OBSERVAGOES CITOLOGICAS EM CITRUS

V. Poliploidia em relagdo a densidade e ao tamanho dos estomas
em Citrus e outros géneros das Aurantioideae.

C. A. Krug
0. Bacchi

INTRODUCAO

O estudo da influéncia do nimero de cromosdmios sébre a densi-
dade e o tamanho dos estomas nas f6lhas j& tem sido realizado em nume-
rosas plantas; de um modo geral, verificou-se qus um aumento do
niimero de cromosdmios resulta num aumento do tamanho dos estcmas
e numa diminuigdo do seu nimero por unidade de drea. Isto se explica
pelo fato de as ¢élulas, contendo nilicleos polipléides, serem, regra geral,
de tamanho também maior do que as que possuem nicleos diplbides.

A natureza dos estomas em Citrus e outros géneros da sub-familia
das Aurantioidez ja tem sido objeto de estudos por parte de vérios inves-
tigadores. Assim, Reed e Hirano (12) se preccuparam, de preferéncia,
com a densidade dos estomas nas [8lhas de Citrus sinensis e C. limon,
chegando as seguintes conclusdes: gue éstes sb sdo encontrados na
face inferior das f&lhas ; que existern grandes variagdes no seu tamanho
na mesma {6lha ; constataram a presencga de 4reas desprovidas de estemas
em tbrno dos pélos epidermais, das glandulas de dleo e de estomas muito
grandes e, ainda, um arranjo radial dos estomas em térmo daqueles
gladndulas e variagdes na sua densidade nas diversas reqgides da {8lha,
existindo poucos em sua base, um niimero méximo no centro e interme-
didrio na ponta. Acharam, mais, que o aumenio do tamanho das {&lhas
e o scmbreamento diminuem a densidade dos seus estornas. Hirano (8)
examinou um grande nimero de representantes da sub-familia das
Aurantioidez, procurando correlacionar o grau de densidade dos estomas
com as condicdes ecoldgicas existentes nas regides de origem ou nas
zonas de mais facil adaptagdo de cada um déstes representantes. De
modo geral concluiu que as espécies de Crtrus com 500 ou mais estomas
por mm? vegetam de preferéncia nos trépicos, portanto em clima Umido
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e quente, e que aquelas com menos de 500 estomas por mm? sdo encon-
tradas mais freglentemente em reqgides localizadas entre 23,8 e 44¢
latitude N e S do Equador, existindo, eniretanto, varias excecdes a esta
regra. Verificou, mais, que é grande a variabilidade do nmero médio
de estomnas, por unidade de &rea, dentro de cada espécie, afastando-se
os extremos de cada grupo de menos de 100 por mm? para C. aurantium,
C. junos e C. paradisi ; de 100 a 200 por mm? para C. Aysirix, C.
{imon, C. maxima e C. sinensis e mais de 200 por mm? para C. au-
rantifolia, C. medica e C. reliculata. Entre os géneros, as dilerencas
verificadas foram ainda muito maiores, tendo sido as médias minimas e
méximas encontradas, respectivamente, de 167+1,7 por mm? para
Eremocitrus glauca e 1.064 13,7 para Severinia buxifolia.

Turrell e Klotz (14) estudaram os estomas na casca dos frutos da
Washington Navel (C. sinensis), concluindo que a sua densidade é
maior nos frutes pequencs e que em térno das gléndulas de bleo o seu
arranjo & também radial como cbservado por Reed e Hirano (12) nas
i6lhas.

O presente trabalho foi iniciade pelo primeiro dos autores na Citrus
Experiment Station, Riverside, Califérnia (USA) (*) e completado pelo
ouiro autor na Secgdo de Citologia do Instituto Agrondmico do Estado
de S8o Paulo, em Campinas. Teve por finalidade: 1) tentar explicar,
pela possivel existéncia de tipos poliplbides, a razdo da grande varia-
bilidade do ntmero de estomas encontrada, por unidade de &rea, por
Hirano (8), e 2) tentar delinear um método simples de identificar mudas
tri e tetrapldides em viveiros de Crirus pela determinag¢do do tamanho
dos seus estomas.

NUMERO DE CROMOSOMIOS F. DENSIDADE DOS ESTOMAS

Com o intuito de verificar se a grande variabilidade na densidade
dos estomas encontrada por Hirano (B), em numercsos representanies
do género Crtrus e outros géneros préximos da mesma sub-familia, talvez
pudesse ser explicada, ao menos em certos casos, pela existéncia, neste
material, de formas polipléides, procedeu-se & realizagdo de pesquisas
bibliogréficas, com o fim de conhecer a constituicdo citolégica do material
utilizado, e, também, & contagem do nimero de cromosémios em 18
dos individuos examinados por aquéle autor, todos existentes na colegdo
da Citrus Experiment Station de Riverside, Califérnia. As determinacdes
do nGmero de cromosdmios, feitas por outros investigadores, em localidades

{*) Guggenheim Fellow 1940-41.
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diferentes, naturalmente sé podem ser interpretadas com certas reservas
em relacdo a densidade dos estomas nas respectivas espécies, feitas
exclusivamente em Riverside. As novas contagens foram efetuadas pelo
primeiro dos autores, em meristemas de raizes obtidas de estacas na
Estacdo Experimental acima referida.

No quadro I apresentamos o material estudado por Hirano (8) e
os seus respectivos niimercs de cromosfmios :

QUADRO 1
DENSIDADE DOS ESTOMAS (1) E NUMERO DE CROMOSOMIOS

N.¢ DE CRO-
C.ES. GENERO, ESPECIE | N.o de estomas | MOSOMIOS AUTOR
n.e (2) OU VARIEDADE por mm?
n 2n
Citrus aurantifolia
564 Bearss Seedless Lime ..| 326 + 2,4 — 27 | Krug 1943
391 Tahiti Lime ........... 375 + 3,2 — 27 | Krug 1943 (3)
452 Kusai Lime ........... 595 + 2,8 — 18 | Krug 1943
1710 Mexican Lime ........ 514 £ 2,6 — 18 | Krug 1943
1665-B | C. junos .....cccvnvun.. 429 4+ 2,3 9 — | Nakamura 1934
432 | C. hystrie (4) oo vnn. ... 580 + 2,4 9 — | Krug 1943
(flhas e frutos grandes)
2454 | C. Aystrix ..ovviienen-.. 704 + 3,5 — 18 | Krug 1943
{(f8lhas pequenas, frutos
pequenos, enrugados)
C. limonia
400 Rough lemen (8) ...... 852 £ 2,8 — 18 | Krug 1943
1482 Sweet lemon (5) ....... 635 + 2,5 —_ 18 | Krug 1943
Eureka lemon (5) ...... 636 = 2,5 9 — | Longley 1925
584 Lisbon lemon {(5}....... 743 &+ 3,6 — 18 | Krug 1943
C. nobilis
1852 Kunembo ............. 377+ 4,8 —_ 9 | Nakamura 1934
277 Dancy (6)............. 415 + 1,8 18 | Longley 1925
Bacchi {n&o pu-
l()licado, 1943)
7)
—_ Unshiu (Satsuma) (6) ..| 445 + 2.8 8 Osawa, 1912
5094 King ..........ccoont 463 £ 2,7 9 — | Frost (ndo publi-
cade, 1927) e
Nakamura, 1934
270 Clecpatra (6) ......... 852 &+ 3,7 — 18 | Bacchi (n&o publi-
cado, 1943) (1)
696 Kinckuni.............. 582 + 2,6 9 18 | Nakamura 1934,
Bacchi (ndo pu-
l(s%cado, 1943)
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N.e DE CRO-
CES.| GENERO, ESPECIE |N.o de estomas | MOSOMIOS AUTOR
n.2 (2) OU VARIEDADE por mm?
n 2n
C. medica
138-B Indian Citron ......... 852 + 2,2 —_ 18 | Krug 1943
757 Phillipine Citron ...... 623 x 3,3 — 18 | Krug 1943
601 Chinese lemon ........ 643 + 3,3 — 18 | Krug (ndo publi-
cado, 1941)
128 Italian Citron ......... 873 & 4,7 —_ 18 | Krug 1943
1458 | C. mibis oo ovovvivien.... 665 4 7,7 9 18 | Longley 1925
Bacchi 1240
—_ Marsh ................ 583 3,2 9 — | Longley 1925
C. sinensis
255 Lue Gim Gong Orange 402 £ 2,5 9 — | Nakamura 1934
— Washington Navel Oran-
o 2 J 458 + 2,7 9 — | Nakamura 1934
282 Jaffa Orange ......... 473 £ 1,8 9 — | Oppenheim and
Frankel 1929
— Valencia Orange ...... 504 4 2,7 9 — | Longley 1925
591 St. Michael QOrange (pa-
per rind} ........... 531 + 2.7 9 — | Frost 1925
299 Ruby Blood Orange.... 833 £ 2,5 9 — | Frost (ndo publi-
cado, 1927)
1455 { C. Webberi ............. 769 £ 6,0 —_ 18 | Krug 1943
1484 | Microcitrus australasica ..{ 407 £2,5 —_ 18 | Krug 1943
268 | Fortunella margaria ... .. 461 & 3,3 9 — | Longley 1925
1484 | Microcitris ausiralasica,
var. Janguinea......... 485 -+ 2,2 —_ 18 | Krug 1943
—_ Poncirus trifoliata . ... ... 495 4 3,8 9 -— | Longley 1925
1432 | Balsamocitrus (8) gabonensis] 553 £ 2,3 — 18 | Krug 1943
1450 | Citropsis Schweinfurthi . . 589 4+ 3,5 9 — | Longley 1925
1430 | Atalantia citroides ... . ... 697 4 2,5 _— 18 Krug 1943
1492 | Seperinia buxifolia ....... 1064 &= 3,7 9 — | Longley 1925

(H
2)
(3)
(4)
(8)
(6)
(7)

8

Extrato parcial das Tabelas III e IV de Hirano (5).
N.o da Citrus Experiment Station.

Confirmando determinagic anterior, feita por Bacchi (1).

Mais tarde identificada por W. T. Swingle como sendo C. macroplera Monfr.
Variedades classificadas por Swingle (13) em C. fimon (1) Burm.
Classificados por W. T. Swingle (13) em C. reliculata Blanco.

Contagens feitas em material trazido por C. A. Krug e colhido nas &rvores da
Citrus Experiment Station, utilizadas por Hirano.
Mais tarde identificada por W. T. Swingle como sendo Afragle gabonensis

{Swingle), Engler.
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Pelos dados do guadro I, verifica-se que, com excecdo de duas
variedades de Ceérus aurantifolia, todos os demais tipos examinados por
Hirano (géneros, espécies e variedades) possuem o mesmo nlmero de
cromosdmios, isto &, 2n=18. A exirema variabilidade na densidade
dos estomas deve, portanto, ser atribuida, de preferéncia, a3 diferencgas
genéticas existentes, o que, alids, é perfeitamente compreensivel, dada
a extrema variabilidade dos caracteres morfolégicos e {isiolégicos que
se constata nos representantes de Citrus e demais géneros das Auran-
tioidezz. O elevado grau de heterozigose verificado em muitas espécies
de Citrus deve ser também responsével, em parte, pelas diferencas
encontradas na densidade dos estomas, pois muitas das variedades
déste género se originaram por ‘'seedlings’’ ocasionais derivades de
autofecundagdes ou hibridagdes naturais.

Examinemos, ainda, alguns casos em particular:

Citrus aurantifolia : As diferengas na densidade dos estomas,
observadas entre o grupo das duas primeiras variedades {Bearss ¢ Tahiti)
e as duas outras (Kusai e Mexican) devem ser afribuidas, em grande
parte, ao fato de aquelas serem triplbides e estas dipldides. A '“Tahiti"”
provavelmente se deriva de uma lima 4cida dipldide, cujos frutos os
Estados Unidos importaram do Tahiti (15, 7), tendo-se originado a “'Bearss’'
da "Tahili", provdvelmente, por um “seedling” nucelar (7). A dife-
renca exiremamente pequena, do niimero de estomas encontrados entre
estas duas variedades, estd, pois, plenamente explicada. Quanto A
Kusai Lime, que destoa um tanto do grupo, cumpre notar que a sua
posicdo na sistemética de Cifrus ainda ndo estd bem definida; Naka-
mura (9) a menciona como pertencente ao C. limonia ¢ Webber (16)
a classifica provisdriamente no grupo das “mandarins-limes” e C. reticulata
Blanco. N&o pertencendo, pois, ao C. auwraniifolia, fica explicada a
diferenca no nmerc dos seus estomas, quando comparada com a
“"Mexican Lime".

C. hystrix : A grande diferenca encontrada entre os niimeros de
estomas nas duas espécies citadas por Hirano se explica pelo fato de
divergirem elas profundamente sob ponto de vista morfoldégico, tendo
sido a primeira (CES 432) recentemente classificada por Swingle como
pertencendo ao C. macroptera Montr,

C. limonia : Das quatro variedades citadas, a gue apresenta o
menor nimero de estomas fambém destoa mais sob ponto de vista morfo-
l6gico com fruios de coloragdo amarelo-alaranjada, casca sblta e rugosa,
tendo mesmo sido citada por Nakamura (9) como pertencendo & uma
espécie distinta (C. verucosa Hort. ex Tanaka ?). Chama-nos ainda a
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atengdo a grande diferenga no nimero de estomas encontrade para
as variedades “Eureca’ e "'Lisbon”, morfoldgicamente muito semelhantes.

C. nobilis : Trata-se de um dos grupos mais heterogéneos de Crtrus;
dos seis tipos estudados por Hirano — todos com 2n=18 — apenas as
variedades "'Kunembo'' e “'King"' pertencem a esta espécie, de acérdo
com Swingle (13) ; o “'Kinokuni”, mencionado por Nakamura (9) como
espécie diferente, e as demais pertencendo ao C. reticulata Blanco.
Entretanto, mesmo reagrupando-se é&stes tipos, de acdrdo com o critério
acima, nota-se que sdo grandes as diferengas do nliimero de estomas,
mesmo dentro déstes sub-grupos.

C. medica : O grupo das quatro variedades estudadas também se
apresenta bem heterogéneo; apenas a Gltima citada (Italian Citron)
constitue uma cidra tipica, apresentando as demais frutos de coloragéo
amarelo-alaranjada de vérias formas e tamanhos.

C. sinensisr : Tdas as seis variedades sdo, aparentemente, dipl&ides,
sendo, enitretanto, acentuadas as diferencas morfolégicas que apresentam.

Os demais géneros mencionados no fim do quadro I sdo todos di-
pléides, caraterizando-se, entretanto, por profundas diferencas no seu
tipo de crescimento e demais caracteres morfolégicos e fisiolégicos.

Em concluséo, pode-se, pois, afirmar que apenas em um dos grupos
estudados (Citrus avrantifolia) é possivel explicar as variagSes da densi-
dade de estomas por diferengas no niimero de cromosémios.

NUMERQO DE CROMOSOMIOS E TAMANHO DOS ESTOMAS

Como & foi dito atrés, a finalidade principal déste estudo constitue
uma tentativa de se delinear um método simples para diferenciar mudas
triplbides e tetraplbides que, com certa freqiéncia, aparecem nos viveiros
de Citrus.

1) Material e métodos

O material utilizado para determinagdo do tamanho dos estomas
nos toi gentilmente fornecido pelo dr. H. B. Frost, do Departamento
de Plant Breeding da Citrus Experiment Station, Riverside, Califérnia,
com excecdo do "'Grapefruit McCarty” e o hipertripléide, ''Citron of
Commerce'’, ambos existentes na colegdo de Crtrus da Estagdo Experi-
mental de Limeira, do Institulo Agrondmico. Tédas as determinacdes
do ndmero de cromosémios j& tinham sido feitas anteriormente por
Frost, no material de Riverside, e por Bacchi, no de Limeira.

Pela dsterminagdo do tamanho dos estomas, foram colhidas cérca
de 20 félhas desenvolvidas, aproximadamente do mesmo tamanho e
expostas ao sol, da face sul de cada uma das &rvores, escolhidas para
tal fim, da colecdo de Cifrus de Riverside. As de Limeira foram cole-
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tadas da mesma maneira, apenas de todos os ladeos das arvores. Levadas
sem demora ao laboratério, ali se escolhiam as 10 mais uniformes de
cada lote, cortando-s2 d= cada {6lha um setor central e transversal de
2.5 cm de largura {fig. 1) ; tais setores eram fixados em solugdo “'F-B-A"
{(Formalina: 5 cc; Ac. acético glacial : 5 c¢;

Alc. etflico 709% : 90 cc) por 24 horas ; depois

o fixador era substituido pelo 4lcool etilico 7C%,. :

Para exame dos estomas, foram feitos & mao ‘ -//jf_x\
livre, com auxilio de uma lamina ‘gilette”, 5 { &///ﬂ/ A
cortes, tangenciais, na epiderme inferior de BRGNS’ 7";1
cada setor, examinando-se, a seguir, éstes cortes \\Q‘\Z
montados sob laminula e em é4gua distilada. \

Utilizou-se, para tal {im, um microscopio Zeiss ﬁ

com objetiva de imersdo 100 x e ocular milime- X s i
trada 7 x. Em cada corte foram feitas determi- ) e
nagdes em 4 estomas, medindo-se seu compri- Fig.|

mentc e largura. Tendo-se feito S cortes por L .

{lha e examinado, da mesma forma, 10 f8lhas, Tieade ;nfizzfﬁz:g;;t:;r‘;:;:
mada dos cortas tangenciais

deduz-se que para cada planta foram executadas da epiderme.

medigdes em 200 estomas. Para as medigGes evitavam-se sempre os

estomas de tamanho muitc maior, j4 descritos por Reed e Hirano (12),

sendo, porém, os demais escolhidos ao ‘acaso.

Para cada f6lha foi computada uma média da 4rea dos estomas,
calculando-se depois uma média geral para cada uma das plantas, ba-
seada nas 10 médias parciais. A &rea foi calculada da seguinte forma :
o produto comprimento x largura, em unidades da ocular, foi mulii-
plicado por 0,785, admitindo-se que o estoma seja uma elipse; em
sequida multiplicou-se éste produto por 2,776 para transformar a érea
calculada em micra®. Para cada individuo também se efetuou a andlise
da variance, e a determinagdo de "I com o {im de saber se as médias
gerais podiam ser consideradas como representativas do material em
estudos. Das 36 andlises feitas, 10 apresentaram um érro “‘dentro”
maior do que ‘‘entre’’ e apenas 7 revelaram um valor de "I acima
do da tabela, sendo 6 para P=50% e 1 para P=10f. A grande maioria
das médias pode, pois, ser considerada como bem representativa, tendo
sido, no geral, ndo significante tanto a variagdo ‘entre’’ as félhas
como ‘'dentro’”’ das f8lhas.

2) Resultados gerais obtidos

No quadro II apresentamos os resultados gerais das medigbes feitas:

No quadro II e no grafico 1 o material examinado foi coordenado
em ordem decrescente de tamanho dos seus estomas, veriticando-se
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que éste variou entre os extremos de 402,1 micra? para o “Imperial
rapefruit’, e 219,9 micra? para a “Nafertile Orange’’, acusando,

pois, éste cardter uma grande variabilidade neste género.

3) Comparacdo entre grupos di- tri- e tetrapléides

Classificado o material na ordem acima mencionada, destacam-se
e trés grupos distintos, os di- tri- e tetrapléides, apresentando médias
gerais de, respectivamente, 248,0 micra? 315,4 micra? e 3 84,6 micra?
Comparando-se a variabilidade dentro de cada um déstes trés gruros,
verificou-se que o valer de F & maior no caso dos tripldides, sendo, entre-
tanto, também significativo para os outros dois grupos. A-pesarde se
constatar uma gradual diminuigdo da drea dos estomas, do tetraplbide
com area maxima &até o dipldide de 4rea minima, ndo se verificou nos
limites tetra- e tripléide e tri- e dipldide uma transgressdo dos dades
obtidos ; apenas duas excegdes se registaram : os ns. 43 e 67 ''Lisbon
Lemon”’, que, sequndo Frost (inf. verbal), sfo dois enxertos procedentes
de borbulhas derivadas de um {nico “'seedling’’ nucelar ietrapléide.
As {6lhas déstes dois pés s8o grossas e coridceas, idénticas aos demais
tetraploides até hoje estudados. Talvez éstes individuos representem
uma quimera com uma epiderme dipléide, sendo o restante do tecido
tetraplbide, como j& verificado por Frost e Krug (4) em material de Citrus
de outra constituigdo. Interessante é notar que o grupo tripléide, a-
pesar-de genéticamente muito varidvel, pois encerra, além de 8 hibridos
diversos, duas variedades tripléides de C. auranfifolia e um hipertri-
pléide (3x + 1), o “"Citron of Commerce’, se apresenta relativamente
homogéneo.

As diferencas encontradas entre as trés médias gerais, correspon-
dentes aos grupos di- iri- e tetrapléides, sdo altamente significantes:

Diferengas (micra?) t
Tetraplbide e Tripléide: ............. 69,2 27,6
Tetrapléide e Dipléide: .............. 137,2 76,7
Tripléide e Dipléide : ................ 68,0 34,7
Valores méaximos de t da tabela (nf= o) P=50; : 2,58
=204 : 2,33
=105 : 1,96

Analisando-se também as diferengas encentradas, respectivamente,
enire o tetrapléide de 4rea minima e o tripléide de &rea méxima e ainda
entre o tripldide de &rea minima e o diplbide de &rea méxima, verifica-
se que as duas diferengas encontradas ainda sdo estatisticamente signifi-
cantes (respectivamente D=11,4; t=37 e D=195; t=74).
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4) Con"tparagﬁo entre dipléides e tetrapléides da mesma
espécie :

Analisando-se, comparativamente, os dados déstes grupos, chegou-se
a conclusio de que as diferengas existentes, tanto entre pares de indi-
viducs como entre as médias de dipidides e tetraplbides, dentro de cada
espécie, séo muito significantes. O material examinado presta-se especial-
mente para estas comparagdes, uma vez que o dr. H. B. Frost nos pds
3 disposigdc uma série de individuos irméos, isto é, cada diplbide pessue
o seu correspondente tetrapléide, ambos sempre origindrios da mesma
planta-mde ; apenas no caso do King Mandarin, o dipléide e o tetra-
pléide provém de duas plantas, representando uma delas, entretanto,
um enxérto da outra, constituindo, pois, o mesmo material genético.
Examinemos, a sequir, ¢ material, separadamente por espécie {quadro
11l e grélice 2):

QUADRO III

COMPARACAQ DA AREA DE ESTOMAS DE DIPLOIDES E TETRAPLOIDES
DA MESMA ESPECIE

DIFERENCA, NA AREA,
ESPECIE VARIEDADE ENTRE DI- E TETRA-
PLOIDES (micra?)
P Imperial ................c.... 140,0
v Hell Silver . Lo i 131,7
C. paradisi McCarty (1)............... 127,0
Seedy Marsh ................ 117,85
Média ................... 129,1
C. nobilis King mandarin (1) ........... 151,3
Willow Leaf mandarin......... 143,0
C. reticulata Dancy Tangerine ............. 136,3
Média ............... e 139,7
Ruby Orange. ..........ovuun. 130,2
C. vinensis Paper Rind Orange .......... 1348
Média ................... 132,5
C. limon Lisbon lemon ................ 87 (2

(1} Os tetrapléides e dipléides ndo provém de uma 0nica planta-m3e.

(2) Diferenga estatisticamente néo significante pele fato de as plantas tetrapléides,
possuirem, provavelmente, uma epiderme dipléide.
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Com excecdo do C. limon, as diferencas verificadas, entre a area
dos estomas dos dipldides e dos tetrapldides, s3o, pois, bem constantes,
oscilando apenas entre os limites de 117,5 a 151,3 micra?, sendo sempre
estatisticamente significantes.

5) Comparacdo entre os extremos dentro de cada espécie
e grupo di-~ e tetraplbide
Examinemos ainda a variabilidade dentro de cada um déstes
Qgrupos :
QUADRO 1V

COMPARACEQ ENTRE OS EXTREMOS DENTRO DE CADA ESPECIE E GRUPO DI-
E TETRAPLOIDE

No g No g Diferengas

.2 de .2 de entre o8 -

ESPECIE variedades cromosdmios extremos £

(micra?)

C. paradisi 4 2x 18,8 7.7
4 4x 41,3 10,9"

C. reticulata 2 2% 2,0 0,69
2 4x 4,7 0,92

C. sinengis 4 2z 26,2 12,3*
2 4x 0,2 0,06

C. limon 2 2z 17,3 6,7
2 4z 4,2 1,4

Dos oito grupos examinados, guatro apresentam diferengas estatis-
ticamente significantes entre os seus exiremos, acusando o©s demais
valores de t inferiores aos da tabela, mesmo para P=105.

6) Comparacao entre os hibridos tripléides e os seus ascen-
dentes di- e ‘“‘tetrapldides™

A-pesar do fato de todos os hibridos tripldides mencionados no
quadro 1l terem sido derivados de cruzamentos entre formas dipldides,
julgamos ser licita a comparacédo entre cada um déstes hibridos e as
suas respectivas formas parentais dipldides e “'tetrapléides”, pois aceitamos
a hipdtese de Frost (3) de gque tais hibrides sdo tripléides, pelo fato de
o gdmeto feminino se derivar de um tecido nucelar tetrapldide, provavels
mente origindrio por mutagdo somdtica. O “ascendente” 4x, utilizado
para as comparagdes, &€ sempre constituido pela forma tetrapléide deri-
vada da mesma progénie da qual provém o respectivo dipldide.
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Dos cito hibridos tripléides estudades, trés podem ser comparados
com ambos os ascendentes, os demais apenas com um déles, pois, infeliz-
mente, ndo existia na colegéo de Riverside a {orme tetrapldide do "Maltese

Oval Orange'’, que entrou em 5 déstes cruzamentos como €.

Examinemos, no quadro V e no gréfico 3, as diferencas observadas
na é&rea dos estomas.

QUADRC V

COMPARACAQ ENTRE OS HIBRIDOS TRIPLOIDES E OS SEUS ASCENDENTES DI
E “TETRAPLOIDES”

_ N.e de Diferencas
HN.e VARIEDADES ’ na area t
cromoes. Ly
{micra®)

65 | Ruby Crange ({)....... i .. 2x 47,5 18,2
56 | Willow Leaf Mandarin x Ruby Crange ..... 3x 95,6 25,2
71 Willow Leaf Mandarin (&), .............. dx

68 | Dancy Tangerine (+8). ... ... ... . ..., 2x

52 | Willow Leaf Mandarin x Dancy Tangerine .. 3x 34,6 12,3
71 Willow Leaf Mandarin (). ................ 4x 108,4 28,0
70 ¢ Willow Leaf Mandarin {<). . ... ... ... .. ... 2%

58 1 Imperial Grapefruit x Willow Leat Mandarm. 3% 103,2 36,1
42 | Imperial Grapefruit (). .......... ... .. ..., 4x 52,7 14,4
55 | Maltese Oval Crange x T<Img Mandarin ... .. 3x 85,2 23,3
75 | King Mandarin (). ... ... .. .o . 2x

83 | Maltese Oval Crange x Willow Leaf Mandarin. . 3x 79,5 25,2
70 | Willow Leaf Mandarin( 7). ... ... ... ... 2x

54 | Maltese Oval Orange x King Mandarin .. ... 3x 62,3 20,2
753 | King Mandarin(.J) ... ... i 2%

57 | Maltese Cval Crange x Neafertile Orange. . .. 3x 82,5 32,0
— | Naferiile Crange(<) ....... ... ... 2x

59 | Maltese Oval Orange x Seedy Marsh Grapefruit 3x g1,4 34,1
72 | Seedy Marsh Grapefruit(:{) ............... 2%

55 | Maliese Oval Orange x King Mandarin ... .. 3x 22,9 5,44
54 | Maltese Oval Orange x King Mandarin ... .. 3x

Sem uma tinica excecido, tbdas as diferengas constatadas séo estatis.
Hecamente significantes. O vealor de t fol apenas igual a 5,44, no caso
da comparacdo da &rea dos estomas de dois individuos hibridos tripléides
(Maltese Oval Orange x King Mandarin) da mesma ascendéncia.
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7) Discussédo

Analisando-se os dados obtidos, chega-se a conclusioc de que os
trés grupos di- tri- e tetrapléides apresentam 4reas médias de estomas
bem diferentes: ncs limites dos grupos, di- e triplbéides e também tri-
e tetraplbides, entretanto, as diferengas observadas sdo menores do
que as deniro de cada um déles. Comparando-se, porém, os represen-
tantes di- e tetrapléides de cada uma das variedades observadas, notam-
se aprecidveis diferengas, que, para o material examinado, variaram
entre 117, 5 a 151,3 micra?. Mesmo gue ndo haja davida de que um
determinado individuo seja tetrapléide, a determinacio da é4rea dos
estomas servird, pois, para confirmar tal hipétese ou revelard que a
t6lha, a-pesar-de ser grossa e coridcea, possue aparentemente uma
epiderme 'dipléide, como, provavelmente, € o caso dos dois individuocs
“Lisbon Lemon” (ns. 43 e 67) examinados.

Pelo quadro IV verifica-se ainda que a area dos estomas & também
variavel dentro da mesma espécie e grupo di- e tetraplbide, quando se
comparam, neste sentido, variedades diferentes. As diferencas encon-
tradas ndo sdo, eniretanto, estatisticamente significantes em metade
dos casos examinados.

A possibilidade de se poder diferenciar tripléides de dipldides e
tetrapléides é para o geneticista € melhorador de plantas citricas ainda
mais importante do que diferenciar tetrapléides dos dipléides. Compa-
parando-se os dados dos quadros II] e V, nota-se, como era de se esperar,
que as diferengas enire os tripldides e os seus respectivos di- e tetra-
pléides sdo bem menores do que aguelas entre di- e tetrapléides. Estes
resultados indicam que a determinragdo da érea dos estomas numa planta
de constituigdo citolégica desconhecida resolvera, com razodvel grau
de certeza, se ela é tri- ou tetrepléide, baseando-se nas diferencas
-encontradas quando comparada com a area do respectivo dipldide,
pois, no material ora examinado, a diferenca méxima di- a tripléide
(103,2 micra? Willow Leaf Mandarin 2x e Imperial Grapefruit x Willow
Leat Mandarin 3x), ndo atingiu a diferenga minima di- a tetrapldide
(117,5 micra? para o Seedy Marsh Grapefruit).

Conclue-se, pols, que a determinagdc da area dos estomas pode
ser Gtil ao geneticista para diferenciar as plantas di- tri- e tetraplGides,
mesmo no grupo de plantas citricas, exitremamente varidvel sob todos
08 pontos de vista.



1944 BRAGANTIN i

RESUMO
1

No presenle trabalho doiz aspectos diversos sio analisados refe-
rentes s relagdes entre polipioidia e oz caracterag <ng
e outros géneros préximos. Na primeira rar
apresentados por Hirano {8} sdrre a densidade
roses representantes da suo-@niha das Adura <1!f0[ fou
tuigdo citclégica.  Esperave-ze rodar explicar a grande
desta densidade, pela possivel existbncia de {ormas noli

Lo
99}
¢

tagem dos cromosdmios de muitas plantes per 8le utilizs

Experimental de Riverside, Califdriia, e uma extensza

grafica, visando esclarecer a constitzicdo cromosdmic
a

dades, espécizs e géneros gue ndo puderam ser analisacdics, revelarar,
porém, gue, vrovavelmente, avenas no or ‘tiruy auranitelia

o~
Swingle, existem duas variedades tripldidess, zende t8das as demais

:
(W

dipléidas. Somente naguele casc é gue a variahilidade na densidade
dos estomas pdde ser explicada pela diferenca no nlmero de creme-
sémios. No restante do material estucado por Hirang, as diferancas no
niimero de estornas por unidade de area devem ser atribuidas, de orefe-
réncia, & grands variabilidade da constituigio genética.

Na segunda parte apresentam-se cs resultados de wmna detathada
andlise sbbre a 4rea dos estomas e a sua variabilidade em {ormas citricas
di- tri- e tetrapldides, numa tentativa de separar ésies polipidides sem
recorrer a contagem dos cromaesérrios. Um tofal de 36 individucs perten-
cendo a 5 espécies diferentes foram estudados. Aarupando-se o3 valorss
obtidos em ordem decresceate de érea dos estomas, verilica-se uma
série continua, associando-se, entretanto, os di-
trés grupcs separados. Notaram-se diferengas eslatisticamente signifi-
cantes tanto entre as médias dos irés grupos, como entre os limites
extremos de grupos conseculivos e também aentro déles. A variabi-
lidade déste carédter também se manifesta dentre de cada uma da maioria
das espécies e grupos di- e tetrapléides. A-pesar Cisso, entretanto, ch
se a conclusio de que a determinacgio da éraa r*‘os estomas poderd ser
(I mesmo no caso em gue se gucira ssparar iripldides de tsirgpldides,
da mesma progénie, conhecendo-se a drea deos estomas das respechivas
formas dipldides em idénticas condigles de melo.
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SUMMARY

In the present article two aspects deeling with the relations of polypleidy and stemata
charactere in (ifrus and related genera are dealt with. First the data of Hirano (8) concer-
ning stomate density in numercus fotms of the subfamily Aduraniioldex are analysed in
relation to their chromosomal constifution. It was thought that the great variability of
stomata number per unit area, could possibly be explained by differences in chromecscme
numbers. Chromesome counts of numerous plants utilized by Hirano at the Citrus Exp.
Sta., Riverside, California, wers made and all aveilable biklivgrarhical informations
concerning the cytological constitution of those species and genera were gathered, whose
chromosomes could net be counted at Riverside ; it was concluded that all types studied
by Hirane, have 18 somatic chromosomes except {or two varieties of Cifrus aurantifolia,
Swingle, which are friploid. This was the only instence in which differerncas in chremcrome
numbers where primarily responsable for the differences in stomata density. In the rest
of the material the variability of this character must be due to differences in genetic consti-
tuticn.

In the succeding chapters the results of a detailed analysis of stomaia area and its
variability in diploid, triploid and tetraploid Cidrur forms are presented; this was done
in order to find a simple method of identitying these polyploids without making actual
chromeoscme counts. A total of 3G individuals of 5 different species were examined.
Listing the average stomata areas, starting with the largest and finishing with the smallest,
a continous series is obtained, the dipleids, triploids and tetraploids being however asso-
ciated in three groups, no overlapping from one group to the other having been ncticed.
Significant differences have been found not cnly between the general averages of the
three groups, but also between the exiremes at the limits of two succeeding groups ard
also in each of them. Conspicuous variability of this character is also noticed in each of
most of the species and its dipleid and tetreploid groups. In spite of this variability it is
concluded that the determinaiion of stomata area can be useful to geneticisis and plant
breeders working with Cifras, even when one hes to distinguish ketween triploids and
tetraploids in the same pregeny, if ene knows the stoimate arsa of the related diploids grewn
under identical circumstances.
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