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INTRODUCAO

Quando se realizou a Primeira Reunido Sul Americana de Boténica,
apresentamos uma nota preliminar (8) sobre a obtengdo de poliploidia
em algoddo pela colchicina. Pelo tratamento de sementes de Gossypium
herbaceum (2n=26) e G. hirsutum (2n=52), haviam sido obtidas
plantas respectivamente com 2n =52 e 2n=104. A imersdo de sementes
deslintadas em uma sclugdo de colchicina a 0,159, durante cerca de
16 horas foi o tratamento do qual resultou um maior ntimero de plantas
“duplicadas’. V4rios outros tratamentos, entretanto, como com solugdes
a 0,075%% e 0,3%, durante 25 e 48 horas, tambem produziram plantas
poliplbides.

As sementes de G. hirsutum eram provenientes de um campo de
multiplicagdo de uma variedade comercial, ao passo que as de G. herba-
ceum se originavam de plantas que foram autofecundadas por vérias
geragdes. Diferentes tipos de anormalidades foram encontrados entre
as plantas originadas dos tratamentos de sementes de G. Airscutum ;
algumas destas sementes ndo reagiram ao tratamenio, dando plantas
normais; as plantas obtidas dos tratamenios de sementes de G. Aerba-
ceum, entretanto, mostraram que estas reagiram mais uniformemente a
droga, sendo todas igualmente anormais. As determinagbes dos nu-
meros de cromosdmios foram feitas em pontas de raizes, quando as plantas
tinham a idade de cinco meses e meio; nessa ocasido ainda ndo haviam
florescido.

No presente artigo, somente as experiéncias com G. hirsutum serdo
apresentadas; deixamos para uma futura publicagdo os resultados obti-
dos com G. herbaceum.

{*) Tradugio do original em inglés publicado em The Botanical Gazetle 102:287-294. 1940.
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OBSERVACOES MORFOLOGICAS

As sementes tratadas com uma solucdo d= colchicina de baixa con-
centracio (0,0607), por um tempo relativamente longo (16 horas), ndo
procuziram sendo plantas normais. As szmentes tratadas com solugdo
de alta concentracdc (0,605, por pouco tempo (4 horas), produziram
plantas kastante anormais, porem muitas delas ndo conseguiram scbre-
viver ao estado cotiledoaar. Seus hipocotilos apresentavam-se inchados
e suas raizes pouco desenvolvidas; nestas, foram encontradas células
ras quais se podem contar 2n=104. Pelo uso de uma solugdo de con-
centragio moderada (0,1507), durante 16 horas, obtiveram-se plantas
normeais e plantas anormais; entre estas, varias morreram logo. Este
fratamento, entretanto, foi considerado como o mais eficaz na producdo
de plantas inteiramente octopldides. Tanto este tratamento como os tra-
tamentos mais fortes podem produzir plantas inteiramente octopldides,
aparentemente desprovidas de quimeras ; todavia, as plantas octopléides,
oktidas pelo tratamento mederado, teem probabilidads maior de sobre-
viver do gue as obtidas de sementes forlemente tratadas, sendo tambem o
seu desenvolvimento muito mais reqular.

Diversos tipos de anormalidades sdo constatados entre as plantas
provindas de sementes que passaram pelos iratamentos mais fortes,
anormalidedes essas gue ndo ocorrem entre as oulras. Por exemplo,
uma szmo~te que sofreu um tratamento forte produziu uma planta octo-
ploide and (Zn =104 em pontas de raizes), cujas folhas eram inteiramente
diferentes das de todas as outras, e que ndo floresceu ainda, s2 bem que
ja esteja com mais de 13 meses de idade (flig. 2). Uma ouira planta
oclopldide interessante (fig. 3) tem suas flores reduzidas a uma simples
bractea, com um célice reduzido em sua base (fig. 4).

As plantas que pareciam ser tetrapldides foram eliminadas e cerca
de 7005 das que pareciam ser octopldides foram conservadas até apds
florezcimento. Foram raras as plantas que, examinadas dspois, provaram
ser inteiramente octopldides. Verificou-se que muitas das raizes se com-
punham de uma mistura de tecidos com 52 & 104 cromozdémios. Mais
tarae, no estudo da microsporecgénese, células tetrapléides e octopléides
foram algumas vezes observadas na mesma flor.

Vérios caracteres servem para a identificagdo das plantas octoplbi-
des adultas: seu desenvolvimento restrito (fig. 5), sua ramificagdo
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anormal, suas fclhas grossas, de um verde mais escuro que nas plantas
normais, e flores que ndo se abrem facilmente, teem pétalas mais grossas
e antenas indeiscentes (fig. 6). O tamanho das folhas era muito variavel
entre os octopldides, sendo algumas muito delicadas e outras extrema-
mente grandes.

OBSERVACOES CITOLOGICAS

Fizemos uma andlise da distribuicdo dos cromosdmios nas células-
méies de grdos de polen das plantas octopléides. Os botdes foram colhidos
e fixados numa mistura de 3 partes de 4lcool e uma parte de &cido acético.
Depois de 24 horas, foram transferidos para élcool a 7004 e as anteras
examinadas pelo método do carmim acético. Todos os desenhos, com
excegdo da figura 20, foram feitos com o auxilio de uma cdmara clara,
usando-se ocular 10X e cobjetiva 90X, o que dava um aumento de 1070
didmetros. '

E dificil observar a profase em detalhe. Os longos cromos®mios
ainda filamentosos podem ser vistos enquanto ndo se faz pressdo sobre a
laminula, mas guando o material & esmagado, eles se fornam menos
visiveis, confundindo-se com o plasma colorido. Um Gnico grande nu-
cléolo pode ser observade longamente na profase. BotSes de diversos
tamanhos mostram durante varios dias somente células profésicas, e as
fases seguintes sucedem-se rapidamente, de forma que podem entdo
ser encontradas na mesma antera células em todos os estados de divisdo,
desde a profase até a formagdc de quartetos.

A formagio de quadrivalentes, a separagdo das metades dos biva-
lentes, e uma consideravel porgdo de associagdo secundéria tornam
dificil a contagem dos cromosémios em metafase 1. A figura 7 mostra
células prometafdsicas, tendo alguns bivalentes livres e outros associados
em grupos de dois, quatro e mais. Na figura 8 observa-se uma asso-
ciagdo ainda maior ; esta pode tornar-se tdo intensa a ponto de ndo se
distinguirem os cromosémios uns dos outros (fig. 9). Junto a células
como a que & ilustrada na figura 10, aparecem outras (fig. 11), nas quais
se podem contar mais facilmente os cromosémios. A diferenca de inten-
sidade de tal aglomeracdo nestes estados pode ser causada por vérios
graus de associagdo secundéria em estados mais jovens.

Como j4 foi dito, a contagem dos cromosémios em vistas polares de
metafases [ é dificil. A biparticdo de vérios cromosémios e a unido de
outros em pares ou grupos maiores causam confusdo; alem disso, a
separagdo anafdsica ndo se da ao mesmo tempo para todos os cromosé-
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mios: os univalentes sdo vistos frequentemente distanciados da placa
equatorial. Uma vista lateral de uma anafase [ é apresentada na figura
12, onde se pode verificar que alguns cromosdmios se dirigem para os
polos antes dos outros. CQutras anafases foram encontradas, nas quais a
separagdoc dos cromosdémios ocorria regularmente e ao mesmo tempo
para todos os cromosémics. Na anafase I adiantada, quase todos os cro-
mosdmios j8 estdo divididos (fig. 13).

Vérias anafases I foram observadas em detalhe e quase sempre se
verificava que, para cada polo, se dirigiam 52 cromosémios (fig. 14).
Algumas células-mdes de grdos de polen, entre muitas normais da mesma
antera, mostraram diversos tipos de anormalidades, assim como distri-
buigdo desigual e perda de cromosdmios entre os dois polos, citoquinese
depois da primeira divisdo, etc. Este Gltimo tipo de anormalidade foi
observado somente uma vez e constifuia um caso muito interessante,
pois o citoplasma se dividia em trés porgdes (fig. 15).

Pode-se cbservar no fim da primeira anafase uma aglomeragdo dos
cromosdmios, idéntica aquela observada anteriormente (fig. 16). Entre-
tanto, parece gue a regra mais geral é a imediata formagdo de duas se-
gundas placas equatoriais (figs. 17 e 18). Nicleos interquinéticos, nos
quais os cromosdmios se tornam menos compactos, sdo formados quando
ndo se did nem aglomeragdo nem arranjo imediato das segundas meta-
fases. Os cromosdmios podem ser contados com facilidade na metafase II.
Na segunda divisdo, como na anafase I, 52 cromosémios sdo distribuidos
para cada polo. Quase todas as anafases II s8o regulares. Alguns cro-
mosdmios ocasionalmente observados como perdidos entre os polos neste
estado (fig. 19) sdo usualmente 'laggers’” da primeira divisdo. Por
predominar a regularidade nestas divisdes, cerca de 739 dos “'quartetos’
formados teem realmente quatro células; somente cerca de 1504 dos
microsporocitos formam “‘quartetos’” com 5 células e 1204 com 6 células.
Né&o é frequente a formagdo de ‘‘quartetos”’ com um maior nimero de
células.

Um interessante tipo de anormalidade, isto é, o arranjamento das
células-mées do polen em sincicios (fig. 20), j4 observado por Levan (3)
em Pelunias octoplbides, foi tambem notado em algumas de nossas
plantas. Em alguns casos, foi possivel determinar a natureza mizopléide
destes algodoeiros, mas em outros pareceu-nos quase certo que se tra-
tava de plantas inteiramente octopléides. Foi dificil determinar se as
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células que assim se ligavam eram tetrapldides ou octopléides. Parece
evidente que a anastomose das células ocorreu durante a profase da pri-
meira divisdo. As duas mitoses processavam-se regularmente na maior
parte das células, formando quatro nicleos telofasicos normais, se bem
que se tenha notado uma transferéncia de matéria cromética de algumas
células para suas vizinhas; & possivel que esta transferéncia tenha ocor-
rido em consequéncia da pressdo exercida sobre a laminula.

ESTUDOS SOBRE O POLEN, SEMENTE E PROGENIE

Como j& dissemos, um dos carateristicos das plantas octopldides
era a indeiscéncia de suas anteras. Este fato é responsavel pela sua alta
esterilidade, desde que o pistilo se apresentava sempre normal, sendo a
microsporogénese tambem guase inteiramente normal. Ocasionalmente,
entretanto, algumas anteras de uma flor apresentavam-se deiscentes.
Estudando o tamanho dos grdos de polen, verificou-se que algumas an-
teras eram dipléides e outras tetrapldides. Os grdos de polen das plantas
ndo tratadas (2n=>52) tinham um didmetro de 106,5 + 5,6y, enguanto
os das plantas tratadas (2n=104) eram em geral maicres e mais varia-
veis, tendo um didmetro de 138,5 + 12,24, Nas plantas tetrapléides o
coeficiente de variabilidade era de 5,505, ao passo gue nas coctopldides
era de 8,804.

Procedeu-se a autopolinizacdo e tambem & polinizagdo cruzada das
plantas octopléides, neste Gltimo caso usando polen de plantas normais
(tetrapléides) e tratadas (octopldides cu ndo) ; porem ndo se obteve um
tnico fruto maduro de mais de cem flores manipuladas. As flores poli-
nizadas artificialmente produzem um frutc que ndo chega a se desen-
volver muito, caindo 3 a 12 dias apds a polinizagdo. DDa mesma forma,
ndo foi obtida maturagdo dos frutos em enxertos dos octopldides sobre
plantas tetrapléides. Ocasionalmente, entretantc, amadureceram alguns
frutos de flores ndo manipuladas, e, portanto, de polinizagdo ndo contro-
lada. Estes raros frutos diferiam dos anormais por serem gquase estéricos,
menores e conterem um reduzido nGmero de sementes. Enquanto as
sementes das plantas nfo tratadas eram uniformementes pequenas e longas,
pesando cerca de 0,73 gr, as sementes obtidas das plantas tratadas varia-
vam em forma, tamanho e pesc. Na maior parte dos cascs, elas eram
semelhantes as normais em forma e tamanho, pesando de 0,71 a 0,87 gr ;
em outros cascs, entretanto, as sementes eram quase esféricas e muito
maiores, pesando de 0,93 a 1,22 qgr.
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Uma parte das sementes foi semeada em caixas de Petri; depois
de germinadas, foram transferidas para vasinhos com terra. A principio,
somente uma pequena percentagem das sementes mailores germinou,
ao passo que todas as normais germinaram rapidamente. Um aumento
na percentagem de germinacdo foi alcancado depois, cortando-se a
testa em uma das pontas (1). Todas as plantas assim cbtidas eram de
aparéncia normal ; floresceram e frutificaram. Em muitas delas deter-
minamos o nimero de cromosdmios (2a=52).

DISCUSSAO

Especislistas (2, 4, 6, 7) do género Gossypium teem sugerido que a
duplicac¢do dos cromosdmios de tipos ancestrais produziram os algodtes
americanos com 2n=52. Desde gque estes sdo considerados tetrapldides,
as plantas com 2n =104 sdo octopldides. A associagdo secundaria dos
cromosdmios encontrada nos octopldides é semelhante aquela que ocorre
nos tetrapléides. As anormalidades encontradas durante a microsporo-
génese dos octoplbides sdo pouco mais pronunciadas que as citadas por
outros autores nos tetrapldides. Considerando que na megasporogénese
scorram ndo maiores irregularidades que na microsporogénese, espera-
se que elas ndo sejam responsaveis pela frutificagdo extremamente baixa
dos octopldides, pois a maior parte das células-ovo deveriam {funcionar
normalmente. A alta esterilidade dos octopldides deve originar-se prin-
cipalmente da indeiscéncia das anteras e outros distirbios fisioldgicos.

O tato de serem mais anormais as plantas provindas de tratamentos
mais fortes com colchicina, sugere que esta, alem de produzir a dupli-
cagdo do nGmero de cromosdmios, promova ainda mudancgas na estrutura
cdos cromosdmios ou mutagdo de gens. A produgdo ccasional de sementes
pelas plantas octopldides e a natureza tetrapléide das plantas obtidas
das mesmas, podem ser explicadas pelo desenvolvimento partenogené-
tico de células-ovo com 52 cromosbémics, ou pela fusdo de dois gametas
com 26 cromosdmios, podendo ser estes derivados de ilhas ds tecido
tetrapléide. A segunda hipdtese & muito mais provavel, pois tais ilhas
de tecido tetrapléide foram realmente constatadas ndo =6 em raizes
como, tambem, em anteras.

A forma arredondada, o tamanho maior e, consequentemente, o
peso mais elevado das sementes devem ser interpretados como resul-
tantes da influéneia da planta-mde octopléide. O gigantismo dos orgéos
vegetativos, encontrado em outros polipldides conhecidos, ndo foi cons-
tatado no Gossypium octopléide.
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SUMARIO

1. Plantas tetrapléides e octopléides foram obtidas de sementes
de Gossypium herbaceum e G. hirsutum, tratadas com colchicina.

2. As sementes de G. herbaceum eram bastante homozigotas e
reagiram em regra mais uniformemente para o alcalbide do que as de
G. hirsutum.

3. A microsporogénese em G. hiroutum octopldide (2n=104) é
descrita com algum detalhe; algumas irregularidades cromosémicas
foram observadas; os grdos de polen sdo maiores que os das plantas
tetraplbides normais. A despeito de se enconirarem raros grdos de polen
“vazios'', as plantas sdo altamente estereis. As anteras sdo quase sempre
indeiscentes.

4. N3o se conseguiu frutiicagdo quando as flores com anteras
deiscentes foram autopolinizadas e quando outras flores foram polini-
zadas com polen de plantas tetrapldéides e octoplbides.

5. Alguns frutos foram obtidos de flores ndo manipuladas, e, por-
tanto, de polinizagdo ndo controlada. Em alguns deles as sementes
eram guase redondas, maiores e mais pesadas que as normais; a testa
da semente era dura e a percentagem de germinagdo baixa. Plantas
normais tetraplbides foram obtidas das que germinaram.
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SUMMARY

1. Octoploid and tetraploid plants were obtained from seeds of Gossypium hirsutum
and G. herbaceum treated with colchicine.

2. The seeds of G. herbaceum were generally homozygous and reacted as a rule
more uniformly to the drug than did the seeds of . Airsutum.

3. Microsporogenesis in octoploid (2n=104) G. Airsuium is described in some
detail : a few chromosomal irregularities were observed and the pollen grains are larger
than in the normal tetraploid plants. In spite of the fact that empty pollen grains were
rarely found, the plants are highly sterile. The anthers are almost always indehiscent.

4. Flowers with dehiscent anthers were self-pollinated, and others were cross-polli-
nated with pollen from tetraploid and octoploid plants. No fruit set occurred.

5. A few fruits from open-pollinated flowers have been cblained. Their seeds were
in some cases almost spherical and were larger and heavier than the normal. The seed
coat was very hard and the percentage of germination low. These seeds yielded normal
tetraploids (22 =52).
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1-6. Gorsypium hirsutum. Fig. 1, 20 =752, planta nermal. Fig. 2, 2a=104, de semente

tratada fortemente : ndo produziu flores. Fig. 3, idem, de semente tratada forte-
mente : flores reduzidas a bracteas. Fig. 4, “llcres'” anormais de planta que
se vé& nafig. 3. Fig. 5, 2n=104, de semente tratada. Fig. €, de duas plantas
com 2Zn=104 e 2n=32: notese & indeiscénecia das anteras na flor com
2n=104, & esquerda.
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Figs. 7-20. Gossypium hirsutum, 2n=104. Fig. 7, associagdo secundéria em células-mies de
polen. Fig. B, associagdo mais pronunciada dos cromosfmics. Fig. 9, aglomeragéo
dos cromos8mios em célula-mae de polen. Fig. 10 (2r=1047), vista lateral de me-
tafase 1. Figs. 11, 12, idem de metafase [. Fig. 13, vista polar de anafase I; cro-
mosdmios j& divididos. Fig. 14, anafase I adiantada ; 52 cromosémios em cada polo.
Fig. 18, citoquinese depois da primeira divisdo. Fig. 18, aglomeragdo dos cre-
mosdmios depois da primeira divisdo. Fig. 17, metafase II; 52 cromosémios em
cada placa. Fig. 18, metafase II; os cromosdmics aparecem duples. Fig. 19,
arranjo multipolar dos cromosémiocs. Fig. 20 (2n=104, ou mizopléide), sincicic
de células-mies de polen.





