UM ESTUDO CITOLOGICO COMPARATIVOQ
DE THALICTRUM E ILEX
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A escolha dos géneros Thalicirum e Ilex como base para o pre-
sente estudo se deve & existéneia de uma condigao citoldgica peculiar
entre as suas espécies. Sob alguns aspectos, membros déstes génerocs,
na regido leste dos Estados Unidos, representam extremos de duas linhas
divergentes de evolugdo cremosdmica comum a maior parte das formas
unissexuais das plantas superiores. Uma comparagdo destas duas ter.-
déncias pode sugerir o que produziu sua diversidade e até certo pontc
estabelecer o significado de diversos fendmenos citelégices que parecemn:
ser produtos desta evolugdo.

Além da diversidade de comportamento citoldgico nos dois géneros
igualmente importante ¢ a semelhanca de hébito sexual. Em ambos ¢z
géneros se encontram formas perfeitas ; muitas sdo poligamas e algumas
sdo funcional ou morfoldgicamente bem didices. Assim, dentro de cada
género existe uma série que constitue uma transi¢cdo completa dos herma-
froditas aos unissexuais. Por outras palavras, o hébito sexual déstes
dois grupos parece ser de origem comparativamente recente e nos pode
axplicar o gue aconteceu em outros grupos que agora sdo estritaments
unissexuais & dos quais as formas perfeilss e intermediarias hd muitc
tempo foram eliminadas. Naturalmenie, o tempo envolvido é realments
anorme e o uso do térmo recente deve bem excluir muito de que o homem
histérico se lembre ou gue o horticultor rotule como uma introdugic
recente. Dos dois géneros em investigagdo, flex parece ter atingido ¢
estade unissexual antes de Thalicirum ; no primeirc, ndo se descre-
veram espécies que sejam hermafroditas inteiramente (sdmente individucs
isolados aqui e alf dentre as espécies poligamas), enquanto algumas espé-
cies de Thalictrum na Europa, na Asia e na América sio geralments
hermafroditas. Entretanto, as espécies de [fex estdo longe de estabi.
lizadas sexualmente ; e isto é evidente por exemplo no conhecido folkfore
do sul da ""dppalachian region”’, segundo o qual plantas masculinas
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de [llex opaca produzem frutos gquando muito velhas e também pela
observagdo do autor de um macho da mesma espécie que produziu frutos
cada vez em menor guantidade por vérios anos apds o seu transplante ;
8le é agora completamente masculino e a 4rvore feminina adjacente
ndo produz pdlen se bem que anteras abortivag estejam presentes na
maioria das fléres.

O problema é, pois, de comparagdo. Seu valor ndo é ilimitadc
porgue as observagdes se restringiram a microsporogénese e o autor
ndo esté preparado para admitir completa semelhanga de comporta-
menio em plantas masculinas e {emininas dos tipos unissexuais. Como
se verificard no capitulo reservado & discussdo déste artigo, as tormas
azidticas e européias do género Thalictrum foram tratadas por Kuhn
(8) e Langlet (6) de modae que abundante material existe enquante nc
conhecimento do autor, nenhuma profunda investigagdo foi publicada
s6bre Iex. Algumas lormas de Hew da Florida ndo estiveram ao alcance
do autor : estas, de achrdo com as suas relacdes sistematicas, devem
constituir interessante material pare invegtigagdo por alguem que 2ateis
mais favoravelmenie situado.

MATERIAL E METODOS

Pela coleta de material de flew dectdua ¢ {. vomitoria dos s
simes do jardim boténico da Untversidade de North Caraolina em Crapel
Hill, o autor agradece ao 1. Lindsay S Olive.  Agradece também &
Academia de Ciéncias de North Carolina pela contribuicdo de ume parte
da bolsa de estudos de 1942 da A AAS para esta investigagic A
Srta. lsebel Miller forneceu qentilments material de Thalictriem diofrum
de Hol Springs, em North Caroling.

Com as excecdes acima cspeciticadas, o material foi coletade e
municipio de Buncombe win North Clarolina, a maior parte na éreo de
Swannanoa Valley. A preservacic {oi {eita em fluido de Carnovy ou
numa modificagdo melhorada déste, cuja fdérmula o autor ndo pode reveiar
no momento por pertencer a ontro laboratério. O material {oi entic
mcluido em nitrocelulose quente de acdrdo com a téenica desenvolvida
por k. C. Jetfrey (2), e colorido pela hematoxilina férrica de Haidenhain.
s desenhos foram feitos sem o auxilio de cAmara clara.

TERMINOLOGIA

Faremos treqUentemente o uso da palavra heferocromsomio, & anel,
um ou dois dos seguintes signilicados se adaptam :
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a) um cromosbémio que difere em estrutura e comportamento do
cromosdmio que lhe corresponde fornecido pelo complemento de outrc
pai (talvez o companheiro sindptico).

b} um cromosdmio que ndo seque o com»ortamento meidtico dos
outros cromosdmios no complemento.

INVESTIGACOES
THALICTRU A CLAVATTU.H DC. (Britt) (n=T) Hermajrodita

A microsporogénese em Thaticirum clavatum é inteiramente normal.
Os sete cromosdmios meidticos reunem-se na placa metaldsica para a
divisdo heterotipica (fig. 1) e subseqlientemente os cromatideos dirigem-se
simultdneamente para os polos do fuso (fig. 3}, Os sete cromosdmios
podem ser contados outra vez durante a divisio homotipica {lig. 3), na
qual hd uma semelhante reqularidade de comportamento. A tetrade
usual se forma a conclusic da meibdse : o©s microsporos mostram um
desenvolvimento normal e parecem ser estruturalmente perfeitos. Dos
cromosdmios, yuatro parecem ser grandes, dois médiocs, € um algo menor
que os restanies ndo é extrema a variagao de tamanho.

THALICTRIU N CORIACED N Britt: Small (n=70) oica

Também em Thaliclrum coriac-am & meidse & estritamente normal.
O autor encontrou nesta espécie o mais alto niimero de cromosdmios
do género : no entanto ela veqgeta a poucos metros de Th. clavatum, que
tem o menor niimero, bésico, de sete. Os cromosdmios de Th. cordaceum
sdo tdo numerosos que fendem a lormar blocos quando vistos de un.
dngulo polar durante a metafasze heterotipica. F impossivel conté-los
entdo {fig. 8). Durante a anafase (cedo ou tarde) o mesmo acontece
(figs. 7 & 10). Assim, o lim da profase oferece a (nica oportunidade
satisfatéria para contagem. Cérea de 70 cromosdmios sdo observados,
se bem que sejam comung as associagdes de dois ou mais cromaosomios.
N3o se observam cromosdmins atrazados nem precoces e em momente
nenhum hé expulsio de cromatina ao citoplasma. A tetrade & usual:
0s microsporos sdo perteitos.

THALICTRIU T DIOFCH L (n=14) Dioda

Thalictrum diofcum é uma espécie tetrapldide em gque o namerc
reduzido é catorze (fig. 11). Um cromosdmio parece ser substancial:
mente menor que os restantes. A ndo ser isso, parecem estar presentes
dois grupos duplicados de cromosbmios. A variagdo em tipo de cro-
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mosdmio e conexdo do fuso é bem demonstrada na fig. 12. S&o inteira-
mente normais as divisdes homo- e heterotipicas, e também o desenvol-
vimento do pdlen.

THALICTRIZH POLYG Lt Muhl (n=42)  Poligamo

Uma investigacdo n=sta espécie foi feita pela primeira vez pelo
autor (8) quando parecia haver alguma razdo para se acreditar que a
condicdo poligama das {idres devia indicar alguma irregularidade entre
os cromosdmios. Nenhuma foi encontrada entdo e nem depois. Esta
espécie tem o niamero reduzido de 42 (fig. 16) e é inteiramente regular
em t&das as fases da meidse. Nenhum cromosdmio se perde no citoplas-
ma no fim da primeira divisdo (fig. 15) e guase todos os cromosdmios
parecem ter aproximadamente ¢ mesmo tamanho.

Estas quatro espécies de Thalicirum que incluem os limites de
variagdo em numero de cromosdmios 7, 14, 42 e 70 até agora encon-
trados, sdo uniformemente regulares em comportamento meidtico.  Além
disso, ndo hé diferenga essencial no comportamento perfeito dos tinos
poligamos ou dibicos.

ESPECIES DE ILEX - PARTE GERAL

Ndo é facil a investigagic das “hollier” americanas. Os cromo-
sOmios sdo muito pequenos, a coloragdo deve ser feita com cuidado, e a
diferenciagdo deve ser observada de perto. Os cromosémios tém wma
tendéncia para se juntar ne placa metaldsica e como o fuso & comprido
e muilo estreito, os cromosémios raramente se dispersam suficientemente
para gue se possa fazer uma contagem segura. fllex decidua é uma
agradavel excegdo, pois que seus cromosdmios se espalham durante a
maior parte dos estados ativos. As prolases sdo de dificil estudo, nao
sé pelo reduzido tamanho dos nlcleos come porgue os cromosdmios
ficam ligados no que parece ser um espirema fundamentalmente con-
tinuo, até o momenio em que desaparece a membrana nuclear, A
importancia desta observagic serd discutida mais tarde. Omitimos os
desenhos dos estados da meidse normal por julgarmos desnecessérios.

ILEY DECIDU.L Walt.  (n=20)

Uma vista polar da primeira divisdc meidtica durante a microspo-
rogénese” em [lex decidua iostra vinte cromosdmios, quatro dos quais
sdo relativamente grandes e dois bem pequenos (fig. 18). Estes se
arranjam mais ou menos irregularmente pela placa durante a metafase.
Em alguns cromosdmios os cromatidecs separam-se rmais rapidamente
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gue em oufros e hd uma tendéncis da parte de algumas unidades para
ligar a parte associada dos cromatideos através do centro da célula
(ig. 17). A despeito da pesguisa pela evidéncia em contrario, todos
os cromatideos parecem se tornar parte dos niclecs filhos — nenhum
trago de cromatina foi encontrado no citoplasma durante a telofase.
Durante a segunda divisdo (fig. 19), alguns "laggards’’ foram observados
¢ alguns déles expulsos do fuso e abandonados no citoplasma depois da
segunda telofase (fig. 20). Entretanto, a julgar pelo tamanho da cro-
matina expulsa, sémente um cromosdmio parece ser suficientemente
incompativel, o gual parece ser um cromosdmic anafasico, da segunda
divisdo. Este ndoc & naturalmente o primeiro exemplo em que uma anor-
malidade meidtica ndo se apresenta na primeira divisdo, mas é evidente
na segunda.

A presenga da cromatina expulsa limita-se a menos da metade das
CMPs. se bem gue alguns sacos polinicos mostrem irregularidades em
guase todas as células enguanto em ouiros nenhuma célula dentro da
secgdo contém cromosdmio expulso.  Uma tal variagdo extrema é também
verificada em sacos polinicos adjacentes no mesmo filete.

ILEN HONTICOL.t Gray (n=20)

Os cromosémios na primeira metalase em 1. moniicola sdo na maior
parte aglomerados em uma massa compacta (fig. 21). Ocasionalmente,
o nimero hapldide de 20 (lig. 26) nesta espécie pode ser distintamente
contado em anafase. Nenhuma ancrmalidade ocorre até o fim de ana-
fase, quando surgem alguns cromédsomios atrazados (fig. 22). Em cérca
de metade das CMPs. um dos cromatideos-filhos do menor cromosdmio
¢ abandonado no citoplasma no fim da primeira divisdo (fig. 23). Este
cromosdmio parece ainda se dividir, mas apenas chega a atingir forma
de alteres, parecida com a de um cromosémio normal durante o inicio
de anafase. Durante & segunda divisdo meidtica o pequeno cromatideo
¢ ainda visivel (fig. 24). Incluimos a fig. 25 porque ela mostra o hete-
rocromosdmio no processo de divisio e possivelmente exibe também
um estado excepcional da ocurréncia de uma parte de um cromosémic
no fuso de uma outra figura de divisdo:; nota-se que é um fragmentc
muito pequeno gue fica no centro de um fuso anafésico e que se asseme-
lha ao pedago do heterocromosémio em forma de alteres, que tem apenas
trés secgdes. Podemos resumir a condigdo citolégica nesta espécie
dizendo que a irregularidade se restringe a um heterocromosémio gue se
perde e degenera no citoplasma. No citoplasma dos microsporos nac
se enconira nenhum vestigio daquéle singular redago de cromatina ;
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aparentemente éle é absorvidc no inicio da formacgdo de tetrade. O
pblen parece ser bastante normal, existindo, porém, uma diferenga na
velocidade de desenvolvimento. (Cérca de metade dos microsporos se
colore muito mais profundamente que os restantes. Nos estados iniciais
de crescimento, riota-se também uma diferenca em densidade do cito-
plasma e a percentagem & aproximadamente a mesma. Enfiretanto,
ndo hd micronicleocs no material estudado e também parece ndo haver
gracs de pdlen abortivos; nesse material o pblen estava praticamente
maduro.

ILEXN OPACA At (n-=18)

Dos dezoito cromosdmios meidticos de  Fea opaca (fig. 29) seis sdo
bem grandes, onze sdo de tamanho médio varidvel e um é distintamente
pequeno. Um heterocromosémic € presente ; éle parece ser precoce
em relagdo a divisdo, pois que, freqientemente, se divide duas vézes
durante a primeira divisdo meiética. Enirelanto, éste cromosbmio de
tamanho médio se atraza em relacdc ac movimento no fusc e pode ser
visto na placa eguatorial guandc os cromosdmics restantes ja atingiram
os polos. Todo éle ou wira =na parie é abandonada no ciloplasma no
im cla primeira divisdo em cérce de 5004 das CMPs.  Durante a sequnda
divisdo meibtica nada parece acciiecer 4 cromatina expulsa até a tor
macgdc de tetrade, quando els desaparece no citoplasma. Fregiente-
monte o pedago de cromatna {z maicr parte das vézes é apenas um
nedaco) permanece ao lonao da parede celular e mesmo induz a parede
& formagdo de uma protuberfincia nesse Ingar (fig. 31). O tamanho do
heterocromosdmio expulse e a observacdo do seu comportamento imicial
sugerem que, na maioria dos cascs, um dos dois cromatideos-fithos da
primeira divisdo meidtica ou ¢ inchude nos grupoes telofdsicos de cromo-
zOmios da primeira divisdo ou s torna parte de um grupo mitotico durante:
a seounda divisde,  Os cromatidecs restantes iniciam e as vézes compls-
tam uma segunda divisdo durants a parte final da primeira e reqular
divisdo meidtica. s cromatideos-iilhos desta divisdo ndo se separam:
inteiramente, mas reunem-se en wmae massa globular que jaz a periferia
da célula onde degenera antes da oitoguinese.

E de algum interésse a observecdo de que durante a anafase hete-
rotipica gquatro dos maiores cromosdmios sdo intimemente associados
{fig. 28). Por ser de 20 o namerc reduzido de algumas outras espécies
de [lex talvez éste fendmenc em Iex opaca seja mais uma evidéncia
de gue o nlmero bésico para o género tenha sido de cinco em outros
tempos, se bem gue num passade remoto, porque o resto des cromosdmios
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ndo parece cair em qgualquer de tais agrupamentos, e hd sdmente um
cromo-édmic muito pequeno.

Em Ilex opaca a anormalidade meibtica em cérca de 5004 das
CMPs. é o aparecimento de um heterocromosdmio, metade do gqual &
geralmente expulsa para o citoplasma, onde degenera. O pblen é
altamente regular, se bem gque se encontrem alguns grdos abortivos,

ILEX VERTICILIATA (L) Gray (n=18)

Os cromosbmios meidticos de 1. verticillata sdo interessantes por
causa do seu nimero e da presenca de mais de um heterocromosdmio.
E particularmertz dificil o estudo dos cromosémios nesta espécie por
causa de sua aglomeracdc e porque as velhas conexdes de espirema
freglizntemente aparecemn ainda no inicioc da analase de modo que
mesmo sob uma vista polar, diversos cromosdmios se acham inter-ligados.
Parecem ser 18 cromosémios. A lig. 32 representa uma das metalzg:s
mais normais encontradas, e foi ampliada na fig. 36 para mostrar a natu-
reza do Unico cromosdmio, o qual & muito menor do gue gualguer outro
do complemento. Além disso, &ste tdo pequeno cromosdmio parece
ser trirartido e guando é expulso do fuso, um maior e um menor pedagos
de cromatina sio encontrados freguzsntemente proximos um de outro
{fi7. 34). E-tretanto, metade de um cromosdmio de tamanho médio
tamkém rarzc: ssr indesejdvel nos complementos-fithos, e éle também
jaz no citonlasma em aproximadamente metade das CMPs. no fim da
prim=ira divisdo meidtica. A fig. 33 mostra uma anafase normal sem
gualquar cromatina Matrazada” ou exvulsa. A lig. 37 & uma vista polar
da m=tafas: hatarotipica e mostra 16 cromosémios livres——note-se que
um délas é muito pequeno - - e dois que sdo ligades por uma parte do
velhos esnirama.

A cromati :a expulsa parece dagyenerar logo nesta espécie, ndo se
enco ‘traido d»la qualquer trago nas liquras d2 ssgunda divisdo. Natu-
ralma itz o material dave sz incluir ds novo nas figuras homotipicas.
Os craomosdmin; sdo muito pequi1o3, enovaladas durants esta divisdo,
para sarem oo ttados com suficisnts exatiddo dz modo a dsterminar se a
cromatiia =x>uizi é ainda auszatz ou restabzlecids. O3 microsporos
paracam nazs;ir por um dassavolvimaato normal, porém em cérca de
metads doz rin: da pblen hd uma coicaatragio mais réapida do proto-
plasma d»n qu: no3 outros. Podas haver ou ndo qualquer significado
para esta obs:rvagdo.

Deverros nos lembrar que um cromosbmio notavelmente pequenco
amkém tor - 5 trado em [llex decidua e I. opaca, mas nestas espécies
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&le se comportara normalmente. Em [I. verlicillata, entretanto, o pe-
queno cromosdémio é também heterocromatico no comportamento =
comumente tripartido em construgdo.

15EX VOHITORIA At (n=20)

O ntmero reduzido de cromosdmios em [Flex vomiloria parece ser
vinte (fig. 40) e inclue um cromoesdmio muito pequeno, cujo comporta-
mento é normal nesta espécie. No material que tivemos s mios, nenhuma
cromatina expulsa foi encontrada durante a microsporogénese. A
sequnda divisdo & inteiramente normal ; ndo se encontram microsporos
abortives. A peculiaridade desta espécie é quanto a um complexo
tripartido que fregientemente forma uma ponte através a anafase hetero-
tipica inicial (fig. 38), a qual persiste ocasionalmente mesmo até o fim
da anafase (fig. 39). Nem todos os cromosdmios se encontram no equador
durante a metalase (fig. 41); entre os esparsos pelo fuso podem ser
freqiientemente encontrados dois tipes : um é da forma usual e o outro
é o complexo tripartido (fig. 43). Se bem que a segunda divisdo seja
bastante reqular nesta espécie, os cromosdmios sdo muito pequenos,
agregados, para se contar com certo grau de exatiddo. Se isso ndo
acontecessz, seria possivel tracar a disposigdo do cromosémio tripartido -,
para verificar se éle determinou o estabelecimento de dois complementos
diversos, como aquéles que se diz existir em diversas espécies de Rumewx.
Naturalmente, contagens para confirmar ou ndo esta segregagdo foram
ieitas. Algumas delas realmente confirmaram-na, outras confundiram-na.
N&o hé sequramente base para uma opinido categérica ; o estudo poderia
ser tentado por alguem que tivesse menos cuidado pela sua vista e mais
imaginagdo do que o autor. ..

DISCUSSAO
Poliploidia e Aneuploidia

Considerando apenas as espécies do leste americano, os géneros
Tlex e Thalietrum apresenlam extremos de desenvolvimento citolgico.
O primeiro é estritamente aneuplbide & dado a formagdo de heterocrs-
mosdmios; o segundo é vastamente polipldide, extremamente regular em
comportamento meidtico. Ambas condigbes séo agora geralmente encara-
das como tendo sua origem em hibridag¢do prévia no grupo. Particular-
mente, quanto & poliploidia & &sse o caso. Kuhn (8) chegou a essa
conclusdo apds o sstudo do nlunero de cromosdmios de 37 espécies &
formas de Thalictrum. Com pcucas excecdes, lhas 60 espécies e varie-
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dades investigadas por éle e Langlet (6) sdmente se estudaram figuras
meibticas, Qutro trabalho {foi executado por Day (1) em Th. Fendler:
e por Overton (T) em Th. purpurascens, mas principalmente guanto &
partenogénese, a8 qual, sequndo Kuhn, ndo pbéde ser bem estabelecida.
Das 70 espécies reconhecidas por Engler-Diels, o nGmero de cromosé-
mios foi agora determinado para 63 formas, o que deve retratar o género
com bastante exatiddo. Onde a divisdo de reducdo foi estudada, fala-se
sempre da mesma regularidade de comportamento meidtico, e aquelas
espécies incluem nimeros reduzidos na seguinte série: 7, 14, 21, 28,
35, 42 ¢ 70. Para Th. purpurascens Langlet determinou n=21, mas
Overton e Kuhn, separadamente, enconiram al uma excecdo em qgue
n=12. A ndo ser éste caso, a espécie faz uma nitida série de 7 a 70
incluindo tanioc espécies didicas como perfeitas. As espécies com o
numero béasico de 7 cromosdmios nio se restringem a uma dada regido;
assim, temos, por exemplo :

Th. aqualegifolium - Europa e Asia

th. pelaloideum - Asia

Th., Przewalekil — China

Th. montanum - Eurepa

Th. clavatum -- América do Norte

Os nmeros mais altos distribuem-se também pelo hemisfério norte,
mas se restringem largamente aos tipos didicos. As formas perleitas
tém nimeros hapléides de 7 a 21, enquanto as unissexuais vao de 7 a 70.
Diferentes nGmeros sdo frequentemente dados para a mesma espécie,
mas em cada caso o ntmero cai dentro da progressdo. Aparentemente
houve também poliploidia intra-especifica. N&o podemos concluir como
no caso de Rumex - Jensen (3) --— que a poliploidia tenha expandido
as espécies perfeitas e que a secgdo dibdica do género se tenha restringido
a variagdes aneupldides do nimero dipléide ou tetrapldide. Muito
ao contrério, porque no caso de Thalictrum, os nimeros mais altos en-
confram-se entre os tipos unissexuais, Outros géneros que exibem
semelhantes exitremos de poliploidia sdo hermafroditas, e guase unéni-
memente os investigadores atribuem a multiplicagdo de complementos
cromosdmicos a hibridagdo prévia. Podemos, portanto, concluir, no
exemplo de Thalictrum, que a hibridacdo foi responsdvel pela poli-
ploidia e que, como alguns dos nGmeros mais altos sdo encontrados entre
formas didicas, a hibridagdo com consequiente poliploidia ocorreu antes
do advento da condigdo didica.

O extremo oposto é encontrado nas espécies estudadas de llex .
trés espécies com 20 cromosdmios meidticos e duas com 18. Em cads
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caso aparecem heterocromosdmios entre as CMPs; além disso outros
carateristicos diagndsicos como cromosdmios atrazades e precoces,
cromatina expulsa, diferentes proporcdes de crescimento dos micros-
poros, lembram-nos do comportamento meidtico tipico de hibridos. Esta
condicdo é também bastante tipica de um ndmero de géneros unissexuais
que sdo aneuplbdides e nos quais se descreveram heterocromosdmios,
como Smilax, Dioscorea & a seccdo didica de Rumex. Devemos lembrar
ieste ponto que uma referéncia anterior {oi feita & auséncia em [lex de
espécies distintamente de {1dres perleifas, em contraste com a sua pre-
senca em ZLhalictrum, com a conjetura gque [leax tomou a diregdo da
unissexualidade antes de halicirun. No caso de Ilex & possivel que a
hibridacdo da espécie tenha ocorrido simulténeamente ou depois
do advento da condigdo didiwca.  Vamos admitir esta hipdtese e ver que
limitacoes seriam impostas pela simultanea interacde de duas férgas
muito elementares :  hibricdlacdo interespecilica e o estado unissexual.

Entre as plantas superiores harmalroditas o arranjo geral exiye a
maturagdo do pdlen e do saco embriondrio aproximadam=nte ao mesmo
tempe na mesma planta, demodo gqu= a autopolinizagdo é mais variavel
gue a polinizagdo cruzada. Por assim dizer, ndo nos esquacamos das
numerosas excegdes em que a tnaturacdo de um tipo d= esporos & atra-
zada, ou a flor de tal mado construida, ou a espéciz auto-astéril d» modo
gue o que se dd é a polinizacgdo cruzada. Entretanto, a situagio aeral
é perturbada quando uma raca de plantas comscga a elimirar um tipo
de tecido esporogénico das lidres num dado individuo. As probabili-
dades da ocorréricia de autonolinizagio decrescem projressivamente
até que se estabelega o estado funcional didico. Cada ato da fertilivagdo
entdo envolve a intreducdo de protoplasma quz é até certo noitn exiranho
a célula-ovo —, protoplasma de um outro individuo, talvaz da m=3ma raga,
mas assim mesmeo diferente, pois qus ndo ha dois individuos exatamaite
iguais. Fdssem as espécies genéticamente bem estabilizadas, o advante
da condicdo didica ndo determinaria distlrbins no proc=sssy maidtico ;
lembremos a é&ste respeito, da centena de plaatas unissexuais qu: néo
mostram sendo um sistema normal de meidse, particularmea ~t: 3 géeros
monotipicos, nos quais a Gnica espécie ndo tem parentz préximn com o
gual se cruzar. Por oufro lado, se as espécies afins e proximas admitirem
polinizagdo cruzada, deve ocorrer uma hibridacio iitor-»3meciica.
Com ela vém as irreqularidades meidticas usuais : cromozdmio; ~recoces
ou afrazados, distribuicdo desigual de cromosémios, niclsos ¢ 2390108
multiplos, esterilidade, etc. Subseqlentemente cada ato d» iurlilizagdo
serve para reintrcduzir alguma coisa que desconirola o sist=ma m.-idtico.
Assim, gerag@o apds geragdo, as plantas uaissexuais sz vao tor :aido
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genélicamente misturadas. Aparentemente estas {ormas unissexuais
desenvolvem certo grau de tolerdncia, pois, do contrdrio, a desvantagem
que levariam pela fertilidade decrescente devida a ma distribuicdo,
letal, dos cromosdmios durante a meidse, determinaria sua gradual eli-
miragdo na competicdo com suas vizinhas hermalroditas. Com téda
prebabilidade éste deve ser o caso, algumas vézes. Entretanto, a persis-
téncia de numerosos tipos unissexuais por longos periodos de tempo
sugsre gue & possivel a existéncia de um carto grau de tolerancia cito-
6gica. E, entretanto, esta mesma tolerncia também ndo permite que
acontega ¢ gue parece ser comum enire as plantas perfeitas : nestas, o
distirbio meidtico produzide pela hibridagio é tdo intenso gue, em
alguns casos, a divisdo heterotipica se interrcmpe. Fortna-se um nicleo
de restituicdo, o nimero de cromesdmios dobra, & assim se restauram a
iertilidade 2 a meidse normal. Teodavia, quando se descontrola ¢ pro-
cesso meidtico nas formas unissexuais, mas ndo tanio que dé para a for-
megdo de anfidiploidia, haverd uma tendéncia para impedir a poliploidia
e reter o namero bésico de cromosdmios com uma lendéncia ainda para
a diminuigédo do nimero (ancuploidia negativa) pela excluséo de cromo-
sOmios de alguns dos microsporos, exclusio essa que ndo impede a for-
magdo do tubo polinico e eventual lertilizacio.

Este parece ser o caso que ocorre com [lex. O nimero bésico do
género parece ser 20, e isto particularmente pelo {ato da observagio
em flex opaca de 4 grandes cromoesdmios frequeniemente formando um
quartetc o que talvez indigue gue, criginalments, o nimerc béasico era
de 5, o qual num pericdo de hibridagdo ge elevou a 20 e mais recentemente
diminuiu em algumas espécies por um outro pericdo de hibridagdo apés

o

o advento da condigdo didica. kste processo pode ter determinado o
ndmero n=18 em [llex opaca ¢ I. verticillala.

O esguema de incidentes acima delineado pareceria ser responsavel
pela diferenca em lopogratia cromosdmica nos dois génercs, Thaliclrum
¢ [lex, 0s guais tomaram o hébito unissexua!l e scfreram hibridagdoc.
Em vista das condigdes impostas por estes dois fatores medificadores e dos
nosscs conhecimentos da citologia dos hibridos, a diferenga em épocas
claima ao autor como uma hipbtese firmemenie alicergada. No caso
de LThalictrum, a hibridagdo deu-se antes, permitindo gue se comple-
tasse um largo sistema polipldide antes da mudanga para a unissexua-
lidade. No caso de [flex, a hibridagdo ocorreu simulténeamente ou
mesmo depois da ocorréncia de unissexualidade.

Enire as plantas unissexuais encontra-se frequentemente um lerceiro
grupo -~ constituido pelos géneros em que as espécies sdo dipldides ou
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tetrapldides, como Populus, Salix, e a espécie dibica de Lychnir.
Talvez através de um estudo mais apurado déste grupo em relagdo aos
tipos extremos discutidos neste artigo se chegue a um ciclo complete.
de fatos que abrangerd as vérias formas produzidas pela interagdc da
hibridacdo e da diferenciacio sexual.

HETEROCROMOSOMIOS

Q aparecimento de heterocromosémios em algumas CMPs. de
1ddas as cinco espécies de [flea em estudo, provavelmente sé tem impor-
tAncia por fortalecer a opinido do autor de que serdo encontrados hetero-
cromosdmios entre as espécies de qualquer grupo variével que simul-
tAneamente caminhou para a hibridagdo e o hébito unissexual. Nao é
de surpreender que se encontrem vérios tipos de heterocromosdmios.
s sequintes foram encontrados em [lex :

1. decidua - Um cromosémio de tamanho médio da segundea
divisdo meidtica -~ um cromatideo expulso =
cérca de metade das CMPs. Degenera.

I. monlicola -- O menor cromosdmio do complemento LT

cromatideo expulso durante a primeira divisac
meidtica.  Degenera.

[. opaca - Um cromosdmio afrazado, de tamanho médio
um ou ambos cromatideos-filhos expulsos durante
a primeira divisdo meibtica. Degenera.

1. verticillata -— Um cromosdmio muito pequeng, tripartido e atra-
zadc - um cromosdmio de tamanho médio tem win
cromatideo-titho expulso em cérca de metade das
CMPs. A cromatina expulsa degenera.

. vomitorra - Dois tipos de heterocromosdmio : um atrazade de
tamanho médio, « um tripartido do tipo de ponte
anatdsica. Ndo héd expulsdo de cromatina.

Tin

E interessante o complexo tripartido visto em algumas CMPs. e
L. vomitoria poraus pode representar um estado intermedidric no desen-
volvimento de tipo mais notério de complexo tripartido encontrado nas
F‘MP' d F - - Fl .

~MPs. de algumas espécies_de Rumer. Neste Gltimo caso, sua presenya
z seu comportamento t€m sido inferpraiados comoe significalives e
gtervengdo na determinacio do s2xo, e por essa razdo éles tém sido
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encarados hd bastante tempo como cromosdmios sexuais. O autor
re-investigou as tormagdes de heterocromosdmios em alguns dos casos
classicos em Rumex (3), sem chegar a uma conclusdo tao taxativa.
Ha muitas razdes para se acreditar que estes assim chamados cromosd-
mios sexuais sdc lipos exalos de heterocromosémios, cuja origem esté
firmemente ligada & prévia hibridacdo, e cuja ocorréncia é regulada
pela determinag¢do do sexo e ndo o sexo determinado pela presenga déste
tipo especial de cromosémic. Uma atencdo crescente a citologia das
formas intermedidrias enire os tipos estritamente didicos e os perteitos,
e a admissdo ao nosso pensamento de um mais amplo conhecimento do
comportamento das plantas, devem corrobeorar com a opinido do autor
sbbre éste assunto. A evidéncia da formacgdo de heterocromosdmios
nas espécies de [lex acima citadas é uma contribuicdo fpara éste fim.
A variedade de comportamento heterocromosémico nestas cinco espécies
¢ importante, pois ela indica porque existe tal diversidade entre os assim
chamados cromosémios sexuais das espécies de Rumex e porgue algumas
das espécies ndo tém heterocromosbmios. Seria dificil conceber como
cromosdmios sexuais que reaparecem com regularidade e tém um bem
delinido padrdc de comportamento, podem surgir 8o de repente. E
mais razodvel admitir que sejam necessérias vérias geracbes para © seu
desenvolvimento, e se isso for verdade, a Gnica fonte de “cromosSmios
do sexo’’ potenciais deve ser encontrada justamente entre tais tipos como
as espécies de [Tlex agui descritas. Certamente o heterocromosémio
tripartido em . vomitoria ndc tem uniformidade de comportamento e
ndo se mostrou visivel em metade das células estudadas; além disso
ndo h& confirmac¢do de sua presenca durante a mitose somética, mas o
mesmo se dd em vérios casos dos chamados '“cromosdmios sexuais’.
Por exemplo, a opinido se acha bem dividida quanto a existéncia de
heterocromosdmios em Rumex acelorella. Uma escola diz ‘gue hé, outra
insiste em que ndo hé, e, no entanto, o autor viu células em que havia
dois grupos. ¥ Quem estd com a razdo? Provavelmente todos, dentro
dos limites de suas observagdes. A variabilidade é certamente uma cara-
teristica reconhecida nas plantas de origem hibrida e os cromosémios
sexuais acham-se invaridvelmente associados com outros carateristicos
diagnésticos de hibridacdo. A medida que se obtiverem informagdes
sdbre uma maicr variedade de formas tornar-nos-emos capazes de tragar
a evolucdo dos heterocromosdmios com maior exatiddo. Precisamos
sstudar mais tipos como Benzoin aerlivale, Jensen (4), nos guais os hete-
rocromosémios estdo em processo de formacgdo. Neste exemplo foi
encontrado no macho um tipo X-Y de heterocromosémio. Fazemos
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agora apenas a sugestdo de que os lipos de comportamento heterocromeo-
sBmico em cinco espécies de Ifex nos fornecem algumas irregularidades
meidticas que parecem ser intermediirias entre os autosdmios que se
comportam normalmente & os tipos especializados de heterocromosdmios
chamados cromosdmios sexuais.

A HEREDITARIEDADE DAS IRREGULARIDADES MEIOTICAS

A tendéncia geral pera eliminar cromatina dos niacleos em céreca
de 5004 das CMPs. de quatro espécies de Tlx em investigagdo apresenta
uma base para especulazdn. Se bem gue os nimeros aneupldides de
que se fez mengdo indiguem qus alguma mudanga aletou o niimero
bésico de cromosémios do adnero, hd também forte indicagdo de que a
mudanga se operou muitc vagarosamente & que num determinado periodo
o nhmero de cromosimins se tornou constante. Mas as anormalidades
meidticas persistemn um tipo de anormalidade que acarretaria a dimi-
nuicao do niimere de cromosémios - porfanto, os microsporos que
coutdm os nlcleos dalicientes, ern sua maior parte, ndo chegardao a
efetuar uma fertilizacdo.  F assim, as CMPs. funcionais devem ser aguelas
enm que ocorre meidse normal.  Isto é paradoxal, pois a ancrmalidade
meidtica que aparentemenie persiste durante muitas geragdes se trans-
mite através do tecido esporoaénico gue ndo manifesta o carater. Clomo
dissemos anteriormente, ndo hd um comportamento uniforme @M
alguns sacos polinicos, tddas as CMPs. contém cromatina expulsa, em
outros apenas a metade o finalmente noutros nenhuma apresenta cro-
matina expulsa. Ndo hd unilormidade entre sacos adjacentes no mesma
estame. E possivel que t6das as CMPs. nestas espécies de e sejam
potencialmente anormais em comportamento meidtico, mas em alguns
casos o distirbio que faz aparecer ¢ heterocromosdmio é suprimido. Os
estudiosos da citologia dos hibridos tdm notado mais freqlenternente irre-
gularidades menos pronunciadas na megasporogénese do que nas CMPs.
em espécies hermafroditas =m que a disposicdo genética deveria ser a
mesma para ambos os tipos de tecidos esporogénicos. Aparentemente:,
o tecido envolvente pode aletar o comportamento interno de uma célula
separada em alguns casos. O autor ndo se aventura a opinar mais que
isto. A explicagdo para éste paradoxo talvez possa ser encontrada pela
extensdo dos argumentos acima, mas, por enquantc, parece nac ser
aproveitavel levar mais avante a auestdo. Deve servir sdbmente para
mostrar que todos aauéles que acreditam que os livros atuais de citologia
ja apresentaram ao mundo uma nitida explicagdo dos mistérics que nos
confundem na vida celular, sdo facilmente engandveis e pouco curiosos.
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SUMMARY

i. New chromosome numbers have been delermined tor lhe ollowing species lrom

~

material collested in various counties of North Caroling, .5 A
Thalicfram clavatum = [
Th. diotcem no= 14
Th. polygamum o 44
Th. cortacciim no= 0
Hex decidua no o= 20
I. monticola no= 20
1. vomitoriu n o= 20
1. opaca o= 18
{. verfreidiata n o= 18

2. The genus Thalictrum has been rather well investigated cytologically but the
genus Jlex has not vet received the atention it merits, and offers cytologists in North,
Central, and Scuth America an opportunily o stndy an extensive genus which has been,
and probably is, undergoing interespecific hykbridization while a shift from the herma-
phroditic to the unisexual habit 1s also well established. These two great evolutionary
factors, hybridization and the advent of the dicecicus condilion, appear to stimulate diver-
gent lines of meictic behavior depending upon whether or not they appear in the phylo-
geny of a race simultanecusly or successively, and in the zase of the latter, which came
first. The genus Zhalrcirunm was used as a basis lor comparison with the situation as found
in the eastern North American forms of ffea with the following conclusicnas.

e, The genus Lhalictrum s vastly polyploid and meiotically regular.
This condition is thought o be the result of previous hvbridization of the
species belore the advent of the dicecious habit

b. The genus [lex s, as {ar az research has gone, negatively aneuploid
and [requently irregular meiotically. Thiz condition is thought o be the
result of previous hybridization: of the species after, or no more than
simultaneously with, the advent of the dicecious habit.

3. Heterochromosome: were found o microsporogenesis of all five species of Ifex,
along with cther meiolic peculiarities ol suggesied hybrid origin, but no two were alike,
Behavior of the helerochromosomes was not found t© he consistent and in approximately
5007 of the PM(Cs. meiosis was normal. Findings are sumimarized in following table.
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|
Heterochromosome Complex  Division in Chromatin . Other diagnostic
i .. which firet T aiectad. : hybrid character-
Species . Type of seen. : | istics,
- Chromosome i ’
I dc-mdmz ' Medium - Homeaotypi: One chromatid Laggards
. ‘ during second -anaphase bridges
anaphase :
f. mom’zcoln . Smallest . Hetern- One uhromaha Ldggmg
- member of Ctypic during first : Precocious chrot..
_complement - anaphase. Left
in cytoplasm
1. opaca Medulm - Heterc Whoie chrom Lagging chrom.
e QOne chromatid
- somelimes accept-
.ed by complement
"in second div.
[. uertu iflata Two type:, : Heterc- Yes. Degenerates
: One ftripartite | typic during  first  telo-
i X---Xy1Ys small ! phase. ;
i Other medium  Heterc- © Yes. Degenerates |
: Ttypuws “Juring  first  telo-
: ! phase :
I. vomiforie = Medium zized Hei arc- I'vcme fourd A number of
! tripartite Ctypic ’ -laggards dur-
- complex f ‘  tirst division

4, In view of the generally stalie chremosome number for the five species of fex
investigated, only such pollen as arises from PMCs. which possess the normal mewosis
may produce the gametes which eftect fertilization.  This presents the problem of expia:-
ning how the ability to produce meiotic abnormalities iz inherited threugh cells which de
no! exhibit it or through the female side and s significance on the whole question of the
evolution of sex chromosomes from vanous tvpes of heterochromosomes.

5. A comparison of the cytology ot species of Thafictrum and Ilea adds supnor:
to the author's earlier contention that so called sex chromosomes in higher plants have
their origin in special types of heterochromoscmes which in turn ewe their appearancs i«
metotic disturbances induced by previcus hvbridization of the species and preserves
through the more or less simultaneous advent of the dicecious habit. In the author':
opinion, the genus Ifex offers an opportunity 1o increase our knowledge of what oceours
during the stage intermediate hetween auiosome and the specialized types of sex-linked
hsterochromosomes.
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EXPLICACXO DAS FIGURAS
ESTAMPA 1
Figuras 16, Thalictrum clavatum. Microsporogénese.
Fig. 1 -— Vista lateral de metafase heterotipica
" 2 -~ Visia polar de metalase heterotipica. n="
.. 3 -~ Anafase heterotipica
., 4 - Vista polar de anafase heferotipica
5 —- Vista polar de um complemento metafdsice em divisdo hemotipica
6 - Metalase da segunda divisdo meidtica.

Figuras  7-10. Th. coriaccum. Microsporogénese.

Fag, 7 - Metafase heterotipica. Note-se a uniformmdade dos cromosdmios
g8 -~ Visla polar da mesma para mestrar o agrupamenic dos cromosémics
.. 9 -~ Niclee pre-meidtico para moestrar 70 cromosdmios em diaguineze
10 - Anafase heterotipica

ESTAMPA 1i

Figuras 11-14. 7' déoicem. Microsporogénese
Fig. 11 -~ Metalase heterotipica. Vista polar. n=14
e 2 -~ A mesma, vista polar, maostrando varios tiro: de cromos@mios
. 13 -~ Anafase heterofipica
14 ~- Fim da segunda divisdo meibtica.
Figuras 15-16. . polygamum. Microsporogénese
Fig. 15 -- Anafase heferotipics
. 16 - - Contagem de cromosdmios na divisde heierstizica. n=4o

ESTAMPA Il

Figuras 1720, Tea decidua. Microsporogénese

Fig. 17 — Metafase heterctipica. Vista lateral
., 18 -~ Metalase heterotipica. Vista polar. n=20
19 - Segunda metafase meidtica mostrando expuisdo de cromatina
v 20 — Quartetc nuclear e degenerescéncia de cromatina no citloplasma.

Figuras 21-22. f. moniticola. Microsporogénese
Fig. 21 -— Metalase heterotipica
s 22 — Analase da divisdoc heterotipica mostrande “laggards™.
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ESTAMPA TV

Figpwras 23-26. £ monkicela, Microsporogdnese

3
Fig. 23 - Telofase da 1.» divisdo, com cromosdmio expulso do citoplasma

., 24 —- Metalase homctipios
, A5 Arnafazse homotimca mostrande laggard” e cromatina expulsa.
., 26 Metafase heferotipica.  Visia pslar. n=20.

Fiquras 27-29. 1. opaca. Microsperorénese

,
o

.
~

-

Figy. 2 - Melafase heterolipica mostrande helerocremosémio

&

Vista pclar de deis tipor Jde conliguragdes anafdsicas, uma das guais
mostra quatre grandes cromosdmios associados
o Vista polar dda divisas heterciipica. n=18

ESTAMPA V

Figuras 30-31. . epaca. Micresporoaénese
Fig. 30 --- Analase heteroiipica mostrande cromaline expulsa
.. 3! - Cromatina ainia visivei no citeplasma & telofase da 2.* divisac.
Figuras 32-35, 1. verficitlafa. Micresporogénese
Fig. 32 - Metafase heterotipica
33 - Anafase helerclipica. forma regalar
34 - Telofase da 1.7 divisdo mosirandeo cromatina expulsa

35 - 20 divisdo meibtica reqular

ESTAMFA VI

Figuras 3637, 1 werlticdiata. Microsporogénese
Figq. 36 - Metafase hetero¥p
precoce
37 - Metalase heterstipica. Visla polar. n=18
Figuras 3843, 1, vomiforia. Microspmingénese
3

Vista leteral mostrando pequeno  cromosHmic

38 - Inlcio de Anafase heterotipica mostrando ponte triparhda
39 . Estddic mais avangacde da mesma

Figa,

30 -~ Metafase heterctipica. Viets pelar, n=20

4} - Metalase heterctipica, mostrande heterocromosémio singular
42 — Tipo normal de laggard”

45— Complexc tngartide visie pe fuse acimma
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