OBSERVAGOES CITOLOGICAS EM CITRUS

I1l. Megasporogénese, fertilizacdo e poliembrionia ()

Osvaldo Bacchi

INTRODUGAO

Apresentamos neste trabalho uma revisdo sbbre a megasporogénese
e a embriclogia em Citrus e demonstramos, por meios citoldgicos, a
existéneia de um novo tipo de poliembrionia ainda nfo descrito para
éste género.

Stragsburger (10) foi o primeiro a realizar uma investigagdo cito-
lbégica detalhada sbébre o género Cilrus; éle ndo sb descreveu o fend-
meno da micro e megasperogénese, fertilizagdo e formagdo do endos-
perma, como também explicou a origem dos embrides adventicios
(“'sporophytic polyembryony’), primeiraments cascobertos por Leeuwe-
nhoek, em 1719. Trabalhando com Poncirus trifoliata e as variedades
“Unshiu” (C. nobilis Lour.) e “"Washington Navel"" (C. sinensis Osbeck),
Osawa (6) chegou as mesmas conclusées de Strassburger com relagédce
3 formacio dos embrides adventicios, gue Iloram demonstradcs como
sendo originérios de células nucelares circunvizinhas ac saco embrio-
nario.

Frost (4, B) encontrou, entre 1200 hibridos, 10 casos em gue dois
“'seedlings’’ hibridos aparentemente idéntices provinham de uma mesma
semente ; para explicar a corigem de tais gémeos propds a hipdtese da
“poliembricnia por clivagem'. Casos semelhantes foram encontrados
por Traub e Robinson (14) ; de 782 sementes de um cruzamento enire
limdo (C. limon {(Linn.) Burm.) e Peoncirus irifoliala, 16 produziram
dois “‘seedlings” hibrides, uma produziv trés e, uma cutra, guatro hi-
brides ; os autores afirmam que hibridos gémsos foram também encon-
trados ror Swingle, em 1900.

(*) Tradugdo do original publicado em ''The Botanical Gazelte” 105 (2) : 221-225.
1943,

#+3) (O presente trabalhe constitue o terceiro da séris refsrente &s investigagdes

( & g
s&bre Citrus, efetuados, em colaboragée, pele Institute Agrondinico e a Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz".
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A poliembrionia em Citrus e géneros afins (Poncirus e Fortunella)
tem sido também investigada, sob diversos aspectos (8, 12, 13, 15, 16
e 17), e uma revisdo do assunto foi apresentada por J. M. Webber (18).
Até a presente data, sdbmente dois tipcs de poliembrionia eram conhecidos
rneste grupo de géneros — nucelar e por clivagem — éste (ltimo causado
pela suposta bipartigdo do embrido sexual.

Material e métodos. C material foi colhido na Estacdo Experi-
mer:tal de Limeira, do Instituto Agrondmico, de arvores representativas
de duas espécies: pomelo (grepelruit) Foster (C. paradisi Macl) e
laranja azéda (C. auraniium L.).

Para o estudo da megasporogénesze, foram colhidos ovérios de
botBes em diferentss estados de desenvolvimento e de flores recente-
mente abertas; para as outras cbservagdes foram colhidos, de tempo
& tempo, ovérios de flores emasculadas nas vésperas da antese e polini-
zadas ariificialmente 4 dias apds a castragdo.

A fixag8o dos ovérios, que eram dissecados para a melhor pene-
tracdo de liguido fixador, foi feita com "'Craf”’ (7) ; depois de 24 horas,
o material era lavado em &lcool a 7007, deshidratado pelo método do
Alcool butilico e incluldo em parafina. As secgdes foram feitas com
uma espessura de 10-25 micra e coloridas em hematoxilina de
"Heidenhain"'.

OBSERVACOES

Megasporogénese. A célula-mde dos megasporos dé& origem a
uma tétrade linear, da qual os trés megasporos micropilares degeneram
e o chalazal se desenvolve, dando formagdo ac megagametdfito normal
(figs. 1-6). Néo existem diferencas entre as duas espécies estudadas,
cujos megagametéfitos se apresentam com os sequintes carateristicos :
1) duas sinérgidas bem desenvolvidas e colocadas nas proximidades
da micrépila; 2) a cosfera localizada entre as sinérgidas, um pouco:
mais distante da micrépila; dada a semelhanca com as primeiras, as
suas inclusdes citoplasméticas constituem o principal ponto de diferen-
ciagdo entre as mesmas ; 3) dois nacleos polares, situados mais ou menos:
nc centro do megagametdiitc, os quais geralmente permanecem sepa-
rados até a fertilizagdo, podendo, no entanto, fundir-se um pouco mais.
cedo; 4) as trés antipodas, bem menores do que as sinérgidas, que
pcdem ser mais facilmente observadas em megagametéfitos recente-
mente Iormados, em vista da sua duragdo geralmente efémera.

Em regra geral, a primeira divisdo meibtica ocorre quando o évulo
ainda ndo se enconira completamente desenvolvido (fig. 1) ; a formacio.
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do megagametbfito é completada no dia da abertura das tlores (fig. 6)
ou um pouco antes., No mesmo ovéric sdoc encontrados, comurm.ente,
megasporccitos e megagametbfitos em diferentes estados de desenvol-
vimento.

Fertilizagdo. Stirassburger (10) e Osawa (6) afirmaram que a
fertilizacdo ocorre geralmente 4 semanas apbs a polinizagdo. Obser-
vamos, entretanto, no pomelo Foster, que o periodo entre a polinizagdo
e a fertilizacdo &, em média, de guatro dias. fste fato vem em apdio
as conclusdes de Coit (3), de que ‘o tempo exigido para a completa
fertilizag8o apds a polinizacdo varia com as variedades: de trinta horas
na laranja ''Satsuma’® para quatro semanas no Poncirus irifoliata’.

O tubo polinico entra no megagametéfito através da micrdpila,
desorganizando, comumente, uma das sinérgidas; algumas vézes,
ambas desaparecem nessa ocasido, e em raros casos, as duas perma-
necem intactas.

As sinérgidas ou antipedas, que ainda persistam no megagametéfito
apds a fertilizagcdo, degeneram mais ou menos rapidamente, enquanto
gue a célula-ovo inicia um periodo de repouso relativamente longo,
de mais ou menos 50 dias. Osawa (8) cbservou, em Poncirus trifoliata,
um repouso de 3 a 4 semanas.

O nficleo priméric do endosperma, formado pela fusdo dos nicleos
polares com um dos nficleos reprodutivos do tubo polinico, sofre uma
série de divisdes sucessivas, logo apds a sua formagdo; os nacleos
resultantes dessas divisBes permanecem esparsos pelo citoplasma, sem
formacdo de paredes celulares. Origina-se, assim, um endcsperma
nuclear {figs. 7 e 11).

Nos ovarios mais idosos (com 67 dias apds a polinizagdo), por nds
examinados, foram observados mais de 1500 nlclecs, gue ainda
permaneciam livres no citoplasma ; ndo chegamos, portanto, a examinar
0s posteriores estados de desenvolvimento do endosperma, onde se
devem realizar as formagdes de paredes celulares e as subsequentes
divisdes celulares, j& constaiadas por Osawa (6) e Strassburger (10).

Poliembrionia. Quando as primeiras divisdes do zigote ocorrem
para formar o embrido sexual, diversas células nucelares (fig. 10), circun-
vizinhas @ao saco embriondrio e geralmente préximas a micrépila, jé
iniciaram, através de uma série de divisdes, a formagdo dos embrides
adventicios (figs. 10-12). Ainda ndo completamente desenvolvidos,
&stes embrides j& se acham localizados na cavidade do saco embrionéric.
Tal processo, ja detalhadamente descrito por Strassburger (10), Osawa
(6) e outros, foi cbservado em ambas as variedades estudadas.
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Figs. 1-8 — Fig. 1, pomelo Foster : megasporocito em préfase; ovéric de botio
peguenc. Fig. 2, pomelo Foster : dois megasporos; ovario de botdo pequeno. Fig. 3,
laranja azéda : guatro megasporos, trés dos quais em degenerescéncia ; ovéario de botdo
grande, Fig. 4, pomelo Foster : megagameldfito com dois niicleos; ovario de botio
grande. Fig. 5, pomelo Foster : megagametéiito tetra-nucleado ; ovéario de botio grande.
Fig. 6, pomelo Foster : megagameidfito completo ; ovério no dia da abertura da flor.
Fig. 7, pomelo Foster : célula-ovo no periodo de repouso e endosperma com 8 niicleos ;
ovario com 15 dias apds a polinizagdo. Fig. 8, pomelo Foster : desenho 3 cdmara clara
da fig. 9, incluindo observagoes feitas em secgGes adjasentes. Figs. 1-6, 8, x 1000; fig.
7, x 500.
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Fig. 9 — Pomelo Foster: desenvolvimento de dois megagametéfitos no mesmo évulo;
ovario no dia da abertura da ilor (x 700}.

Fig. 10 — Pomelo Foster : célula nucelar apés a primeira divisdo para a formagdo
de um embrido adventicio: ovario com ©7 dias apbs a polinizagdo (x 1400).
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Fig. 11 — Pomelo Foster: embrides nucelares e niclecs do endosperma ; ovario
com 67 dias apds a polinizagdo {x 350).

Fig. 12 — Pcmelo Foster - detalhe de um embrido nucelar em desenvoivimento ;
ovaric com 67 dias apds a polinizagdo (x 700).
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Num grande nOmero de &vulos examinados, foram encontrados
quatro casos de dois gametdfitos desenvolverem-se no mesmo 6vulo;
a lertilizagdo de suas células-ovo poderia, portanto, ter dado origem
ao desenvolvimento de dois embriSes sexuais na mesma semente. Dife-
rentes estados de desenvolvimento, de tais gametéfitos exiras, estdo
representados nas figuras 8 e 9.

A ocorréncia de dois gametdlitos, no mesmo évulo, j& foi descrita
em diversos outros géneros: Hiptage (11), Medicago (8), Poa (1) e
Saxifraga (2). Em Cifrus, com excegio dos gémeos hibridos idénticos
de Frost (4, 5), ndo se sabe se os outros grupos de hibrides derivados
de uma Unica semente, como os obtidos por Traub e Robinson (14) e
por Swingle, em 1809, sio genéticamente idé&nticos.

Para estabelecer uma hipétese, com relagdo 3 origem de gémeos
hibridos, é primeiramente necessrio determinar se éles sdo genética-
mente idénticos; se ndo forem, a ocorrénecia de dois gametdfitos no
mesmo dvulo constitue a melhor explicagdo. Dada a grande improba-
bilidade da ocorréncia de mais de dois gametdiitos no mesmo bvulo,
o aparecimento de mais de dois “seedlings’” hibridos, em uma mesma
semente, pode ser afribuido tanto & clivagem, sézinha, como a combi-
nagio déste fendmeno com a existéneia de dois gametbfitos no mesmo
évulo.

SUMARIO

E apresentada uma revisdo geral da megasporogénese, fertilizagso,
formagdo do endosperma e poliembrionia em Cifrus, tendo sido confir-
mada, pelas observagdes nas espécies C. paradisi Mact. e C. aurantium
L., a maioria das conclusdes feitas por Strassburger (10) e Osawa (6).

E descrita uma nova forma de poliembrionia causada pela exis-
téncia, em alguns casos, de dois gametdfitos num mesmo bvulo;
explica-se, déste modo, a origem de dois hibridos ndo idénticos em
uma mesma semente.

Trés formas de poliembrionia sdo, portanto, conhecidas em Criras :
a) a poliemkrionia nucelar, dando origem a um nimero varidvel de
“seedlings’’ “‘maternais” idénticos e derivados do nucelo; 2) a poliem-
brionia por clivagem (4, 5), criginada pela suposta bipartigdo do embrido
sexual ; e 3) a poliembrionia causada pela ocorréncia de mais de um
gametéfito normal no mesmo &vulo.

O endosperma em Ciirus pertence ao tipo nuclear.
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SUMMARY

1. A general review is presented of megasporogenesis, fertilization, endosperm
formation and polyembryony in Cifrus, most of the findings of Strassburger (10) and Osawa
(6) having been confirmed through investigation of L. paradisi Macl. and C. aurantium L.

2. A new form of polyembryony is presented, caused by the existence in some
‘instances of two gametophytes in the same ovule. The origin of two non-identical hybrids
from the same seed is thus explained.

3. Three forms of polyembryony are therefore known in Cifrur. (a) nucellar
embryony, giving rise fo a variable number of identical, “maternal’”’ seedlings derived
from the nucellus; (b) cleavage polyembryony (4, 5) originating through fission of the
generative embryo; and (c) polyembryony caused by the occurrence of more than one
normal gametophyte in the same ovule. The endosperm in Cifrus is free.
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