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INTRODUCAO

Numerosas variagdes genéticas, afetando diversas paries de plantas
citricas, tém sido constatadas em culturas destas &rvores frutiferas.
“Variagdes de borbulha’ ou "mutagdes de borbulha” (mutacdes som4-
ticas) t&m sido largamente estudadas, do ponto de vista horticola, em
diversas variedades comerciais, como, por exemplo, nos limdes “'Eureca’
e “Lisboa" (23), mas pouco se sabe ainda a respeito das verdadeiras
causas destas modificacdes hereditirias.

Certas formas de mutagdes sométicas, que se caraterizam por tecidos
de constituicdo mista, como certos limoeiros que ostentam félhas de
margens brancas (21) e laranjeiras apresentando dois tipos de casca
nos seus frutos (22), constituem, aparentemente, quimeras periclinais,
que encerram o tipo original como um dos seus componentes. Em outros
casos, como aconiece com a variedade Wase Satsuma, de importéncia
econdmica (24), parece duvidoso se as frequentes reversdes sométicas
de tal variagdo ao seu tipo primitivo devem ser atribuidas a uma consti-
tuigdo original quimérica ou & instabilidade genética do mutante.

A extraordingria diversidade das formas citricas e a pronunciada
heterczigese, que parece ser generalizada neste género (25, 7), sugerem
que as mutagdes de gens ocorrem com relativa freqiéncia. Este pro-
cesso, porianto, pode ser consideradec como uma das provaveis causas
das variagoes somaticas em C(ilrus apesar de se tornar dificil discerni-
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Foundation.
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lo dos casos de ocorréncia de “‘crossing-over’’ somético ou de anomalias
estruturais nos cromosémios.

VariagBes “'gémeas’”, as vézes afelando os caracteres da casca e
que modificam setores adjacentes em dire¢des opostas em relacdo a
expressdo original do respectivo carater, também tém sido observadas.
Estas sugerem a ocorréncia de uma mitose anormal. Quando, tanto a
espessura da casca como também a sua coloragdo sdo modificadas em
directes opostas em dois setores adjacentes, o que j& tem sido obser-
vado, deve ter ocorride uma mudanca no mecanismo citoldgico de tal
ordem a afetar, no minimo, a posigdo de dois gens. Além dos casos
acima mencionados (inclusive das transferéncias de camadas geratrizes
nas quimeras), a natureza exata das variagdes de borbulha em Citrus,
sdmente poderd ser determinada quando uma alteragdo citolégica visivel
estiver envolvida.

Quanto &s causas das variagbes somdticas em Cifrus, evidente-
mente, apenas as mudancas do nlmero de cromosdmios podem Ms-gr
facilmente determinadas. Microsporocitos e pontas de rafzes de estacas
revelam o nimero de cromosémios de apenas duas camadas geratrizes,
das quais éles se derivam. Estas contagens, nos casos de mutagdes
somaticas, precisam ser completadas, de preferéncia, pela determinagéo
direta ou indireta do nlimero de cromosbmios na epiderme derivada
da primeira camada geratriz. Estas investigagdes detalhadas s3o neces-
sdrias para se poder distinguir enire variagSes totalmente modificadas
e qgquimeras.

Durante os Gltimos anos muitas investigages tdm sido realizadas,
com o fim de determinar o nimero de camadas gerairizes existentes
nos primérdios das plantas. Schmidt (20) propds a teoria do '‘tunica-
corpus’’, que apenas considera a existéncia de duas regides geratrizes
principais, ao passo que Foster (4, 5) demonstrou que o nf{imerc de
camadas geratrizes, que tomam parte no desenvolvimento dos diversos
tecidos, varia consideravelmente de espécie para espécie. Blakeslee
et al (1) e Satina et al (18, 19), trabalhando com vérias quimeras de
Datura, induzidas pela Colchicina, demonstraram claramente que trés
camadas geratrizes tomam parte no desenvolvimento desta planta. Aparen-
temente, nada se sabe, ainda, a é&ste respeito, “com relacdo ao género
Citrus.

Apenas poucas determinagdes do niimero de cromosémios t8m sido
feitas, até hoje, em formas citricas que se originaram por variagSes
soméiticas. Nakamura (14) examinou microsporocitos de dois ramos
mutantes da Satsuma, conhecida por Wase. Ele encontrou o mesmo
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nimero de cromosdmios (2n=18) nestes ramos e na parte normal da
arvore em questdo, ndo notando, igualmente, diferengas no comporta-
mento déstes cromosbmios. A laranja Shamouti, da Palestina, que,
provavelmente, se originou da laranja Belladi por mutagio de borbulha,
e que freqlentemente produz ramos do tipo da Belladi (15), também
possue o nimero normal de cromosdmios nos seus microsporocitos (16).

Pelo menos, sob determinadas condigdes climatéricas, a tetraploidia
¢ comum em ‘‘seedlings’”’ produzidos por via agdmica (por embrides
nucelares) e descendentes de plantas diplbéides de muitas variedades
(6, 8, 13). Considerando-se que plantas tripldides, e ndo tetrapléides,
tém sido encontradas entre mudas de origem reconhecidamente gamé-
tica (hibridos F; interespecificos), nas mesmas culturas em que apareciam
tetraplbides nucelares, chega-se & conclusdo de que a duplicagdo do
nimero de cromosbmios da qual resulta a tetraploidia em mudas de
Citrus, deve ocorrer, de preferéncia, antes do infcio das divisdes embrid-
nicas. Os frequentes casos da produgdo tanto de mudas tetraplbides
como dipldides, pela mesma semente, sugere que a duplicagido geral-
mente ocorre no pistilo e provavelmente no nucelo.

Noticias sébre a existéneia dé ramos tetrapléides em arvores citricas
dipléides, indicando que a tetraploidia se originou em meristemas dos
galhos, ndo parecem ter sido publicadas antes da realizagdo do pre-
sente trabalho. Considerando-se os caracteres das 4rvores originadas
por variacdes sométicas, na Califérnia, conclue-se que variacdes tetra-
pléides de borbulha sdo raras em Cifrus. No caso apresentado no pre-
sente trabalho, pequena parte de uma &rvore ('pé franco’’) era ietra-
pléide, tendo a mudanga do nlmero de cromosdmios provavelmente
ocorride apds a germinacgdo da semente.

MATERIAL E METODOS

De uma tangerina hibrida, obtida pela polinizagdo da mandarina
King pela tangerina Dancy, na Ciirus Experiment Station, Riverside,
Califérnia, foram obtfidas 128 mudas, provenientes de 111 sementes
derivadas da polinizagdo aberta. Em janeiro de 1932, quando tais mudas
finham aproximadamente 4 a 4 14 ancs, tbdas estas plantas pareciam
idénticas & planta-mde, guanio ao seu tipo genético, presumindo-'ée,
pois, que tédas se derivaram, assexuadamente, de embrides nucelares.
Fm uma destas &rvores, entretanto, um pequeno ramo (mais tarde desig-
nado por 'b’’), que se originou do tronco a uma altura de mais ou menos
1 a 1,5 m, produziu 4 ramos laterais, dos guais o maior possuia félhas
largas e aparentemente grossas, sugerindo tetraploidia. Nenhuma
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descricio foi feita para os outros trés ramos laterais. Quando, na prima-
vera sequinte, novos brotos e {8lhas se tinham desenvolvido, procedeu-
se a um novo exame do ramo b, Enire um total de 13 brotos, possuindo,
cada um, duas {8lhas ou mais, epenas um parecia ser dipldide, 10 pare-
cendo ser tetrapléides e 2 possivelmente intermedidrios. Todo o galho
mutado, enfretanto, secou apés o iransplantio da &rvore.

L%

O restante desta &rvere {designada por “'a'’) parecia ser inileira-
mente dipléide. As &rvores a-1 a a-3, mencionadas mais adiante, foram
obtidas pela enxertia de borbulhas colhidas de dois ramos normais
bem distantes do ramo ''b’’. Dcis pares de érvores (b-1 e b-2; b-3 e
b-4) se derivam de borbulhas colhidas em deis ramos novoes, nédo adja-
centes, do rame 'b"’. As &rvores a-1 a b-4 estdo tédas enxertadas em
cavalos de Ponciras irifoliata. A é&rvore b-8 tem como “cavale” uma
muda de laranja doce, derivando-se a berbultha de um dos brotos acima
mencionados. Em 1936 estas muaas foram transplantadas para o pomar,
na ordem de a-l1 & b-5.

Em agbsto de 1940 obtiveram-s2 estacas, pessuindo algumas félhas,
de varics ramos terminals de 4 das 4rvores acima mencionadas: a-l,
a-2, b-1 e b-4 e plantadas dentro de um estulim, contendo areia agquecida
por uma resisténcia eléirica; em oulubre, do mesmo ano, transplan-
taram-se, para vasos, varias destas estacas entdo enraizadas, mantendo-
as na estufa.

Em janeirc de 1941, pontas ae ralzes de varias destas estacas foram
lixadas na solugdo "Craf'’ {17) durante 24 horas e deshidratadas pelo
método do élcool butilico tercidrio (11) e depois incluidas na parafina.
Cortes transverseis de 6 microns de espessura foram depois coloridos
pela hemalozilina de Heidenhain. Todos os desenhos foram feitos com
cdmara clara, & altura da mesa, com uma ampliagio de cérca de 3.900

SZE8,

<

Em abril, do mesmc ano, colheram-se betdes florais de vérios
tamanhos dos pés a-1, b-1 e b-4 (8-2 ndo possuia entdo botdes, provavel-
mente devido a um excesso de produgdo do ano anterior), que foram
fixados, durante 12 horas, numa solugdo contendo 3 partes de &lcool
¢ uma de 4cido acético e depois conservadas em 4lcool 70%,. Os esfre-
gazos feitos com carmim-acético (solugdo concentrada em 4cido acético
a 4507} fcram aquecidos, até leve fervura, antes da lutagem. As con-
tagens de cromosbmios foram feitas em microsporocitos em divisio com
aproximadamente o mesmo aumento usado nas contagens de cromeo-
sdémics nas pontas de rafzes.
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Ao mesmo tempo procedeu-se 3 fixagdo, em liquido Craf, de pontas
de ramos novos, em pleno desenvolvimento, e também de pequenos
setores centrais de f&lhas maduras, que depois foram deshidratadas
como fora feito para as pontas de raizes. Este material também fci seccio-
rado a 8-10 microns e colorido pela hematoxilina.

MORFOLOGIA DAS ARVORES ENXERTADAS
Caracteres gerais das plantas e das fbélhas ; frutificacio

Em fevereiro de 1941, os pés &-1 a a-3 epresentavam uma boa carga
de frutos (bem aprecidvel em dois déles e mais fraca no terceiro), sendo
em tudc semelhantes a é&rvore (pé franco) da gual se derivaram (fig.
1). Dos 5 pés descendentes do rame 'b", os de nimeros b-1 e b-5,
principalmente o primeiro, se apresentavam com uma copa relativamente
curta e larga, ndo possuindo mais de 4 frutos cada um ; (os tetraplbides
caraterizam-se por uma relativa {alta de produtividade) ; b-1, pelo menos,
possuia uma folhagem tpica dos fetrapléides, apresentando um porte
particularmente largo, come resultado da sua ramificagdo muito baixa
(fig. 2). Cs pés b-2 a b4, representando os dois brotos do ramo “'b",
eram alics e de porte ereto, semelhantes, em sua forma, aos pés a-1
a a-3, sendo, porém, intermediérios na sua frutificagdo (b-2 e b-3 mediana-
mente produtivos € b-4 pouco produtivo) (fig. 3). A meioria, sendo
tdda a sua folhagem, entretanto, parecia indicar tetraploidia, como
acontecia com o pé b-S.

ESPESSURA DAS FOLHAS

Vinte 16lhas maduras, aproximadamente do mesmo tamanho, foram
colhidas, em akril de 1941, em pontos semelhantes de cada uma das
&rvores, das quais tinham side retiradas estacas para enraizamento.
Duas medigdes da sua espessura foram icitas nas proximidades do seu
centro, por meio de um micrémetro usado para medir a cgpessura de
laminulas de vidro, que permitia a medicdo em centésimos de mili-
metros. As médias e os seus erros ‘standard’” acham-se no quadro I
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QUADRO I

ESPESSURA DAS FOLHAS DAS ARVORES DAS QUAIS SE RETIRARAM ESTACAS
PARA ENRAIZAMENTO

ESPESSURA DAS FOLHAS (mm/100)
ARVORE
n_b
Médias Diferengas Diferenga/frro ‘“'standard”
a-1 27,25+0,26
a-2 27,70£0,44
b-1 36,324-0,34 8,62 15,4("
b-4 37,45+0,31 9,75 18,1(*)

Para a determinacdo da significéncia das diferencas, as médias
dos pés b-1 e b-4 foram comparadas com a do pé a-2, que apresenta
uma média mais elevada e maior variabilidade do que a-1. As f8lhas
de ambas as 4rvores derivadas do ramo b eram significantemente
mais grossas do que aquelas dos pés derivados das outras partes normais
("a") da planta primitiva. Por outro lado, a diferenga entre os dois pés
“b" foi muito pouco significante e aquela entre as duas plantas *'a”
ndo era significante.

INDICE DAS FOLHAS

Para a cbiengdo de uma amostra convenients destinada & deter-
minagdo do Indice da forma da lamina foliar (comprimentoflargura),
t8das as félhas, ainda existentes nas estacas utilizadas para o enraiza-
mento, foram medidas, descartando-se, apenas, algumas mal confor-
madas. As médias e seus erros “standard” so apresentadas no quadro II.

*

A diferenga entre a-2 e b~1 & altamente significante (t=2,71 para n=40 e
P=0,01) (10, Tabela 94).

(*) A diferenga entre a-2 e b-4 & também altamente significante. A diferenca
entre b-1 e b—4 & apenas levemente significante : Diferencga/frro "standard” = 1,13

0,46
= 2,46 {t=2,42 para n=40 e P=0,02).
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QUADRO 1II
INDICE DA FORMA DAS FOLHAS DAS ESTACAS ENRAIZADAS

INDICE DA FORMA DA FOLHA
NUMERO
ARX?RE DE
FOLHAS Médias Diferengas | Diferenga/frro “'standard’’
I
a-1 e a-2 23 2,035+0,025
|
b1 19 1,916£0,030! 0,119 3,05(%
]
b4 12 1,880£0,032! 0,155 3,78(*)
! B

Os resultados obtidos pela medigio de amostras de 50 f8lhas, colhidas
em outras variedades, e anteriormente estudadas na Citrus Experiment
Station, indicam que as diferengas constantes do quadro I, apesar da
sua significdncia estatistica, n8o so altamente significantes, pois sdo
elevadas as probabilidades de serem encontradas tais diferengas entre
amostras colhidas em A&rvores diferentes, mas da mesma constituigdo
genética. As diferengas atrds relatadas indicam, entretanto, maior
largura relativa das foélhas das 4rvores enxzertadas com borbulhas do
ramo mutante, Onze formas citricas tetrapléides, em cultivo na Citrus
Experiment Station, acusaram, tédas, uma largura mais acentuada das
suas fdthas do que os dipléides correspondentes, sendo as diferencas
encontradas, em geral, bem maiores do que as enumeradas no quadro II.

CITOLOGIA E HISTOLOGIA

QO estudo dos caracteres morfoldégicos acima descritos, dos pés
obtidos pela enxertia com borbulhas do ramo mutante “'b", sugere franca-
mente que éste se originou pela duplicagdo do nimero de cromosémios-
Para provar esta hipbiese, realizaram-se contagens de cromosémios em
extremidades de raizes de estacas, na meiose e, mais tarde, em fblhas
novas e ramos; determinou-se, igualmente, o tamanho dos estomas,
estudando-se também a histologia dos primérdios das f8lhas, f8lhas
maduras e de ramos novos.

(*) A diferenga enire a média geral (a~1 e a-2) e b-1 & significante ({t=2,71
para n=40 ¢ P=0,01).

(**) A diferenga entre a mesma média e b~4 é também significante (t=2,72 para
n=35 e P=0,01).

A diferenga entre b-1 e b-4 nfo & significante :

Diferenca/Erro “standard” = 0,78 (t=2,76 para n=29 e P=0,01).
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NUMERO DE CROMOSOMIOS NAS PONTAS DE RAIZES DE ESTACAS

Como jé& foi dito atrds, contaram-se os cromosdmios em pontas de
raizes de estacas procedentes dos pés a-1, a-2, b-1 e b-4. Procurcu-se,
sempre, eletuar contagens em vérias camadas do tecide meristemético.
Com excecdo de dois cascs, o mesmo nlmerc fol encontrado em tédas
as camadas de uma delerminada raiz. Num déstes casos, verificou-se,
aparentemente, a existéncia de dois nfcleos dipléides numa célula
rodeada por tecido tetraplbide (4n=236) (*), um dos quais se achava em
divisdo, possibilitando a vista polar de sua metéfase, a contagem de,
aproximadamente, 18 cromosdémios. Num outro caso foi encontrada
uma sd célula tetrapléide num tecido inteiramente dipléide.

Excluindo-se as excegdes acima mencionadas, foram obtidos os
sequintes resultados :

QUADRO II1

ARVORE N.o DE ESTACAS | N.° DE RAfZES " N.o DE
EXAMINADAS EXAMINADAS CROMOSOMIOS

a-1 1. 3 2n=18

a—2 1 3 on=18

b-1 4 15 4n=236

b4 4 21 2n=18

Como era de se esperar, as arvores a-1 e a-2 produziram raizes
normais diplbides em suas estacas (fig. 4) ; b-1 deu origem a rafzes
tetrapléides (fig. 5) e k-4, inesperadamente, tinha, em suas estacas,
raizes dipldides.

NUMERO DE CROMOSOMIOS NA MEIOSE

Na primavera de 1941, as arvores a-1, b-1 e b-4 produziram pequeno
ntmero de botdes florais, os quais foram examinados quanto ao seu
nlmero de cromosdmios na meiose. As contagens foram feitas na M T
e AI() e, especialmente, na M II e A Il. Além disso, fizeram-se obser-
vagdes sbbre a presenga de “laggards”, o nimero de microsporos deri-
vados de cada microsporocito, e a variabilidade do tamanho do pélen.
QOs resultados foram os seguintes :

Arvore a-1: Nio péde ser feita contagem alguma dos cromo-
sbmics, mas o nimero de microsporos de cada microsporocito foi, com

(*) Nesta publicagdo “n" (=x) fol usado exclusivamente para designar um gend-
mio, ndo para distinquir entre as condigbes reduzida (n) e soméatica {2n).

(*) M, A e T representam, respectivamente, metéfase, anéfase e teléfase.



1944 BRAGANTIA 459

raras excegdes, quatro, e o pdlen era de ¢br normal e de tamanho
uniforme,

Arvore b-1: O nfmero exato de cromosdmios nas diferentes
fases da divisdo dos microsporocitos apenas pdde ser determinado num
limitado n{imero de casos, uma vez que ndo era possivel distinguir nitida-
mente entre cromosdmios uni- bi- e multivalentes. Durante a M I puderam
ser observades 14 a 18 bivalentes (aparentes), supondo-se existir grupos
multivalentes, quando se contavam menos de 18; na A I varios agrupa-
mentos, dois em cada célula, de 16 a 17 univalentes (aparentes) puderam
ser observados ; nesta fase, bem como em T I encontraram-se, as vézes,
alguns “laggards’’ ; numa configuragio M II, duas placas de, aproxima-
damente, 14 univalentes foram observadas, notando-se a existéncia de
varios "laggards” distribuidos pelo citoplasma; em vérios agrupa-
mentos de A Il cbservaram-se 17 a 18 cromosémios; em duas destas
fases, contudo, foram achados grupos de, sdmente, 9 cromosdmios.
Apenas 700 de 200 microsporocitos examinados originaram guatro
microsporos normais, 0,50% originando trés, 21,50, cinco ¢ 87} seis
microsporos. Os grios de pdélen maduros eram de vérios tamanhos.

Arvore b-4 : Vérias contagens em M I mostraram 9 bivalentes
{aparentes), dois grupos duvidosos de 9 univalentes em A [, ¢ 9 univa-
lentes em M Il e A II. Contudo, em duas primeiras metifases, aproxima-
damente, 18 supostos bivalentes foram contados. Dos microsporocitos
examinados, 870 deram origem a 4 microsporos € 1305 a 5 micros-
poros ; os grdos de pdlen eram uniformes em tamanho, talvez um pouco
mais varidvel do que os da é4rvore a-l. -

As tétrades normais encontradas na 4rvore a-1 indicam que ela
provavelmente apenas produz microsporocitos normais dipléides. Os
microsporocitos da 4&rvore b-l aparentam ser tetrapléides, contudo
duas contagens sugerem a possibilidade de que uma pequena parte
desta 4rvore produz microsporocitos dipldides. Os resultados concer-
nentes & arvore b-4 sdo muito escassos para se tirar uma conclusdo detini-
tiva referente & constituigdo citolégica dos seus microsporccitos. Apesar
de se tornar muitas vézes impcssivel, principalmente em preparagdes
de carmim-acético, determinar a valéncia dos cromosdmios metafésicos
de Citrus, parece provavel que, pelo menos, parte dos microsporocitos
da &rvore b-4 seja dipléide. Duas contagens de cromesémios e 1305
das contagens de microsporos, entretanto, sugerem tetraploidia. Devemos
ter em conta que o nlmero de botdes examinados e de contagens de
cromosdmios efetuadas foi reduzido, em virtude de os tstrapldides de
Citrus florescarem, em geral, menos que os dipldides. Por é&sse motivo,
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as contagens de cromosémios ndo devem ser consideradas suficientes
para desprezar as provas histolégicas de que, pelo menos, parte da
segunda camada geratriz hipodermal é tetrapléide na 4rvore b-4. Eviden-
temente, esta &rvore, como aconiecera para o galho mutante do qual
se originou, ndo possue camadas geratrizes idénticas em tédas as suas
partes. A existéncia de diferencas genéticas (citolégicas) numa mesma
camada geratriz, agui verificada, estd de acérdo com a acentuada variabi-
lidade de outras formas de Cifrus conhecidas como sendo quimeras
periclinais. Por exemplo, a famosa “‘bizzarria’” descrita por Nati, hé
300 anos atrds, que se originou no ponto de unido de um enxérto entre
cidra e laranja azéda, procduz, muitas vézes, frutos inteiros ou setores
em gue uma das espécies, das quais se compde a quimera, se acha inteira-
mente ausente.

TAMANHO DOS ESTOMAS

Por meio de uma ocular micrométrica foram feitas medicdes da
drea dos estomas sob pequenc aumento; para éste fim prepararam-se
cortes, & mao livre, da epiderme inferior, sendo dois de cada lado da
nervura principal, no setor ceniral de 10 {8lhas, colhidas ao acaso,
da face sul das 3 arvores enxertadas, fixando-as, a seguir, numa solugido
de formalina, &cido acético e 4lcool 500% (5-8-90); as secgdes foram
analisadas sem colori-las; de cada {8lha mediram-se 20 estomas, cérca
de 5 de cada secgdo, perfazando, assim, um total de 200 para cada
arvore. A 4rea de cada estoma foi calculada, multiplicando-se o produto
comprimento x largura da 4rea ocupada pelas duas células protetoras
por =f4, julgandc-se que esta drea tenha a forma de uma elipse. A va-
riance “‘enire” e ‘'deniro’’ das f6lhas foi calculada para cada 4rvore,
usando-se para a interpretagdo dos resultados obtidos a tabela de % de
Brieger (3). Esta andlise revelou que as variances encontradas nic
apresentaram diferencas significantes. Em conseg(iéncia disso, a variabi-
lidade total da rea dos estomas de cada é&rvore foi utilizada para estima-
tfiva do érro “standard” da média geral da &rea de estomas. As médias
e os seus erros ' standard’ se acham reunidos no quadro IV.
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QUADRO 1V
AREA MEDIA DOS ESTOMAS EM UNIDADES DA OCULAR MICROMETRICA (*)

AREA EM UNIDADES QUADRADAS
ARVORE OO AS
Médias Diferencas Dif.’E. S.
a—1 200 94.42.41.09
b1 { 200 106.380.97 11.96 8,12(")
b4 | 200 ©3.7640.87 0.66 0.47(***)

Apesar do fato de a anélise estalistica acima revelar diferencas
significantes entre as médias dos estomas das 4rvores a-1 e b-1 e também
entre as plantas b-1 e b-4, conclue-se que estas diferencas devem gar
atribuidas a algum fator do meic ambiente, e ndo a duplicagdo do niimero
de cromosbmiog, porgquanto elas ndo estdo de acdrdo com as contagens
de cromosémios efetuadas na epiderme de primérdios de {8lhas, como
serd demonstrado mais adiante, e gue revelaram gue esta camada celular
¢ dipléide para tddas as trés arvores ; elas também estdo em desacérdo
com as observactes sbbre a espessura das células da epiderme de {6lhas
maduras, que é igual nas irés drvores. Investigagdes leitas no Instituto
Agrondmico (12) revelaram que as diferencas entre as &reas médias
dos estomas entre formas dipléides e tetrapléides de Cifrus, tendo-se
derivedo estas daguelas pela duplicagdo dos cromosdmios, sfo cérca
de 4 vézes maiocres do que as encontradas enire os pés a-1 e b-l
{quadro IV).

PRIMORDICS DAS FOLHAS

O material colhide e seccionado permitiu o estudo histoldgico e

a determinacido do nGmerc de cromosémics em diferentes camadas

ulares ndo sdmente em primérdios muito novos de 16lhas, como também

Tardid oy T LAY 174 IO A A'U—l
QUVIGA, CTiMmorcics mullio noveos g 1oihas dpdareceraln,

-«

mente desen

(*) A &rea dos estomas em microns quadrades pode ser obtida multiplicando-se
esta média por 2,82, perguante cada unidade da ocular micrométrica corresponde a
1,7 micrones.

{*) 2A diferenga entre as médias de a-1 e b-1 & altamente significante.

{**) A difsrenca enire as médias de a~1 e b—4 ndo é significante. A diferenca
erire as médias de b1 e b-4 & também muito significante (Dif/E. S. = 9,71) (t=2,60
para n=200 e P=0,01}.
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nos cortes transversais, em forma de disces, sendo apenas constituidas
por algumas camadas, mais cu menos concéntricas, de células. Um
pouco mais tarde, aparecem duas protuberéncias, uma de cada lado,
que dio origem & lamina da f6lha. Neste estaoio, o sistema vascular
da nervura central inicia o seu desenvolvimento; em alguns cortes
transversais também puderam ser observadas zonas do procémbio da
lamina, que se acham ligadas com o tecido vascular da nervura central,
A diferenciacdo des tecidos esponjoso e paligddico ccorre bem mais
farde.

As seqguintes diferencas foram notadas nos cortes das trés 4rveres
examinadas : '

a-1 (figs. Ba. € 7a.) — Em secgdes transversais circulares, as células
da epiderme sdo, aproximadamente, do mesmo tamanho que as internas.
Em estdgios mais adiantadcs, devido ao fato de a epiderme se transformar
numa camada mais bem organizada, as células geralmente se tornam
um pouco mais compridas em diregdo radial, aparecendo, entdo, um
pouco menores que as demais. As células do tecido parenquimatoso
do lado dorsal da nervura central se tornam bem maiores que as da
epiderme. As células do procambio, em seccdes transversais da 14mina,
sdo esitreitas e alongadas, contendo citoplasma fortemente colorido.
No material de a-1, como era esperado, encontraram-se 2n=18 em
t6das as camadas examinadas.

b-1 (figs. 6b e 7b) — O desenvolvimento dos primérdios das f8lhas
é, naturalmente, idéntico ac verificado para a-1; as diferencas, entre-
tanto, no tamanho das células, sdo as sequintes: a sub-epiderme e
camadas adjacentes sdo formadas por células, as quais, desde o inicio,
se apresentam bem mdiores do que as células da epiderme ; esta dife-
renga se torna ainda mais evidente quando se compara a epiderme com
o tecido parenquimatosc adjacente na face dorsal da nervura central
de f6lhas um pouco mais velhas; a diferenga do tamnho é agqui bem
mais notdvel do que na 4rvore a-1. As c¢élulas do procdmbio, pelo con-
trério, ndo parecem dilerir, em tamanho, daquelas examinadas no pé
a-1. Extensas investigages com a finalidade de determinar o nGmero
de cromosémios nas diferentes camadas celulares déstes cortes trans-
versais revelaram que a epiderme ¢ dipldide (2n=18), a sub-epiderme
e camadas adjacentes sio tetrapléides (4n=236) e as células do pro-
cambio também tetrapléides (4n=236).

b-4 (figs. 6¢c, 7c = 8a, b) - Apéds cuidadoso exame chegou-se &
conclusdo de gue nio axistem diferengas aprecidveis quanto ao tamarnho

e a estrutura das células des primérdios das {8lhas entre os pés b4 e
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da &rvore a-l b — da 4rvore b-1

Fig. 7 - Seccdes transverzais da regido da nervura central de {bthas

da arvore h-4

C

novas (x 200).
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a - - da arvore a-l b - da Arvore b-} ¢ — da 4rvore b4

Fig. 9 - _Secgfes fransversais da regido da nervura central de félhas maduras (x 50).

a - da arvore a-l b - da arvore b-l ¢ - da &rvore b-4

Fig. 10 -- Cortes transversais de laminas de télhas maduras (x 50).
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b-1; a constituigdo cromosdmica das diversas camadas de células foi
a mesma, isto &, 2n=18 na epiderme ; as camadas adjacentes e o pro-
cambio sdo tetrapldides (4n=36).

Foélhas maduras (ligs. 9a, b, ¢ e 10a, b, ¢

O estudo de cortes transversais efetuados através da porgac central
de f8lhas maduras, inclusive a nervura central e partes da ldmina, revelou
os seguintes dados : a epiderme é constituida por células de, aproxima-
damente, mesmo tamanho nas trés drvores, a-1, b-1 e b-4; o parénquima
do tecido palicédico & notadamente mais largec em b-1 e b-4 do que
em a-1, sendo as suas células, em média, mais compridas e largas nos
dois primeiros; o parénguima esponjoso ocupa maior espago e suas
células sdo maiores em b-1 ¢ b-4 do que em a-1. Na regido da nervura
central, o tecido parenqguimatoso, paligddico e esponjoso, & bem mais
desenvolvido em b-1 e b-4 do que em a-1; no tecido vascular, os vasos,
as traquéias, elc., apresentam, aparentemente, um didmetro maior em
b-1 e b-4 do que em a-1. N&o foi possivel notar quaisquer diferencas
no tamanho das células entre o material examinado dos pés b-1 e b-4.

Ramos novos (figs. 11a, b, ¢ e 12).

Examinaram-se, ainda, cortes iransversais das exiremidades de
ramos novos. As células da epiderme foram encontradas como apresen-
tando o mesmo tamanho nas trés plantas examinadas a-1, b-1 e b-4. O
cbriex & constituido por células maiores nos pés b-1 ¢ b-4 do que em
a-1. Nestes brotos novos ndo puderam ser encontradas diferengas quanto
ao tamanho das células do procémbio e do tecido vascular, cujo desenvol-
vimento se inicia nesta regido. Em 'material procedente dos pés a-1
e b-1 notou-se uma considerdvel diferenga no tamanho entre as células
da medula e do cortex, tendo a primeira células de tamanho quase
o débro que éste Gltimo ; no pé b-4, entretanto, a diferenga do tamanho
das células destas duas regides era insignificante, sendo t&das as células,
aproximadamente, do mesmo tamanho. As seguinies contagens de
cromosdmios foram efetuadas: a epiderme era dipldide para os trés
pés, como era esperado; as células parenquimatosas do cériex eram
tetrapléides para b-1 e b-4, sendo dipldides apenas para a-1; o pro-
cimbio e as células da medula dos pés a-1 e b-4 eram dipldides, sendo
8stes tecidos tetrapléides apenas para b-1.

DISCUSSAEO E CONCLUSOES

Os resultados das investigagdes atras relatadas indicam que o galho
original mutante, encontrado em um dos enxertos derivados de uma
tangerina hibrida (King x Dancy), deve os seus caracteres especiais a
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duplicacdo somética dos cromosémios e produziu gemas de, pelo menos,
dois tipos de constituigdo citolégica. Ambos sdo quimeras periclinais e,
considerando-se que trés camadas geratrizes tomam parte no desenvol-
vimento do bréto vegetativo em Citris, como ocorre em Datura (1,
2, 18, 19), tais quimeras sdo da seguinte constituigdo : uma é 2n—4n—4n,
respectivameante para a primeira, seqgunda e terceira camada geratriz,
dando origem a planta b-1 ; outra, produzindo a arvere b-4, & de consti-
tuicdo 2n—4n—2n para as mesmas camadas. Ndo se poderd deter-
minar em que época se processou esta duplicagdo: se numa gema
da planta hibrida original, ou, ainda antes, durante a sua ontogenia ;
também ndo é possivel saber-se de que maneira ocorreu a diferenciacdo
entre estas duas quimeras. ,

As contagens de cromosdmios para a planta b-4 indicam gque ela
produz alguns microsporocitos dipldides ; existem, também, indicagdes
de gue apenas uma pequena parte da segunda camada geratriz desta
adrvore mutou para a condicdo diplbide.

Com base na constituicdo citolégica destas duas quimeras, podem
ser apresentadas as sequintes consideragdes : a primeira camada geratriz
apenas toma parte na formacdo da epiderme; diferengas no tamanho
dos estomas entre os dois individuos, apesar de serem de significagdo
estatistica, ndo representam sempre uma indicagdo da existéncia de
diferencas do nlimero de cromosémios na epiderme. Por é&sse motivo
devemos tomar cuidado ao fazer dedugdes quanto a constituigdo cromo-
sbmica desta camada, baseando-nos apenas no tamanho dos seus estomas.

A segunda camada geratriz & responsével pela formagido do tecido
interno da {8lha, inclusive o procdmbio e o tecido vascular, como foi
claramente demonstrado por contagens de cromosémios no procémbio
de primérdios das f8lhas da planta b-4, cuja segunda camada geratriz
apenas é tetrapléide.

A semelhanga na grossura e na forma das félhas, esta Gltima reve-
lada pelos respectivos indices (tabela 1 e 2), constitue uma segunda
prova de que a constituigdo citolégica das {8lhas das plantas b-1 e b-4
é idéntica. Este fato ndo estd de acdbrdo com as conclusdes de Satina e
Blakeslee (19), porquanto no género Datura o tecido vascular das {8lhas
é derivado da terceira camada.

O fato de as 1{6lhas destas quimeras serem idénticas e se asseme-
lharem muito as f6lhas de plantas tetrapléides puras, apesar de possuirem
‘ma epiderme dipléide, constitue uma indicagdo do papel preponde-

L% ‘2 que a segunda camada geratriz exerce na formacdo das félhas
ram., s,

de Ci,
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As camadas de células, localizadas abaixo da epiderme em ramos
novos (cbrtex), também sdo derivadas da sequnda camada. Como acontece
com outras plantas, esta camada é responsével pela formagdo dos microspo-
rocitos. Como é ela tetrapléide nas duas gquimeras em questdo, torna-
se responsédvel pela falta relativa de frutificacdo, carateristica das formas
citricas tetrapldides. ,

Todos os tecidos derivados do procdmbio e mais tarde do clmbio
do caule e também sua medula se coriginam da terceira camada geratriz.
O fato de ser esta camada dipldide numa das quimeras (b-4) e tetraplbide
na outra {b-1) provavelmente constitue a explicagdo por gue essas duas
arvores tanto diferem no seu hébito de crescimento; b-4 sendo alia
e ereta e mais ou menos idéntica no seu formatc & planta a-1, b-1, pelo
contrério, é curta e de copa larga. Se esta hipdtese 16r confirmada,
poder-se-4 concluir que a terceira camada geratriz tem um papel impor-
tante na determinacic do hibito de crescimentc das arvores. Contagens
de cromosdmios, em pontas de ralzes de estacas das duas guimeras,
provaram gue as raizes que se desenvolvem de um calo sdo sempre
derivadas da terceira camada geratriz. Observou-se, também, que o
calo, na base das estacas, se desenvolve abaixo da casca e parece
originar-se somente do c&mbioc fascicular.

Verificou-se que a largura das f6lhas é mais estreita, nas duas qui-
meras em questdo, do que em 11 formas citricas, provavelmente tetra-
pléides puras, que tém sido estudadas na Citrus Experiment Station ;
esta diferenca talvez possa ser airibuida a natureza dipléide da epiderme
dessas quimeras.

Na arvecre b-4, como ia foi dito alrds, ¢ tscide vascular das 16lhas
é tetrapléide, sendo, porém, dipldide, o tecido correspondente no caule.
Considerando-se que, de acérdo com varios investigadores, as células
procambiais nos primérdios das {8lhas se diferenciam em duas dire¢des
.- para cima em diregdo ao &pice da {8lha e para baixc em diregdo
ao épice do brétoc — para formar os fragos ioliares verticais, peder-
se-d4 concluir que, ra arvore b-4, os vasos das 6lhasg tetraplbides prova-
velme:ite se unem com os vascs dipldides do caule na regido da insergdo
do peciclo. ,

Uma vez que ambas as guimeras se originaram pele duplicagéc
somética natural dos cromosémios, e considerando-se ainda que elas
ndo podem ser facilmente distinguidas, pelos seus caracteres morfolé-
gicos, dos tetrapléides puros, conclue-se que bastante cuidado deve
ser tomado na separacdo de 'seedlings’ tetrapidides de Citrus desti-
rados as investigacdes citogenéticas e aos trabathos de melhoramento.
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& evidéncia, entretanto, indica gue arvores tetrapléides parciais sdc
provavelmente muito raras.

H4& necessidade de serem efetuados novos estudos sbbre as camadas
gerairizes em Cifrus, principalmente com referénecia & provavel exis-
téncia de apenas duas camadas geratrizes responsdveis pela ontogenia
da {6lha, como indicam as investigagdes atrdas. Compele ainda deter-
minar qual a funcio destas camadas geratrizes na formagdo do pistilo
e do fruto, estruturas 1o complexas sob o ponto de vista morfolégico.
N&o é f4cil explicar como apenas duas camadas geratrizes podem existir
em f6lhas como aquelas encontradas, por Shamel (21), no lim&o varie-
gado, considerando-se que essas {8lhas possuem uma margem branca,
uma parte interna variegada, devendo, portanto, possuir em sua epiderme
dois tipos genéticos diversos (9).

SUMARIO

A investigac@o alirds relatada trata da natureza cifolégica de um
mutante somético que se originou num enxérto de tangerina hibrida
(King x Dancy). Do ramo mutante obtiveram-se vérios enxertos que
foram comparados com outros enxertos procedentes da parte normal
da arvore. Qs resultados de uma detalhada investigagdo indicam que
os enxertos procedentes de ramo mutado se compdem, no minimo, de
dois tipos de constituigdo quimérica: um é 2n—4n---4n, respectiva-
mente, para a primeira, segunda e terceira camada geratriz, ¢ outro
Z2n--4n—2n, para as mesmas camadas.

Admitindo-se a existéncia de 3 camadas geratrizes em Cilrus,
demonstrou-se que a primeira camada geratriz forma a epiderme, a
segunda todo o tecido das [6lhas (com excegio da epiderme), os micros-
porocitos e, no minimo, uma parte do cbértex de brotos vegetativos novos,
e a terceira o procimbio, cdmbio e a medula do caule. As contagens
do nimero de cromosbmios em pontas de ralzes de estacas dessas duas
qguimeras demonstraram gue tais raizes, pelo menos, guando se derivam
de um calo, t¢m origem ma terceira camada geratriz. Comparagdes
do tamanho de estomas de {dlhas maduras, de diferentes plantas, indicam
que as diferengas de tamanrho, mesmo guando estatisticamente signifi-
cantes, ndo sdo sempre relacionadas com dilerengas no ntmero de
cromosdmios na epicderme. Os enxerios destas duas quimeras diferem
consicizrdvelmente no seu hébilo de crescimento; o©s que possuem
uma terceira cameda geratriz dipldide tém um hébito de crescimento
normal (eretc), possuindo os outros uma terceira camada tetrapléide,
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sendo baixos e de copa larga. Iste fato sugere que a terceira camada
exerce um papel considerdvel na determinagio do hébito de cresci-
mento das arvores. Ambas as quimeras sdo pouco produtivas, o gue
r I 4 - ra -

é tipico para os tetraclbides de Ciirues.
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SUMMARY

The present investigation deals with the cytological nature of a bud variant which
originated on a progeny tree of a hybrid mandarin (King x Dancy). From the variant
branch several progeny trees were grown in comparison with others derived from the
normal part of the tree. The resulis of extensive investigation indicate that the budded
progeny of the variant branch includes at least two types of chimeral constitution : one
is 2n—4n—4n respectively for its first, second, and third germ layers, and the other
is 2n—4n—72n for the same layers.

Cn the assumption that three gernm layers exist in Citrus, it was demonstrated that
the first germ layer forms the evidermis, the second one sll leaf tissues (with the exception
of the epidermis), the microsporocytes and at least part of the cortex of young vegetative
shoots, and the third one forms the procambium, cambium, and the pith of the stem. Deter-
mination of chromoesome number in root tips of cuttings of these two chimeras, demons-
trated that these roots, at least when they derive from a callus, have their origin in the
third germ layer. Comparison of siomata of mature leaves of different plants indicates
that size differences, even if they are of statistical significance, are not always due to
differences in chromosome number in the epidermis. The progeny trees of these chimeras
differ considerably in growth habit, the one with a diploid third germ layer being approxi-
matzly normal {erect), the other with a felraploid third layer being low and broad. This
fact suggests that the third layer plays a considerable role in determining the growth
habit of the trees. Both chimeras are rather unfruitful, which is typical for Citrus tetra-
ploids,

LITERATURA CITADA

1. Blakeslee, &. F., A. D, Bergner, 8. Satina ¢ E. W. Sinnott. Induction of
periclinal chimeras in Dalura siramoancurm by colchicine freatment. Science
89 ; 402, 1939,

2. Blakeslee, A. T". Elfects of induced polyploidy in plants. Amer. Nat. 75 : 117-135.
1941.

3. Brieger, T. G. Tébuas e férmulas para estatiztca. Comp. Melhoramentos, S,
Faulp. 1937,
4. Foster, A, S. Leaf differentiation in arngiosperms. Bot. Rev. 2 (7) ; 349-372. 1936,

B. Foster, A. 8. Problems of structure, growih and evolution in the shoot apex of
ok seed plants. Bot. Rev. §: 454470, 1939

8. Frost, H. B, Tetraploidy in Citrus. Proc. Nat. Acad. Sci. Wash. 11 :535- 537. 1925.



174 BRAGANTIA Vou. IV

e L o W

s

® N @

Frost, H. B. Polyembryony, heterozygosis, and chimeras in Citrus. Hilgardia
1 : 365-402. 1926. :

Frost, H. B. The genetics and cylology of Citrus. Current Science, Special
Number on “'Genetics''. 1938.

Frost, H. B. Genetics and breeding. Chap. 9 in Webber, H. J., et al., The Citrus
Indusiry, Vol. 1. 1943.

Goulden, C. H. Methods of statistical analysis. 277 pp. New York: John Wiley
and Sons. 1939,

dohansen, D. A. Plant microtechnique. 523 pp. New York and London : McGraw-
Hill. 1940.

Krug, C. A. e O. Bacchi., Cbservagdes cilolégicas em Citrus. V. Poliploidia em
relagio A densidade e ao tamanho dos estomas em Cifrus e outros géneros
das Auranlioidee. Bragantia 4: 429-448, fig. 1, grat. 1-3. 1944,

Lapin, W. K.Investigations on polyploidy in Citrus. (In Russian, English summary).
U.5.5.R. All-Union Sci. Res. Inst. Humid Subtropics Works 1 (4) : 1-68. 1937.

Nakamura, M. Crylological studies in the genus Citrus. I. On the Wase Satsuma
criginated through bud variation. (Japonés, Suméric em inglés). Tanaka

Citrus Expt. Sta., Japan. Studia Citrologica 3 : 1-14. 1929.
Oppenheim, J. D. On the origin of the “faffa Orange”. Hadar 2 : 31-33. 1929.

Oppenheim, d. D. e O. H. Frankel. Investigations into the fertilization of the
“Jaffa Orange”. I. Genetica 11 : 369-374. 1929,

Randolph, L. F. A new fixing fluid and a revised schedule for the paraffin method
in plant cytology. Stain Tech. 10 : 85-86. 19385,

Satina, S., A.T. Blakeslee ¢ A. G. Avery. Demonstration of the three germ layers
in the shoot apex of Datura by means of induced polyploidy in periclinal
chimeras. Amer. J. Bot. 27 : 895.905. 1940.

Satina, S. e A. F. Blahkeslee. FPericlinal chimeras in Dafura stramonium in rela-
tion to development of leat and flower. Amer. J. Bot. 28 : 862-871. 1941.

, Schmidt, A. Histologische Studien an phanerogamen Vegetationspunkien. Bot

Arch. 8 : 345-404. 1924.

. Shamel, A. D. A pinkfruited lemon. J. Hered. 23 : 23-27. 1932.
. Shamel, A. D., C. S. Pomerov e R. E. Caryl. Bud selection in the Washingion

Navel orange. Progeny iesie of the Thomson, Washington, Corrugated
and Golden Buckeye strains originating as limb variations on a single tree
J. Hered. 16 : 232-241. 1925.

'3. Shamel, A. D., C. 8. Pomeroy e R. E. Caryl. Bud selection in Eureka and Lisbon

lemons and progeny tests of bud variations. U. 5. Dept. Agric. Tech. Bull.
531 : 1-43. 1936.

. Tanaka, Tybzaburd. A monograph of the Satsuma orange, with special refe-

rence to the occurrence of new varieties through bud wvariation. Mem.
Taihoku Imp. Univ. Faculiy Sci. and Agric. 4+ 1-626. 1932.

. White, O. E. Swingle on variation in F1 Citrus hybrids and the theory of zygo-

taxie. Amer. Nat, 48 : 185.192. 1914.





