dois por trivalen-
tes. Na base desta comparacao, as medias mais altas de quias
mas por celula ocorrem nas plantas 5 (15,1%) e 6 (15,0%) e a
mais baixa na planta 3 (1,1%). As celulas individuais com o
valor mais baixo de quiasma zero seriam aquelas das plan

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

Todas as celulas observadas durante a profase de
meiose exibiram 1, 2 ou 3 nucleolos, sendo a presenca de 1 nu-
cleolo a condigao mais freqliente e a de 3 a menos fregliente.
Assim, das 398 células analisadas quanto ao pareamento CTOmOS-
somico, 356 (89,4%) apresentaram um unico nucleolo, 41 (10,3%)
dois e 1 (0,3%), trés nucleolos.

Quando dois nucléolos estao presentes o tamanho de-
les pode ser aproximadamente igual ou notadamente diferen

tes L]

Os cromossomos, durante a fase de profase,quando ain-

da incompletamente condensados, revelaram regioes heterocrométi

cas (Figura 38).
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Figuras de 16 a 38.

2 3 4 5 6

Microsporogénese em Eupatorium squalidum,

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

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 A7197

Metafase I com cromossomos nao alinhados.

X 1875.

Anafase I com disjuncao precoce das cromatides.

X 2032,

Anafase I com cromossomos retardatarios.

X 2188.
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5

Anafase I mostrando 14 cromossomos num dos polos

e 16 no outro. X 2188.

Anafase I com 11 cromossomos num polo e 19 no

outro. X 1875,

Anafase II com cromossomos retardatarios.

Xiel STS.

Anafase II com dois grupos maiores e dois menores

de cromossomos. X 1406,
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5

Anafase I mostrando divisao normal e de restitui-

gao. X 12503

Anafase II. Divisdo de restituicao com 30 cromosso

mos em cada polo. X 1875.

Diade de microsporos resultante de divisao nao re-

dutiva. X 875.

Anafase II. Grupos de cromossomos em contato e Tre-

tardatarios sendo excluidos. X 1188.
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Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Tetrade de microsporos com dois microsporos

supernumerarios. X 1375.

Triade de microsporos. X 875.

Diade de micrOsporos com um microsporo

supernumerario. X 875.

Diade de microsporos com quatro microsporos

supernumerarios. X 875.
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Figura 36.

Figura 37.

Figura 38.

5

Segunda divisao redutiva e nao redutiva respecti

vamente células inferiores e superiores. X 1250.

Tetrades (divisao redutiva) e diade (divisao nao
redutiva) de microsporos ocorrendo em associacao.

X 800.

Diacinese com cromossomos manifestando regioes

heterocromaticas. X 2184,
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Tabela 2: Freqllencias de associagOes cromossomicas univalentes, bivalentes, trivalentes e de
quiasmas por célula.

Planta Nimero de Univalentes Bivalentes Trivalentes Quiasmas por

celulas célula

examinadas Variagao Media Variagao Media Variagao Media Variagao Media

55 30 19,5 0-10 3,0 AT
93 1=10 6,6

10 0,9

s 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 lllr“assF) 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

27

28



Tabela 3:

Freqllencias de univalentes, bivalentes e trivalentes em diacinese.

Planta

Numero de

Celulas Cromossomos Univalentes Bivalentes

Ne® % N¢ %

Trivalentes

N®

%
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Tabela 4:

Freqliéencias de fases redutiva e nao redutiva na segunda teldofase e em tetrades.

Planta

Segunda telofase

Nao redutiva

N? % do
total

Redutiva

N® % do
total

Tetrades

Redutiva Nao redutiva

N® % do N? % do
total total

a0 2

32,6 63,8

97.3

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
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III.3 - Estudo do Caridtipo

Foram realizadas contagens cromossomicas em pontas
de ralzes de 116 plantulas. Em 115 o niimero cromossomico foi
determinado como sendo 30. Uma Unica plantula apresentou 60
CTromossomos.

A analise do cariotipo foi realizada em seis células
cada célula representando uma plantula. As Figuras 39 a 41
apresentam tres destas celulas. As medidas cromossomicas es-
tao apresentadas nas Tabelas 5 a 10. Com base nessas medidas
foi possivel reunir os 30 cromossomos do complemento em 10 gTru
pos, cada grupo contendo 3 cromossomos, indicando ser o comple
mento cromossomico constituldo de um Unico genoma representado
tres vezes. As Figuras 42 a 44 apresentam os complementos cro
mossomicos de tres das seis células metafasicas analisadas com
os cromossomos presumivelmente homdlogos agrupados.

A Tabela 11 caracteriza o genoma da espécie estudada
e foi baseado nas médias dos valores obtidos da analise das
seis células. Assim, os valores daquela tabela representam 18
cromossomos considerados equivalentes, 3 de cada uma das seis
células.

Os resultados da analise de variancia, para igualda-
de das médias dos 10 grupos cromossomicos, foram significati-
vos para as 5 medidas analisadas, indicando diferengas signifi
cativas entre os grupos cromossomicos. O brago longo variou
de 1,33u (grupo 9) e 2,11nu (grupo 1), o bragco 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 3,05p (grupo 1). Quanto

as proporcoes entre os bragos, os valores extremos foram 1,25y

(grupo 9) e 2,24ﬁ (grupo 1) e, para os cromossomos de cada gru
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po em relacao ao comprimento total do complemento, o0s extremos
foram 9,04u (grupos 9 e 10) e 11,48p (grupo 1).

Nas Tabelas 5 a 10, a ordem dos cromossomos foi fei-
ta na base no comprimento. Porem, tanto o comprimento do cro
mossomo quanto a posicao do centromero foram utilizados no pro
cesso de reconhecer cromossomos equivalentes das seis células
analisadas visando a caracterizacao do genoma.

Quanto ao tamanho, todos os cromossomos S3a0 pequenos
medindo entre 2,40p (1,95 a 2,67) e 3,05u (2,67 a 3,65). O com
primento total do genoma & de 26,54y e o comprimento dos com-
plementos cromossomicos das seis células ou tiveram um coefi
ciente de variacao de 72,3u a 90,4yu.

A proporcao dos bracos longo e curto quanto a posi-
cao do centromero foi baseada no esquema de DYER (1979), onde
1:1 = metacentrico, 3:1=submetacentrico e 1:0 = telocentrico.

Quanto a posigao do centromero sao todos submetacen-
tricos. O cromossomo mais proximo de ser acrocentrico € o cro
mossomo numero 1, com a proporgcao dos bragos de 2,24, e o cro
mossomo mais proximo de ser metacentrico € o cromossomo numero
2, com a proporcao de 1,13. Devido ao seu maior comprimento e
a contrastante posicao dos seus centromeros, oS cromossomos 1
e 2 sao os mais facilmente distinguiveis do genoma. Conside-
rando apenas comprimento, cromossomos 1 e 2 podem ser confundi

dos pois o cromossomo nimero 2 pode alcangar ou até superar o

comprimento do cromossomo niimero 1 como & o caso da célula ni-

mero 6. Nestes casos, a posigao do centromero permite a iden-
tificagao correta do cromossomo. Os demais cromossomos do ge-
noma sao mais dificeis de serem identificados em conseqliéencia
de sua menor diferenciagao morfoldgica, como indicam os cario-

tipos apresentados nas Figuras 42 a 44 e o idiograma do genoma

AYA
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unespm.l ¥2: a1z 14 15 16 A7 18



(Figura 45).

Os satélites sao raramente visiveis no grau de con-
densagao cromossomica mais favoravel para a realizagao de medi
das. Porém, quando visiveis, os satélites ocorrem em Cromosso
mos de comprimento intermediario. Com um menor grau de con-
densagao cromossomica os satelites se tornam mais evidentes, o

que possibilita verificar a existencia de tres cromossomos

SAT no complemento. O menor grau de condensagao cromossomica

também permite observar que todos os cromossomos do complemen-

to possuem uma regiao de heterocromatina centromérica marcada

(Figura 46).
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Figuras 39 a 46.

Cariotipo de Eupatorium squalidum.
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Figuras 39, 40 e 41.

Treés células de ponta de raiz em

metafase. Cada uma delas mostrando

30 cromossomos. X 3750,
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Figuras 42, 43 e 44,

Complementos cromossomicos de tres

celulas com cromossomos considerados

homdlogos agrupados. A escala represen

ta 5Syu.
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Figura 45.

6

Idiograma do genoma de Eupatorium squalidum.

A¥
AVAVAY

i unespm.l 12 13 14 15 16 17 18



cm 1 2 3 4 5 6 7 unespm.l ¥2: a1z 14 15 16 A7 18



Figura 46.

Cromossomos mitoticos apresentando heterocromatina

centromérica. A medida indicada representa 5u.
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Tabela 5:

Medidas (p) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos

cromossomicos, considerados os bracos longos (L) e

curtos (C) na célula 1. (comprimento total do com-
plemento: 90,4)

Grupo Braco cromossomico Comprimento Proporgao Comprimento

(L) (C) total dos bracos relativo %
(L+C) (L/C)

3,66 2,70
3,46 232
3325 2,49

3,39
3,23
3,28

3 520
320
5,20

3,23
2891
3,07

3,07
3,07
507

35,07
307
P Le)

2,99
2,96
2,90

2,80
2,80
2,03

2,69
25,61
2,67

2,67
2,07
FApr A
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Tabela 6: Medidas (p) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossomicos, considerados os bracos longos (L) e
curtos (C) na célula 2. (comprimento total do com-

plemento: 84,2)

Grupo Braco cromossomico Comprimento Proporgao Comprimento

Q

(L) (C) total dos bracos relativo %
(L+C) (L/C)

3,34 Z5AS
3,20 2,08
5004 2. 11

R, 1,08
.20 1,18
3,00 11l

3,20 1,40
342 L, 25
3,06 1,30

3,01 B, 1o
2,94 1515
2,95 1589

2,82 1559
2ah5 1,58
25152 1555

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

2,67 122
2596 1,18
2,54 12,38

2518 15,26
20043 10528
2,40 1225

2,51 1,85
2,48 2,10
2,46 1,94

2,56 1,53
2,45 1,63
2.40 1557
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Tabela 7: Medidas (u) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossomicos, considerados os bracos longos (L) e
curtos (C) na célula 3. (comprimento total do com-

plemento: 78,8)

Grupo Braco cromossomico Comprimento Proporgao Comprimento
(C) total dos bracos relativo %

(L+C) (L/C)

(L)

3,06 FARTFAY)
3,06 2029
2793 2rxld

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

2,93 1,44
295 1,44
2,74 151

2,14
2,00
2

Tk
1,38
15538

1,81
1 eyl
1371

217
2,00
2,00

Ll
%25
1925

1:57
1,83
1,43

1583
1,83
1,83

5

6

7 unesp '.l 122 13 14 15 16 17
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Tabela 8: Medidas (p) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossomicos, considerados os bracos longos (L) e

curtos (C) na célula 4. (comprimento total do com-

plemento: 77,6)

Grupo Braco cromossomico Comprimento Proporcao Comprimento
(L) Q) total dos bragcos relativo %
(L+C) (L/C)

3,06 2:,129
2,99 1,80
2,96 2,007

3,09 1,26
2,94 1,32
2,80 1,10

2iy80 1563
2,80 1,63
2,66 1,86

2isdid 1,04
2io 1t b |
2,43 55147

Al 1)
2,56 1,67
2,556 1,67

2,58 1574
2:559 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
2,40 15,57

AT 1,72
252 1,72
2,20 1LRriys

2,40 15,12:5
2,420 11
2,16 1,25
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Tabela 9: Medidas (u) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos
cromossomicos, considerados os bracos longos (L) e
curtos (C) na célula 5. (comprimento total do com-

plemento: 74,4)

Grupo Brago cromossomico Comprimento Proporcao Comprimento
(L) (C) total dos bracos relativo %

(L+C) (L/C)

2,96 21,17
2,96 2,17
25720 2520

2,80 1533
2,80 ALt
2,67 1550

2,82 1512
2,66 1,00
2555 101

2,61 1,97
253 1,97
2,50 1,94

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

2,48 1882
2,45 1563
2,45 1563

2445 2,07
25,45 2507
2,45 2507

2,34 132
2,35 1% 38
2535 1551

2,19 1,28
2,16 1551
2,08 1223

2813 1,67
2,00 1550
1795 1256
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Tabela 10: Medidas (u) de cromossomos (a, b, c) dos 10 grupos

cromossomicos, considerados os bracos longos (L) e

curtos (C) na célula 6. (comprimento total do com

plemento: 72,3)

Grupo Brago cromossomico Comprimento Proporcao Comprimento

(4]

(L) () total dos bracos relativo %

(L+C) (L/C)

2,80 1,10
2280 153
2,66 1,00

2,80 2,00
2,67 2,33
2507 Z Va0

2,67 1,50
2,67 1,50
2,53 7

2553 1haral
Zyno 1Lyl
2,53 1ol

2,40 1oy
2,40 L5,
2,40 1,57

2554 1,38
2,40 1557
25206 1545

2,40 N2
2,40 1,25
LA 1,13

2Ll ]85
2isi 1,83
PR AT 15583

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

2,00 1,29
2,00 1,14
2,00 et Iy
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Tabela 11: Medias (X % Sz, em u) dos bragos longo (L) e curto (C) de 18 cromossomos das 6 celulas
estudadas. Comprimento total médio do complemento: 26,54 * 0,79 (F para igualdade das
meédias; **: P < 0,01).

L+GYi
Cromossomo 26/ 540t 0.79

11,48 0,06

HIesliS 0,17

10,63 0,28

10,19 0532

10,00 0,22

9,93 0,02

9,47 OS50

2,14 0.27

0,21

0,02 9,04 0,18

113716 & 3920085
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ITI.4 - Germinagao e Producao de Sementes; Observagoes de

Campo

Os resultados dos testes de germinacao de sementes

retiradas de 13 plantas revelaram porcentagens de germinagao

variando de 0,0% a 42,9%. Das 910 sementes testadas, 198
(21,8%) germinaram (Tabela 12). Dentro dos objetivos deste
trabalho nao foi considerado definir os fatores envolvidos na
germinacao embora incompatibilidade de sementes, dormencia, de
generacao do endosperma, diferencas genéeticas, entre outras,
possam impedir a germinacao. Porem, foi constatada a presenca
de embriao nas sementes semeadas.

A producao de sementes, a 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 estagio de botao e em seguida ensacadas; das 530
flores examinadas, nenhuma produziu sementes. Das 670 flores
nao emasculadas e nao ensacadas, de 9 plantas, 187 (27,9%) pro
duziram sementes. Das 1471 flores controle (nao emasculadas e
nao ensacadas), de 9 plantas, 825 (56,1%) produziram sementes.

Observagoes de plantas em populagoes naturais nao re
velaram nenhuma atividade por parte de polinizadores. Muito
raramente, um polinizador em potencial pousava num capitulo,
porém, logo a seguir, abandonava a planta.

Segundo COLEMAN, 1986 (comunicagao pessoal) na re-
gido de Sao José do Rio Preto, E. squalidum foi observada ocor
rendo em populagoes mixtas ou em grande proximidade com as se-
guintes espécies:

l - E. polystachium

2 - E. tnaefolium
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callilepsis 1 3x 30
bupleurtfolium X 30
tvaefolium 2n 4x 40
odoratum 2n 6x 60
7 laevigatum 2n 6x 60
8 - purpurascens 2n 6x 60

Com a excessao de E. bupleurifolium todas estas es-

pécies tem a época de floragdo pelo menos parcialmente coinci-

dente com aquela de E. squalidum.
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Tabela 12: Germinabilidade em Eupatorium squalidum.

Planta n°®

0o ~1 o o B =

T
N H o W

AV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unespm.l 12 13 14

1:5

16

17

18



Tabela 13: Produgao de sementes por flores ensacadas e nao ensacadas de Eupatorium squalidum.

Planta ; ......Flores ensacadas Flores nao ensacadas

... ..Nao emasculadas ........ Emasculadas

N® de N¢ de % de N¢? de N® de % de N® de N? de % de
aquenios aqueénios aquenios aquenios aquenios aquenios aquénios aqueénios aquenios
com sem com com sem com com sem com

embriao embriao embriao embriao embriao embriao embriao embriao embriao

45 30 60,0 124 56 68,9
43 Z5 63,2 87 60 S952
52 5. 38,6 121 42 14752
8 76 e 125 105 54,3

17 83 170 1515 169 40,5
19 26 42,2 99 68 5983
9 22 29,50 69 69 5080

104 8,8 59 59 50,0

66 Si7 26 18 231

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Totais 187 483 2759 825 205l

Total geral 2671 aquenios
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IV- DISCUSSAO

IV.1 - Estudos Embriologicos

A ocorréncia regular de embriGes em ovulos de flores
ainda em fase de pré-antese (Tabela 1) e portanto impossibilita
dos de terem sido polinizados, & um forte indicio de apomixia
na espécie Eupatorium squalidum. Como ja mencionado, ha tres
possibilidades quanto ao tipo de apomixia: a embrionia adventi-
cia, a aposporia e a diplosporia.

0 fato de ndo ter sido observado em nenhum ovulo exa
minado, a formacdo de saco embrionario a partir de célula so-
matica do tipo aposporico ou de inicio de embrioes  formados
diretamente a partir de células somaticas do tipo embrionia
adventicia, eliminou-se a possibilidade de ser a apomixia em
E. squalidum um daqueles tipos. Também, nenhum ovulo mostrou
a presenca de tétrades de megasporos o que sugere a perda ou
modificacao da meiose na megasporogenese. A constatagao de que
o saco embrionario maduro resulta de tres divisoes sucessivas

do niicleo do megasporocito, que funciona como megasporo (Figu-

ras 1 a 7), concluiu-se que o tipo de apomixia em questao € a

diplosporia. Segundo NOGLER (1984) sao observados tres tipos
de diplosporia que sao: Taraxacum, Ixeris e Antennaria. Os dois
primeiros tipos sao caracterizados pela formacao de nucleos de
restituicdo na primeira divisao meidtica e dois niicleos nao re
duzidos na segunda divisdo. No tipo Izeris os dois niicleos nao
reduzidos entram diretamente na formagao do saco embrionario,en
quanto que no tipo Taraxacum forma-se uma parede entre 0s dois
nucleos nao reduzidos, um deles degenerando e o outro dando
origem ao saco embriondrio. No tipo Antennaria a divisao meio-
tica & substituida por divisdo mitotica do niicleo do megaspord

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  Eupatorium
riparium. O autor observou que clones de uma unica planta exi-
biram diplosporia do tipo Antennaria ou do tipo Taraxacum ou
até meiose completa dependendo do ambiente de cultivo.

O tipo de diplosporia provavel em E. squalidum € 0O
Antennaria. Esta conclusao foi baseada no fato de nao ter sido
observado nenhum megasporocito com nucleo em forma de haltere,
caracteristico de nucleo de restituicao (Figura 28). Tambem,
nao foi observada separacao por uma parede celular dos dois
nucleos iniciais, caracteristico do tipo Taraxacum. Diplospo-
ria do tipo Antennaria foi registrada previamente em E. glandu
lLosum (HOLMGREN, 1919) e E callilepsis (COLEMAN E COLEMAN, 1984).

Quanto a formacao do endosperma em Eupatorium squalz
dum, a sua presenca em ovulos examinados em fase de pré-ﬁntese
demonstra ser do tipo antonomo, ou seja, independente de fecun
dacao. O desenvolvimento antonoma do endosperma ocorre na maio

ria das espécies apomiticas da familia Compositae enquanto que

em outras familias € uma condigao esporadica (NOGLER, 1984). A

iniciagao autonoma do endosperma pode ser a partir de nucleos
polares livres ou a partir do niicleo central. STEBBINS § JENKINS
(1939) observaram endosperma 2n e 4n em Crepis originados res-
pectivamente de nucleos polares livres ou fundidos. As observa
coes embriologicas de Eupatorium squalidum demonstraram que OS
dois nicleos polares se unem e que o endosperma se inicia a
partir do nicleo central resultante (Tabela 1 e Figura 9). Co-
mo os niucleos polares sao diploides com 2n=30, o endosperma
originado da uniao daqueles nucleos sera necessariamente tetra
ploide com 4n=60.

GUSTAFSSON (1946) reconheceu trées estagios que condu
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zem a plena assexualidade do endosperma nas espécies com desen
volvimento autonomo. No estagio em que ele considerou  prima-
rio, os nlucleos polares se fundem antes da iniciagdo do endos-
perma. Este estagio € apresentado por Eupatorium squalidumalém

de ocorrer também em Eupatorium bupleurifolium (COLEMAN § COLE

MAN, 1984L Alchemilla sp. (MURBECK, 1902), Eurigeron ramosus

(HOLMGREN, 1919), Chondrilla sp. (PODDUBNAJA-ARNOLDI, 1933),Ta
raxacum sp. e Elastotema (FAGERLIND, 1944) entre outros.

No proximo estagio, os nucleos polares as vezes se
fundem e as vezes nao, assim podendo produzir endosperma 2n ou
4n. Esta condicdo € conhecida em Eupatorium glandulosum (HOLM-
GREN, 1919) Ixeris dentata (OKABE, 1932) e Crepis (STEBBINS §&
JENKINS, 1939).

Plena assexualidade ocorre quando os nucleos polares
nao se fundem antes da formacao do endosperma, condigao encon-
trada em Eupatorium callilepsis (COLEMAN § COLEMAN, 1984). Por
tanto os tres graus de assexualidade ocorre no genero FEupato-
rium.

Nas espécies sexuadas e em muitas especies apomiti-
cas pseudogamicas ou autonomas, o desenvolvimento do endosper-
ma precede o inicio de formagao do embriao. Poreém, outras
espécies apomiticas autonomas ou pseudogiamicas podem apresen-
tar situagao inversa, ou seja, a formagao do embriao precede
a formagao do endosperma como € o caso de Eupatorium squali-
dum e Eupatorium glandulosum (HOLMGREN, 1919). No caso de em-
brionia precoce isto &, a formacao de embriao ainda em fase de botdo,
das especies pseudogamicas, a formacao do endosperma € necessa
riamente retardada até antese, para fecundagao dos nucleos po-
lares. Porém, nas espécies autonomas a formagao de ambos, em-

briao e endosperma, pode ser iniciada na fase de botao, 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 embriao
ainda em fase de botao, elimina a possibilidade da sua forma-
cao atraves de fecundagao. No caso de Eupatorium squalidum ape
nas 20% dos ovulos em fase de pre-floracao apresentavam ainda
oosferas (Tabela 1). Considerando que uma grande parte dos
ovulos examinados em fase de pre-floracao foram coletados va-
rias horas antes da antese, a porcentagem de ovulos apresentan
do oosferas no momento exato da antese teria sido consideravel
mente menor. As observacoOes realizadas durante a fase de ante
se mostraram a presenca de oosferas em apenas 2% dos ovulos
(Tabela 1). Estes resultados demonstram que na espécie E. squa
lidum a embrionia precoce representa uma barreira quase abso-
luta a reprodugao sexuada. Esta conclusao € apoiada pelo fato
de que nenhum dos 1377 ovulos examinados nas fases de pré-an-
tese, antese e pos-antese acusaram a presenga de tubo polini-
co embora 1114 (80,9%) apresentassem embrizo. Por
tanto a prevalencia da embrionia precoce e a ausencia de tu-
bos polinicos indicam ser a reproducdao do material examinado
de E. squalidum, exclusivamente apomitico. Evidentemente, ni-
veis de reproducao sexuada extremamente baixos poderiam ter
passado despercebidos. Também existe a possibilidade da espe-
cie apresentar maiores graus de sexualidade em outras popula-
coes. Evidencias de sexualidade tem sido encontradas em espé-
cies préviamente consideradas apomiticas obrigatorias, como
por exemplo, Ramunculus auricomus € R. cassubicus (MARKLUND §&

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

(FURNKRANZ, 1961, MALECKA, 1973) e HZieracium aurantiacum (SKA

LINSKA, 1973, 1976). Porém, mesmo levando em consideracao es-
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ses casos e respeitando a tendéncia atual de questionar teori
camente a existencia da apomixia obrigatoria, concluiu-se no
caso de E. squalidum apos estudos embriologicos realizados,

ser o sistema geneético da espécie altamente fechado.

IV.2- Estudo da Microsporogenese

Previamente, outras trés espécies do género foram es
tudadas quanto a microsporogénese‘ E. bupleurifolium, E. cal-
lilepsts (COLEMAN § COLEMAN, 1984) e E. glandulosum (HOLM-
GREEN, 1919). Nesta ultima espécie, um triploide (2n=3x=51),
diplosporico autonoma, HOLMGREEN demonstrou que o comportamen
to da meiose € influenciado pela posicao da flor no capitulo.
Nas flores centrais os cromossomos nao pareiam e sao altamen-
te contraidos. Na metafase I, os cromossomos podem se alinhar
na placa com a separacao das cromatides ocorrendo na anafase.
Em outras ocasioes, os cromossomos ocorrem espalhados sobre o
fuso e sao distribuidos ao acaso inteiros para os polos. Ou-
tras células demonstraram situagoes intermediarias. Nas flo-
res periféricas do capitulo, as paredes celulares dos micros-
porocitos podem desintegrar-se liberando os cromossomos numa
matriz citoplasmatica, enquanto outras formam até varios biva
lentes.

Eupatorium bupleurifolium € uma especie triploide
(2n=3x=30) aposporica autonoma  COLEMAN § COLEMAN (1984) de-
monstraram que trivalentes predominam durante a profase de to-
das as células, podendo tambem ocorrer bi e univalentes.As fa

ses subsequentes da meiose revelaram as anormalidades espera-

das em conseqliencia do pareamento observado, isto e, CTOmMOSSO

mos retardatarios, distribuigao desigual dos cromossomos aos

polos durante aniafase e a formacao de micronucleos.
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Eupatorium callilepis € triploide (2n=3x=30) diplos-
porica autonoma. A profase da meiose da microsporogénese dessa
espécie mostra uma grande predominancia de univalentes em to-
das as ceélulas, podendo tambem ocorrer bivalentes ocasionais de
cromossomos fracamente associados. Os cromossomos sao todos
altamente contraidos, assumindo forma esferica mesmo quando
pareados. Cromossomos retardatarios, nucleos nao balanceados
e a formacao de micronicleos sao frequentes. Nucleos de resti
tuicao sao comuns e aproximadamente 50% das meioses nao sao
redutivas, resultando na formacao de diades de nucleos diploi
des (COLEMAN & COLEMAN, 1984).

Com base na associacao regular de quase todos os cro
mossomos do complemento em trivalentes, COLEMAN & COLEMAN
(1984) conluiram ser E. bupleurifolium um autotriploide.O nao
impedimento do pareamento nessa espécie coincide com o compor
tamento caracteristico das especies aposporicas (GUSTAFSSON,
1947; STEBBINS, 1950). GUSTAFSSON (1947) baseando-se nas pes-
quisas de HOLMGREEN (1919), sugeriu alopoliploidia para E.
glandulosum.

Levando em consideragdao que as especies diplospori-
cas autonomas tendem a suprimir o pareamento mesmo entre cromos
somos comprovadamente homologos, CHRISTOFF (1940) e COLEMAN §
COLEMAN (1984) deixaram de designar o tipo de poliploidia em
E. callelipis, indicando porém, a necessidade de estudos de
cariotipo para melhor definir a situacdo. Eupatorium squali-
dum apesar de ser tambem diplosporica autonoma, apresenta o

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

pis, podendo em determinadas células ocorrerem associados todos

os trinta cromossomos em 10 trivalentes (Tabela 2 e Figura 20).

Embora nao dispensando a necessidade de estudos do cariotipo,
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esta observacao permite a designacao de E. squalidum como au-
totriploide.

A producao de gametas nao reduzidos ocorre normal-
mente até em espécies sexuadas e existem evidencias de que es
se processo esta sob controle genético. No milho, por exemplo,
o gene '"elongate', localizado no Cromossomo tres, aumenta a
frequéncia de oosferas nio reduzidas (RHOADES, 1956). Também
no milho, ALEXANDER & BECKETT (1963) determinaram que a fre
quéncia de oosferas ndao reduzidas varia significativamente en-
tre diferentes linhagens. A frequencia entre .duas linhagens
testadas variou de 0 a 3,5%. A produgcao de gametas nao reduzi
dos pode ocorrer tanto para a producaode microsporos como pa-
ra de megasporos. Porém a fecundacoes 2n+n sao mais frequentes
que as n+2n, pois de uma maneira geral, o polen diploide nao
compete bem com o polen haploide (HARLAN & WET, 1975). Diante
dessas consideragoes, acredita-se que Eupatorium squalidum
apomitico e triploide, provavelmente originou-se de popula-
coes diploides sexuadas (2n=2x=20) atraves da fecundagao de
um gameta feminino nao reduzido (2n=20) por uma gameta mascu-
lino reduzido (n=10). E desconhecido se populacoes sexuadas
continuam a existir ou se foram substituidas inteiramente por

populacoes apomiticas. Considerando-se a extensa distribuigao

geografica da espécie, que vai desde Santa Catarina até o Amazo-

nas e Para (LORENZI, 1982), poder-se-ia supor da exis
téncia de populacoes sexuadas. Porém, se a nao redugao esti-
ver sob controle de um gene de ampla ocorrencia e alta pene-
trancia, seria concebivel a eliminacao total das populagoes se
xuadas.

A grande producdo de graos de polen vazios e deforma

dos evidencia a alta esterilidade de E. squalidum. Redugao da
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fertilidade € comum em autotriploides devido a formacdo e a se
gregacao irregular de trivalentes. Porém, ainda mais critica
do que a formagao de trivalentes € a formacao de CTOMOSSOMOS
retardatarios e outros distribuidos nas fases mais avancadas
de meiose (SPARROW et alii 1942; MYERS § HILL, 1942; MYERS,
1943), e que sao frequentemente encontrados em E. squalidum.De
vido a pequena probabilidade de formacao de nicleos geneticamen-
te balanceados, seria remota a possibilidade de formacao de
graos de polen viaveis por meiose redutiva na espécie estudada.
Meiose nao redutiva resulta na formacao de graos de polen tri-
ploide e presumivelmente invidveis. Porém, a possivel viabilidade
desses graos seria prejudicada pela exclusao de alguns dos
cromossomos do nucleo de restituicao, ocorréncia esta evidente-
mente frequente baseado na presenca de microsporos supernumera
rios nas diades (Figuras 34 e 35). Com base nessa considera-
coes, conclui-se ser pouco provavel a formacao de graos de po-
len viaveis em E. squalidum.

A formagao de nucleos de restituicao e fortemente re-
lacionada com a presenca de univalentes, tanto em espécies
apomiticas (GUSTAFSSON, 1947) como em espécies sexuadas (WAG-
NAAR, 1968 a; ISLAM § SHEPHERD, 1980) e evidentemente envolve
a ma funcao do fuso, uma vez que 0S Cromossomos nao sao trans-
portados normalmente aos polos. WAGENAAR (1961 a, b) demons-
trou, utilizando hibridos de Triticum, que a Anafase I somen-
te se inicia apos um determinado numero de Cromossomos terem
se acumulado na placa metafasica. Tambeém, BAJER § MALE-BAJER
(1972) demonstraram que oS centromeros podem servir como pon-

tos de ligacao dos microtlbulos por tempo limitado. Assim, a

anafase pode falhar se o tempo necessario para o acumulo do nu

mero minimo de cromossomos na placa for além do periodo funcio
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nal dos centromeros (ISLAM & SHEPHERD, 1980). Supde-se que me
canismo similar atua na formacao de niicleos de restituicido na
microsporogenese de E. squalidum.

A existencia de nucleos de restituicao na meiose da
microsporogenese de E. squalidum niao implica na sua presenca
também na megasporogénese. A micro e a megasporogénese sao
eventos independentes. Em geral, as espécies diplosporicas au
tonomas exibem divisdes mais regulares na megasporogenese do
que as da microsporogénese, sejam elas de carater mitotico ou
de formacao de nucleos de restituicao. As divisoes de carater
mitotico s3o notaveis pela total eliminagao do pareamento e
aquelas com nucleos de restituicao pela regular e total inclu
sao de todos os cromossomos nos nucleos diploides, evitando

assim as deficiencias (GUSTAFSSON, 1947).

Com base na falta de nlicleos de restituicdo observa-
dos através do seu formato tipico, isto &, de halteres, con-
clui-se pela divisdo mitotica na megasporogénese de E. squali
dum. Neste caso, haveria total supressao do pareamento, caso

ja observado em E. glandulosum (HOLMGREN, 1919).

IV.3 - Estudo do Cariotipo

A caracterizacao de espécies apomiticas como auto ou

£ &8 - .
alopoliploides e quase sempre realizada com base no pareamen-

to cromossomico durante a meiose da microsporogénese. No ca-
so das espécies pseudogamicas aposporicas e diplosporicas,es-
te procedimento provavelmente nao envolve riscos maiores do que os
que seriam encontrados na analise de espéecies sexuadas pela
mesma pratica. Porém, a situagdo muda no caso das espécies di
plosporicas autonomas, pois estas tendem a suprimir o parea-

mento cromossomico de homologos. Nestes casos, estudos do ca-
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riotipo sao geralmente necessario. No entanto, tais estudos em
plantas comprovadamente apomiticas sao infrequentes.

Baseados em estudos do cariotipo, SORENSEN & GUDJONSSON
(1946) concluiram serem as especies Tarazacum laciniositrons 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 divida, uma das principais razdes para a baixa
frequencia de estudos do caridtipo € o numero cromossomico al-
to da maioria das plantas apomiticas (GRANT, 1975).

Os estudos do cariotipo de Eupatorium squalidum indi-
cam a presenga,no complemento, de trés genomas morfologicamen-
te semelhantes, assim caracterizando a espécie como autotriploi
de (Tabelas 1 a 11, Figuras 42, 43, 44). A semelhanca entre os
trés genomas € reforcada pela distribuicao identica de hetecro
matina centromérica e pela semelhanca dos cromossomos SAT, (Fi
gura 46), nunca mais do que tres por ceélula. A presenca desses
trés cromossomos coincide com a presenca de 1 a 3 nucléolos
por célula, observados durante o estudo da microsporogénese, que
sao invariavelmente associados com o total de 3 cromossomos
SAT. Estas observagoes, mais a das associagbes dos 30 cromosso
mos do complemento em até 10 trivalentes durante a meiose, con
firmam a determinacao de ser E. squalidum um autotriploide. Os
estudos do cariotipo também concordam com os de meiose em nao
evidenciarem heteromorfismos estruturais.

O cariotipo de E. squalidum pode ser classificado co-

mo sendo homogeneo e simétrico (STEBBINS, 1971, GRANT, 1975 ),

ou seja, a variacao de tamanho entre os cromossomos € gradativa
e com centromero mediano ou sub mediano. Estas sao caracteris-
ticas geralmente consideradas como tipicas de caridtipos primi

tivos dentro de um grupo taxonomico (STEBBINS, 1971). Esta hi-
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potese porém, nao pode ser testada no nosso estudo uma vez que
nao existem publicados estudos de cariotipos de outras espécies
do genero.

Em certos géneros apomiticos como em Taraxacum € Hie-
racium, os niveis de poliploidia ndo passam-de triploide ou te
traploide, enquanto em outros géneros tais como: Crepis, Poten
tilla, Poa e Alchemilla, podem alcangar ou passar de decapléi
de (GUSTAFSSON, 1947; NYGREN, 1954; ASKER, 1977, 1985). Todas
as espécies de Eupatorium até agora estudadas em detalhe sao
triploides, trés delas, incluindo E. squalidum sendo 2n=3x=30
e uma 2n=3x=51. InvestigacOes preliminares de outras especies
de Eupatorium encontradas na regiao de Sao Joseé do Rio Preto
ja deram indicios de apomixia, sendo uma espécie triploide,
2n=3x=30 e tres hexaploides, 2n=6x=60. Duas espécies, uma di-
ploide, 2n=2x=20 e outra tetraploide,2n=4x=40, parecem ser se-
xuadas. O quadro parcial que se apresenta até o momento, € de
apomixia nas espécies poliploides impares e de sexualidade nas
espécies diploides e poliploides pares.

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

plantulas de E. squalidum indica ser este o numero caracteris-

tico da espécie, pelo menos nas populagdes estudadas. A Unica
plantula determinada como sendo hexaploide 2n=6x=60, originou-
-se provavelmente da duplicagdo do numero cromossomico
em tecidos somaticos que deram origem ao megasporocito. Nao se
sabe se plantas hexaploides conseguem se estabelecer em popula

goes naturais de E. squalidum.

IV.4 - Germinacao e Produgao de Sementes; Observagoes de Campo.

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

com a germinabilidade de 21,8%, demonstra a capacidade de E.
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squalidum se reproduzir a partir de sementes. A producao de aquée

nios por flores ensacadas e consequentemente impedidas de se-
rem polinizadas, sustenta a conclusao dessa espécie ser apomiti
ca,com desenvolvimento autonomo do endosperma. A producao redu-
zida de aquenios por parte das flores ensacadas intactas e a au
sencia de produgao de aquenios por parte das flores ensacadas
emasculadas sdo explicaveis com base na alteracdo do ambiente  das
flores em consequéncia do ensacamento e pelo prejuizo fisico
sofrido pelas flores emasculadas.

Ate o presente nao foi detectada nenhuma evidencia de
hibridizacao entre as espécies de Eupatorium da regiao de Sao
José do Rio Preto, embora condicoes de proximidade e época de
floragao pudessem permitir. A falta de hibridizagao poderia ser , por
um lado, devido a uma baixa afinidade genética entre as espée-
cies, formando uma barreira e, por outro, em consequencia des-
sas especies serem apomiticas e com baixa fertilidade do polen.
As espécies neste caso formariam sistemas genéticos fechados.
Evidentemente, as duas possibilidades nao sao mutuamente exclu-
sivas. Nao ha porem nenhuma evidencia do envolvimento de E.

squalidum na formagao de um complexo apomitico.
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- RESUMO E CONCLUSDES

Este estudo teve por objetivo investigar o modo de re
producao da espécie Eupatorium squalidum DC (COMPOSITAE) e foi
constituido das seguintes abordagens:

I - Desenvolvimento do gametofito feminino.

II Estudo da Microsporogénese.

- Estudo do Caridtipo.
Estudo da produgao e germinabilidade das semen-
tes.

v Observacoes de Campo.

Os estudos da megasporogénese e megagametofitogénese
foram realizados utilizando-se o método de clarificacao de ovu-
los. O material de estudo foi coletado de cinco plantas de po-
pulacdes naturais da regiao de Sao José do Rio Preto e fixado
emyEsA-Azue (CSR.AJES

Com base na falta de observagdao de nicleos mostrando
o formato de halteres, tipico de nicleos de restituigcao, ou de
produtos degenerados de meiose, concluiu-se pela divisdao mito-
tica na megasporogénese. A indicagdo € a da divisao do nicleo
do megaspordcito ser nao redutiva através de mitose ou de forma
cdo de nilicleos de restituicdo. O megasporocito funciona direta
mente como megdsporo e seu nicleo sofrendo trés divisoes suces-

sivas vai dar origem a um saco embriondrio com 8 nicleos, do ti

po Polygonum. Constatou-se que as antipodas formam trés célu-

las e param seu desenvolvimento e as sinérgides logo se degene-
ram. O inTcio de formagao do embrido a partir da oosfera prece
de a do endosperma e os dois nllcleos polares invariavelmente se
fundem, formando o nlicleo central que origina o endosperma.

A anilise do conteildo de 587 Svulos na fase de pré-an
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tese (botao fechado) revelou que 69,2% ja continham embrioces.A

constatagao de embrionia precoce representa uma evidencia bas-
tante forte de apomixia em E. aqualidum. Dois fatores indicam
ser a diplosporia o tipo de apomixia envolvido; 1°) a divisao
nao redutiva do nicleo do megaspordocito e 2°%) a nao observagao
de células aposporicas. Do total de 1377 ovulos examinados nas
fases de pre-antese, antese e pos-antese, nenhum revelou a pre
senca de tubo polinico embora 52,4% (722) continham embriao e
28,5% (392) continham embriao e endosperma. Esta analise refor
ca a determinacao de apomixia em E. squalidum e demonstra o de

senvolvimento autonomo do endosperma.

Botoes florais de seis plantas foram fixados em etanol abso-

luto e acido acético (3:1) e a microsporogenese estudada pela
técnica de esmagamento, usando carmin acético como corante. A
analise do pareamento cromossomico durante diacinese revelou
grande variabilidade entre microspococitos de plantas indivi-
duais, bem como entre plantas diferentes. Em certas células,to
dos os 30 cromossomos ocorreram como univalentes, e em outras,
todas associadas em dez trivalentes e ainda em outras, em niume
ros variaveis de univalentes, bivalentes e trivalentes. A con-
figuragdo média de 398 células analisadas foi de 15,1 univalen
tes, 4,1 bivalentes e 2,2 trivalentes. Nas diferentes plantas
estudadas, o-nimero médio de univalentes por célula variou de
5,0 a 27,9, o de bivalentes de 0,9 a 6,6 e de trivalentes de
0.-1%can5 4,

Nas fases de meiose subsequentes a diacinese foram
observadas varias anormalidades. Na metafase, Cromossomos nao
alinhados na placa, especialmente univalentes, foram frequen
tes. Durante a aniafase I foram observadas a disjuncao precoce
das cromatides, cromossomos retardatarios, e a distribuigao de

sigual dos cromossomos aos polos. A segunda divisdo também mos
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trou a presenca de cromossomos retardatarios, bem como a forma
cao de nucleos de diferentes tamanhos, indicando duplicagoes e
deficiencias de cromossomos.

A formacao de nucleos de restituigao foi observada,
principalmente na primeira divisao, mas também na segunda. A
frequencia de meiose nao redutiva variou nas plantas estudadas
de 17,6 a 96,9%. Os graos de polen formados como produtos de
meiose redutiva seriam caracterizados por um alto grau de este
rilidade devido ao nao balanceamento genetico. Existe uma pos-
sibilidade de fertilidade dos graos de polen tripldides produ-
zidos por meiose nao redutiva, porém, esta possivel fertilida-
de seria diminuida pela nao inclusdao de uma parte dos cromosso
mos no nucleo de restituicdo, fenomeno este observado com fre
quencia.

Os estudos de cariotipo foram baseados na analise de
seis ceélulas de pontas de raizes fixadas em etanol absoluto e
acido acético (3:1), pré-tratadas com oxiquinoleina (0,002M) e
coradas com carmin acético. O tamanhO médio dos cromossomos foi
de aproximadamente 2 a 4 com Cromossomo submetacéntricos.

Medidas do brago longo (L), do brago curto (C), do
comprimento total (L+C) e da proporgao dos bragos (L/C) permi-
tiram reconhecer tres genomas identicos no complemento, o que
indica ser E. squalidum um autotripldide 2n=3x=30. Autotriploi

dia também & indicada pela presenca de trés CromossoOmos SAT

morfologicamente semelhantes no complemento e pela distribui

cao identica de heterocromatina centromérica nos trés genomas.
A observacao de até dez trivalentes em profase de meiose da mi
crosporogenese também colabora com a designagao de E. squali-

dum como autotriploide.

A capacidade de populagoes da espécie se manteram a
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partir de sementes € indicada pela formagao de aquenios em
56,1% (825) de 1471 flores marcadas e pela germinacao de 21,1%
(198) de 910 sementes postas para germinar em placas de Petri.
A formagao de sementes, mesmo por flores ensacadas, constitue
outra evidencia em favor da existéncia de apomixia com desen-
volvimento autonomo do endosperma em E. squalidum, bem como
a observacao da ausencia total de polinizadores trabalhando
nas flores.

Embora a espécie estudada forme populacoes mixtas ou
em grande proximidade com outras oito espécies do género na
Regiao de Sao José do Rio Preto, com épocas de floragao coin-
cidentes com sete delas, nao foi detectada nenhuma evidéncia
que indique hibridizagao interespecifica, ou a existencia de
um possivel complexo apomitico. Fatores que poderiam servir
para impedir hibridizagdo interespecifica sao a embrionia pre
coce e a reduzida fertilidade masculina em E. squalidum, con

digOes semelhantes possiveis entre outras espécies e diferen-

ciagdo genética incluindo niveis de ploidia entre as espécies.
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VI - SUMMARY

This study had as its objective the investigation  of
the reproduction of Eupatorium 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 Sao José do Rin Preto,
SPo. Brazil. E.A.A. and G.R.A.E. were used as fixatives

Observations failed to reveal the formation of
megaspores or degenerated products of meiosis, which indicates
the division of the megasporocyte nucleus to be non-reductive,
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

8-nucleate 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
developmenf 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 pre-anthesis (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. squalidum. 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 pre-an-
thesis and post-antesis, 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 E. 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 non-reductive 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 non-reductive meiosis; however, the possibility of
fertility would be reduced by the non-inclusion of some
chromosomes in the restitution nucleus, a frequently 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 fixative,

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 E. 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 microsporogenesis
also collaborates the designation of E. squalidum as being an

autotriploid.
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The capacity of populationsof E. squalidum 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. squalidum, as does also the observation that virtually
no pollinators work the flowers.

Although E. squalidum forms mixed populations or occurs

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

region of Sao José 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
lZdum, similar conditions in some of the other species and
genetic differentiation, including ploidy level, between E. squa

lidum and the other species.
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APENDICE

PREPARO DOS REAGENTES E DAS DROGAS USADAS NAS TECNICAS DESCRITAS

CARNOY

3 partes de alcool etilico absoluto

1 parte de dcido acético glacial

Uso: na fixagao de anteras para o estudo de microsporogénese e

pontas de raizes para estudo do caridtipo.

. Acido cromico
Acido acético glacial
Agua destilada
Formalina
Kgua destilada

F.A.A.

500 ml alcool etilico (95%)

50 ml acido acético

115 ml1 formaldeido (35%)

335 ml agua destilada

Uso: F.A.A. e CRAF usados na fixagao de oOvulos para o estudo

da megasporogénese.

HERR (solugao 4 1/2 por peso]

Fenol il |

Cloral hidratado 1

Oleo de cravo 1

Acido 1litico 1

Xilol 1/2

Uso: clarificacgao de 8vulos inteiros

MEIO DE HOYER

50 ml agua destilada
30 g goma ardbica

20Q g cloral hidratado
16 m1 glicerina

Uso: para montagem de G8vulos clarificados e para fazer prepara-

cOes permanentes de cromossomos meidticos e mitdticos.
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