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INTRODUGAO

A escassés de literatura sobre a biologia da nossa
Araucaria, a auséncia de dados que aliram as épocas mais ou
menos determinadas em que se passam os estados criticos
do ciclo de vida dessa gimnosperma e o desejo de incluir
o estudo desta planta nas ligeiras nocoes de «Morfologia
Vegetal» ministradas ao complementar de botanica desta
Escola, levou-nos a colheita de alguns dados citolégicos que ex-
poremos neste despretencioso trabalho.

A morfologia da Araucdria angustifolia, foi detalha-
damente estudada por L. L. Burlingame em trés trabalhos
publicados sucessivamente na «Botanical Gazette», em que
o autor analisa com grande minuciosidade a microesporogé-
nese e embriologia dessa planta.

Como dissemos de inicic, era nosso desejo saber as
datas em que se processam determinados fenémenos criti-
cos no ciclo de vida desse vegetal. Tendo Burlingame feito
seus estudos com material de nossa Araucaria introduzido
na California, é claro que seus dados com relacdo a datas,
nao nos serviriam, considerando-se o ciclo de vida da plan-
ta no nosso meio.

Coligimos, tambem, alguns dados sobre a meiose dessa
gimnosperma, acrescentando-se assim, um pouco mais de
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conhecimentos sobre a sua microsporogénese, pois, o autor
acima citado, nao conseguiu informacoes sobre a reducdo
cromatica, ndo tendo sido tambem verificado em outra par-
te a existéncia de qualquer trabalho nesse sentido. No que
diz respeito a bibliografia necessaria a4 discussao do assunto,
enfrentamos grandes diliculdades, pois nao tivemos ao nos-
so alcance revistas em que encontrassemos trabalhos sobre
a reduciio cromatica em plantas relacionadas a Araucaria.
Alias, a mesma parece ser muito escassa.

Na segunda parte deste trabalho, exporemos os resul-
tados de nossas pesquizas sobre a microsporogénese, ao
mesmo tempo que tentaremos expor em forma didatica, o
ciclo de vida dessa gimnosperma.

Neste primeiro trabalho daremos os principais fenome-
nos que se verificam na microsporogénese, até a fase em
que o polen é libertado; nao sendo considerado aqui, com
detalhe, o tubo polinico e os gametas masculinos. Por ser
este um estudo que exige o exame detalhado de copioso
material, serda objeto de pesquiza especial, e os resultados
serao publicados na segunda parte.

Nao poderiamos encerrar esta introdugido sem expres-
sarmos 0s nossos mais vivos agradecimentos ao dr. Chota-
ro Shimoya, a cuja valiosa colaboracao devemos nao sé os
desenhos e microfotogralias que ilustram este trabalto, como
ainda a feitura de numerosas preparacoes. '

MATERIAL E METODOS

Todo o material utilizado no estudo da microsporogé-
nese do pinheiro do Parand, foi colhido das arvores que
ornamentam a Avenida do Departamento de Agronomia da
ESAV, onde existem inumeros exemplares de ambos os
Sexos.

Na fixacdo experimentamos o liquido do Carnoy como
tratamento prévio— por ser o mesmo de penetracio muito
rapida— a outros liquidos, mas os resultados foram inteira-
mente falhos, pois, aquele liquido provoca terrivel plasmo-
lise nas células microsporogénicas.

Empregamos tambem o fixador de Petrunkevistch, com
resultados idénticos. Com o fixador de Graf, obtivemos boa
fixacao, mas era muito pequeno o numero de células em
reducao que se conseguia. Talvez, a natureza mucilaginosa
da membrana dos meidcitos dilicultasse a penetra¢do desse
liquido.

Conseguimos 6timos resultados para-todos os estagios



da microsporogénese com o fixador de Nawaschin, s1sado
segundo a seguinte féormula:

Acido croémico 1,5 grm.
Sol. A, { :f}cido acético 10 cc
*V, Agua dist. 90 cc
Formol 40 cc
Sl [ Agua dist. 60 cc

Partes iguais dessas duas solucées eram ministradas
no momento da fixacio. Para facilitar a penetracao do flai-
do fixador, cortavam-se secc¢bes de dois a trés milimetros de
espessura nos estrébilos, pedacos estes que permaneciam
no fixador durante 24 horas. A fixacdo seguia-se o mélodo
usual de impregnacao pela parafina. Todas as seccdes foram
coradas pela hematoxilina férrica. Todos os cortes foram
feitos com 10 micra de espessura. .

Para que ndo se perdesse tempo com material em fa-
ses atrazadas ou por demais adeantadas, verificavamos an-
tes o estagio das células microsporogénicas do estrébilo a ser
fixado, pela coloracio pelo Aceto-carmin, macerando-se o te-
cido com um estilete de ferro em vez de se adicionar sais
deste metal a solugao corante. S¢ se conseguem boas pre-
paragoes pelo método de Belling, deixando a preparacio en-
trar em ebulicao duas ou trés vezes em uma chama. Tal-
vez a natureza da membrana dos meidcitos dificulte a pene-
tracdo do corante, tornando-se necessario o emprego desse
métode violento, ' -

FLOR MASCULINA

O estrobilo estaminado na Araucaria angustifolia é sim-
ples, os microspordfilos nascem diretamente sobre o eixo do
cone, nao possuem bracteas, todo o cone masculino constitue
portanto uma flor e nao uma inflorescéncia. (Figs. | e 2). °

O tamanho dos estrobilos masculinos ¢ muito variavel.
Segundo Koscinski, vai desde 5 cm. até 20 cm. de comprimento
e de 1 a4 cm. de diametro, quando maduro. Como observou
0 autor acima citado, o estrébilo masculino quando verde é
erecto (fig. 1) virando para baixo apés a deiscéncia.

Nao procuramos avaliar em Vicosa, o numero de graos
de polen que cada estrobilo produz, mas, segundo os estu-
dos de Burlingame (na California) feitos em A. angustifolia 14
introduzida, cada cone possue 1.000 espordfilos e cada micros-
porangio contem de 500 a 1.000 graocs de polen. Tendo sido
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aqui verilicado que cada microsporofilo contem em média
16 picrosporangios, o cdlculo mostra que cada cone produz
de g milhdes a 16 milhdes de graos de polen.

MICROSPOROGENESE

Cada microsporéfilo contem em média 16 microsporan-
giod. O tecido microsporogénico apresenta-se nos microspo-
ra-2ios em quatro ou cinco camadas de células poliédricas,
de nucleos grandes e citoplasma denso (fig. 3).

Estas células acham-se envolvidas por uma camada de
células do tapete, cujos ntcleos embora bem grandes, apre-
sentam-s¢ menores que os das células maes e de citoplas-
ma menos denso.

Em Setembro encontramos os primeiros estrobilos com
as células mies em reducio. Desde o més anterior vinha-
mos procurando, pelo método de esmigalhamento de Belling,
verificar a’ época do inicio da redugdo cromaética.

Colhendo material em diversos pés, constatamos que
nem todos entravam em redu¢do cromatica ao mesmo tem-
po, uns se adiantando muito emquanto que outros ainda se
encontravam com o tecido microsporogénico no estado de
celulas maes.

Apesar de fazermos exame do material quasi diaria-
mente, somente nos primeiros dias de Setembro fomos en-
contrar as primeiras células maes em divisdao. Alguns estro-
bilos ja haviam passado o estagio de reducdo cromatica,
sendo bem provavel que alguns pés tivessem iniciado a re-
ducio bem antes da data acima citada.

Sendo grande o ntmero de pinheiros na ESAV, pude-
mos verificar que durante todo o més de Setembro e parte
de Outubro, encontram-se individuos cujos estrébilos mascu-
linos estdo ainda em meiose. E

Apos as ultimas divisées das células do tecido micros-
porogénico, as células maes dos graos de polen, ja muito
proximas da meiose, e que antes se apresentavam forman-
do um tecido compacto de células poliédricas, comecam a
se separar uma das outras, deixando de constituir um teci-
do cerrado, para se apresentarem livres, irregulares e de
membranas muito delgadas.

Os nucleos destas células apresentam-se colocados
numa posicio bem central e tém 12,5 a 14,5 micra de dia-
metro. Acham-se presentes nessa ocasido, 1 a 3 nucleolos,
que se coram intensamente.

A matéria cromatica nas células maes, mostra-se espa-
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lhada na cariolinfa. Nio apresenta aspeto reticular que se
possa denominar «rede cromatica», antes pelo contrario, tem
aspecto granuloso e acha-se bastante difusa, nao tomando
com intensidade os corantes. (Fig. 4).

Nessa ocasiao, as células do tapete apresentam-se, em
sua maioria, uninucleadas e com a substancia cromatica
tambem em forma de granulos, porem, mais espessos e Co-
lorindo-se com mais intensidade, o que, muitas vezes, dili-
culta a observacdo dos nucléolos, os quais nem sempre es-
tio presentes. Estas células sdo facilmente distinguidas das
células maes, pelo menor diametro de seus nucleos' e pela
menor deansidade do citoplasma.

Ao se iniciar a profase da primeira mitose, a cromati-
na, que antes se apresentava granulosa, dispoe-se em reti-
culo, fermado por filamentos dclgados irregulares e anasto-
mesados, O ntcleo mede entdo, cerca de 17 micra de dia-
metro. Os nucléolos desaparecem muito cedo. Em células
maes ja proximas do estado leptonémico, estes corpusculos
nucleares ja ndo existem mais. (Fig. 5).

Em franca profase, a rede cromatica se decompoe aos
poucos, pelo desaparecimento das anastomoses e regulari-
zagio dos filamentos, em finos cromonemas muito regulares
nos quais se vém, com grande nitidez os cromomeros dis-
postos em série. Temos entdo, o estado de leptonema.

Esses filamentos leptotenos, apresentam-se entrelaca-
dos, mas, mesmo assim, em alguns meidcitos, podem ser
vistos individualmente.

Em seguida, esses filamentos, sem sofrerem nenhuma
transformacao em sua aparéncia, colocam-se aos pares, CONs-
tituiindo entdo a fase de zigonema, bem visivel e facilmente
caracterizada nas preparacoes. (Fig. 6). :

A membrana nuclear, durante esses dois primeiros es-
tagios, leptonema e zigonema, é bem visivel.

A passagem do nucleo, do estado de zigonema ao es-
tado de paquinema, ¢ caracterizada por uma aglutinagdo e
entrelacamento dos filamentos zigonémicos, os quais, antes,
eram bem visiveis e homogéneos.

Muitas preparacdes foram observadas com filamento
cromatico muito delgado, compactamente enrolado em nove-
lo e intensamente colorido. Deduzimos tratar-se de uma figura
consecutiva ao estado de zigonema, por haver a membrana
nuclear desaparecido. (Fig. 7 e 8).

Os filamentos zigonémicus solrem fransformacdes tao
profundas que o iilamento cromatico se apresenta como um
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conjunto muito irregular em que ja ndo se distingue mais,
o menor vestigio do aspecto anteriormente apresentado.

Iniciando-se o estigio paquinema, o filamento cromatico
cora-se cada vez mais intensamente, tendéncia esta que se
acentua a medida que progride o processo € ao mesmo tem-
po que o filamento se espessa,

Neste estagio, como ja foi dito anteriormente, a mem-
brana nuclear ja desapareceu,

Neste mesmo estagio, verifica-se uma grande tendéncia
dos filamentos cromosomicos para a contragdo; mas nem
sempre, até pelo contrario, esses elementos contraidos co-
locam-se em posicao excéntrica, € nem mesmo existe a.mem-
brana nuclear permitindo determinar tal posicao. (Figs. 9 e 10).

Essa contracio pode-se verificar em diversas ocasioes
ro estado de paquinema. Assim, as vezes, da-se no inicio,
quando o filamento € ainda pouco espesso e de contorno
irregular ou mais para o fim, quando o filamento ja se cora
mais densamente, ¢ mais espesso e tambem mais regular e
homogéneo. E pussivel que essa contracao se dé em duas
ocasioes, como foi verificado na meiose da Oenothera.

Embora ndo se possa afirmar a colocagdo excéntrica
desse amontoado de filamentos cromaticos, as figuras lem-
bram o que tem sido descrito por varios citologistas, sob
o nome de sinisese.

Poucas figuras foram vistas que pudessem ser interpre-
tadas como diplonema. Nas preparacoes em que lais ligu-
ras foram observadas, os cromosomas jd se apresentavam
muito mais curtos, embora mais longos que na metalase,
de contorno ja relativamente homogéneo e tambem aos pa-
res, cujos elementos eram facilmente visiveis. Nesse estagio
nao se observou uma s6 tétrada cromosdmica e, como ja
foi dito acima, apresentam-se os cromosomas aos pares. To-
davia, devido se superporem, € muitas vezes por se amon-
toarem, ndo é facil a contagem. (Fig. 11 e 11a.)

Ao contrario do que acontecia anteriormente, encon-
traram-se varias figuras representativas da diaquinese. Neste
estado, os cromosamas jaA se apresentam como cOrpos com-
paclos, intensamente coloridos e tambem muito reduzides
em comprimento, o qual é idéntico ao comprimento apresen-
tado na metafase. As figuras formadas pelos cromatideos
sao bem caracteristicas deste estagio, tais como em forma
U, X, etc. conforme o ponto de contacto dos elementos seja
no meio ou extremidades.

Nos microsporangios com meiéeitos profasicos, a maio-
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ria das células do tapete ja se achava binucleada e algumas
em divisao mostrando os seus cromosomas somaticos, lon-
gos, bem caracteristicos.

Nos meidcitos apresentam-se inimeros pequeninos graos
de amido. colocados no extremo oposto ao nucleo, quando
este se acha situado excentricamente na ceélula, o que
constitue o caso mais geral,

Quando os ntcleos desses meidcitos se encontram no
centro, os grdaos de amido apresentam-se ao seu redor, for-
mando uma zona mais clara no citoplasma, circundada por
uma zona mais escura, externa, onde nio se encontram os
mesmos graos.

Passando a metafase, com o aparecimento do fuso acro-
matico, os cromosomas colocam-s¢ regularmente no equa-
dor da célula, em forma de alcas com as aberturas voltadas
para os polos. Apresentam-se sempre muito cerrados.

A contagem dos cromosomas nesta fase, embora tives-
se sido leita em vérias figuras, nao é cousa facil, pois os
mesmos, apezar de nio serem de tamanho diminuto, apre-
sentam-se sempre muito juntos, o que dificulta ve-ios isola-
damente. Nesta fase ja se podem ver as tétradas cromoso-
micas.

O numero de cromosomas em Adraucdria angustifolia
é oito, como foi verificada por Burlingame (1).

Como se pode ver pelas figuras 13 e 14 que represen-
tam uma diaquinese vista de um dos polos do nucleo, os
cromosomas nao sao todos do mesmo tamanho. Contudo,
nio nos foi possivel verificar se existe ou nao desigualdade
de tamanho ou forma em dois elementos de uma mesma
diada, como se podia esperar, por se tratar de um vegetal
didico.

Dadas as poucas figuras que se prestavam a tais ob-
servacoes, apezar do grande numero de laminas examinadas,
a questao relativa a moriclogia dos cromosomas de nossa
Araucéaria sera objeto de outro estudo, quando analizarmos
a mitose somatica nas células meristematicas das raizes.

A figura representada no desenho 18 e na microfoto-
grafia n°. 12 nao foi tomada como base para a morfologia
dos cromosomas pelo fato de nao termos obtido outras fi-
guras que se prestassem a tal estudo. Seria audacioso tirar-
se conclusoes delinitivas fundamentadas em uma utnica la-
mina.
Como ficou dito acima, niao encontramos na metafase
diferencas entre dois cromosomas homologos de modo a
lhes atribuir a distribuicdo dos sexos a progénie. Porem, na
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analase, a migracio dos cromosomas para os polos da célu-
la, ndo se da simultaneamente para todos os pares, ha sem-
pre um par que precede aos demais nesse movimento. Pelo
que foi observado, parece tratar-se sempre, de um mesmo
par, pois, 0s cromosomas que s@io vistos precederem aos
outros, apresenfam sempre 0 MesmMo tamanho, a mesma for-
ma, sendo um deles reto e outro ligeiramente curvo. (Fig. 14).

O estudo da distribui¢do dos sexos nas plantas, com
relacio aos cromosomas, tem sido feito em diversos vege-
tais didicos. E assim que na Briofita, Sphaerocarpus Do-
nelli, o esporofito tem oito pares de cromosomas, incluindo
um par muito desigual XY, cujos cromatideos disjuntam-se
na primeira mitose e dividem-se na segunda, sendo o cro-
mosoma X muito maior que o cromosoma Y.

Dos quatro esporos que se formam, dois, com sete au-
tosomas mais cromosoma X, dardo gameltolitos femininos,
emquanto que 0S €sporos Ccujos nucleos levam sete autoso-
mas mais 0 cromosoma Y,. dardo os masculinos.

Ainda nas Briolitas, cromosomas sexuais bem diferen-
ciados foram determinados no género Pellia

Nas Angiospermas, em FElodea canadensis, especie
didica, foi verificada a presenca de heterocromosomas nos nii-
cleos da célula e a sua distribuicdo nos dois sexos, sendo
os cromosomas sexuais do tipo XY. Os nucleos das células
dos individuos femininos contém os cromosomas X, e 0S
masculinos um cromosema X e outro Y.

Esse tipo XY (m) XX (1) foi ainda encontrado em Me-
landrium album. Outros tipos de heterocromosomas (ém sido
determinados em diversos vegptais superiores.

Como dissemos anteriormente, nao verificamos par de
heterocromosomas em nenhuma metafase, Mas, foi observada
com muita frequéncia, uma diferenciacao fisiologica entre
determinado par e os cromosomas restantes. Um par de cro-
mosomas, sempre 0 mesmo, migra primeiro para os polos.
Estes cromosomas sao [acilmente identificaveis por se apre-
sentarem sempre retos ou ligeiramente curvos emgquanto
que os outros apresentam-se em forma de algas.

Algumas figuras mostravam apenag 2 cromatideos indo
para um dos polos e outras mostravam 4 cromatideos, sen-
do 2 para cada polo. (Figs. 14, 15, 16, 17 e 18). .

Essa migracio prévia, (precessio), foi verificada no
Hemiptero, Oncopeltus fasciatus, estudado por Wilson (Drey-
fus). Neste Hemiptero, apesar dos cromosomas sexuais serem
idénticos nos dois sexos, distinguem-se dos autosomas por
nio apresentarem intensa unido como a que se observa en-
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tre 0s 2 componentes de cada par de autosomas na profase
da primeira mitose de matura¢ao. Na anafase os cromosomas
Sexuals movimentam-se para os polos antes dos autosomas.

Nao observamos essa fraca unido entre quaisquer ele-
mentos cromosomicos, mas, repetimos, ha sempre um par
de cromosomas que prccedc os outros no movimento ana-
fasico.

Quasi todas as anafases encontradas ou eram finais ou
iniciais. Nas primeiras, todos 0s cromosomas ja se apresen-
tavam nos polos. Quando as figuras observadas representa-
vam o inicio dessa fase, os outros cromosomas achavam-se
ainda dispostos no equador da célula emquanto que os cro-
mosomas em questdo, ja haviam percorrido meio caminho
Ou mesmo ja se encontravam em situacao polar.

E’ usual a migracdo de 2 cromatideos para cada polo,
provavelmente 4 elementos de uma mesma tétrada cromo-
sOmica que assim se distribuem. (Fig. 18).

Sio tambem muito frequentes figuras em que se vém
apenas 2 cromatideos dirigindo-se para um mesmo polo (figs.
14 e 15). Estes cromatideos em algumas figuras podem ser
identilicados mesmo quando todos os cromosomas ja che-
garam aos polos, por se apresentarem retos ou ligeiramen-
te curvos, como ja licou dito antes, emquanto que o0s ou-
tros se apresentam em forma de alcas.

Chegando aos polos da célula, os cromosomas se reu-
nem e reconstituem os dois nucleos filhos, rodeados por
uma membrana. (Fig. 19).

Nesses nticleos, que sdo de forma eliptica, como se pode
vér pela fig. 19, uma vez organizados, nao se distinguem
mais 0s cromosomas. Ainda aqui, com relacdo a estrutura
do nucleo, a cromatina se apresenta em forma de granulos,
nao formando réde. Parece que a fase de organizacao dos
nucleos filhos é muito rapida, pois, emquanto que séo abun-
dantes as figs. mostrando-os _]d organizados, ¢ pequeno 0 nu-
mero de células em que se vém cromosomas em situacao
polar, o que mostra ser muito rapida essa transformacao.

Apos a constituicio dos dois ntcleos filhos, nio ha for-
macao de membrana mediana, separando duas células.

A segunda divisdo segue-se sem qualquer particulari-
dade digna de mencédo. As membranas dos dois nucleos de-
saparecem, a cromatina volta a se condensar em cromoso-
mas que tomam posi¢ao formando as placas equatoriais ; em
seguida, vém-se 0s cromosomas das djadas se separarem e se
dirigirem para os polos, formando-se entdao 4 grupos haploi-
des que se dispéem como os vertices de um tetraedro.

Atingidos os polos, os cromosomas se desintegram,
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reorganisando-se em 4 grupos envolvidos cada um deles por
sua membrana. (Figs. 20 e 21).

Em seguida, constituidos os 4 ntcleos da tétrada, apa-
rece nas zonas citoplasmicas intermediarias, pelo espes-
samento equatorial dos lilamentos fusoriais, a membrana que
ira limitar os citoplasmas pertencentes a cada um dos qua-
tro micrésporos. (Fig. 22).

Apds a reducao cromadtica, com a formacao dos quatro
microsporos, seguem-se as sucessivas divisdes dos nucleos.
De cada um dos microsporos forma-se entao, um grio de
polen, que ao ser libertado possue em geral 20 a 24 nucleos.

Segundo Chamberlain (2), em Araucaria e outras Coni-
feraes de duss ou mais células protaliais, as primeiras duas
células, e algumas vezes uma terceira, formam-se como em
Pinus. isto é por sucessivas divisdes periclinais do nucleo
do mierosporo. E' raro encontrar-se mais de duas células
formadas como em Pinus. e quando a primeira célula pro-
talial se divide periclinalmente, parece terem sido as trés
células formadas pela modalidade de Pinus.'A primeira di-
visao nas células protaliais primarias ¢ quasi sempre anti-
clinal; e mesmo quando ha doze células protaliais, pode nao
haver divisoes periclinais. :

O que acima foi exposto, ¢ o que se verilica nas divi-
sbes do nucleo do microsporo do nosso pinheiro e que fi-
cou muito bem esclarecido no trabalho de Burlingame so-
bre esta planta.

O nucleo do miecrosporo dividindo-se, forma a primeira
célula protalial, esta, coloca-se a um canto do microsporo
e o outro nicleo permanece livre. Nestas mitoses sucessivas,
os ntcleos sdo frequentemente vistos nas diversas fases;
os cromosomas na metafase, apresentam-se longos, como
os verdadeiros cromosomas somaticos encontrados nas rai-
zes, ao contrario dos cromosomas que se formam durante
a meiose, que comparados com estes sdo muito curtos.

Apo6s a formacdo das duas primeiras células protaliais
estas entram novamente em divisdao, dando origem a novas
células que se colocam umas ao lado das outras, nunca for-
mando mais do que duas camadas. (Figs. 23, 24 e 25).

Apo6s a formacdo das duas primeiras células protaliais,
ou enquanto estas se dividem para formar novas células, o
ntcleo livre torna a se dividir dando origem ao nucleo do
tubo polinico e a celula germinativa, g. (Figs. 25 e 26).

Segundo Burlingame (1) enquanto as células protaliais
se dividem, a célula germinativa produz a célula esperma-
togena primaria e a célula suspensora, que lica ao lado da
primeira. Esta célula suspensora, € assim chamada, por ho-
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mologia a célula suspensora do grao de polen de Pinus, em
que a sua posicao corresponde a tal denominacao.

Examinamos inumeras laminas do grdo de polen em
formacio, mas, infelizmente, nio conseguimos nenhuma fi-
gura que mostrasse a célula geradora e a célula suspensora.

O grao de polen ¢ posto em liberdade no estado re-
presentado pela fig. 27. Pode apresentar nessa ocasiao até
24 nucleos protaliais. Estes, que bem antes do grdao de po-
len se achar em condicies de ser libertado apresentam-se
em camadas dispostas com regularidade, com 0S res:
pectivos protoplasmas limitados por delicadas membranas,
apresentam-se, agora, dispostos irregularmente no citoplas-
ma geral, tendo todos aproximadamente o mesmo tamanho,
com excepcao do nucleo da célula espermatogena, «body-cell»,
que ¢ maior que todos os demais e mostra-se circundado
por bem delimitado citoplasma. (Iig. 27).

Em Vicosa, a poliniza¢ao tem inicio ja bem no fim de
Setembro: nessa ocasido, os jovens estrobilos femininos des-
tinados a serem polinizados pelo polen que ora é posto em
Jiberdade, tém apenas 3 cm, de comprimento e em suas es-
camas niao se vém ainda nem mesmo vestigios dos 6vulos.

Examinando esses estrobilos, para ver onde se aloja-
vam os graos de polen, s6 fomos encontrar esses ultimos
germinados nos fins de Novembro, o que nos leva a dedu-
zir que, apds a polinizacao, os gréos de polen levam cerca
de 2 meses para germinar.

Com relacao as pinhas que se formaram no ano pas-
sado, 0os gametangios em Setembro (época em que se da a
polinizagao dos cones femininos recemformados) apresenta-
vam-se ainda no estagio nuclear livre, e em muitas lami-
nas estes nucleos eram encontrados em franca divisao.

Nestes cones femininos, formados e polinizados no ano
anterior, s6 no inicio de Novembro fomos encontrar arque-
gonios ja formados e em condi¢ées de serem fecundados.
Porém, em alguns pés mais precoces, encontramos, tambem
proembrides ja bastante desenvolvidos.

Donde se pode concluir que o espaco de tempo entre
a polinizacio e a fecundacao ¢ aproximadamente de um ano
e um més. Durante todo este tempo, sdo encontrados os tubos
polinicos muito ramificados, enire as escamas ovuliferas; o
seu citoplasma apresenta-se muito ativo, muito rico em in-
clusdes, e os nucleos protaliais sdo numerosissimos.

Como foi verificado por Burlingame, tambem tivemos
ocasido de observar que, depois de penetrarem no nucleo,
os tubos polinicos se ramificam muito, antes de alcancarem
0s arquegdinios.
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ABSTRACT

Studying the microsporogenesis of 4. angustifolia in
Vigosa, State of Minas Gerais, we have obtained some cy-
tological data about the meiosis in this gymnosperm.

In microspore mother cells which are very near the
beginning of prophase of the first mitosis the nucleoli have
already disappeared. The nuclear membrane disappears
during the pachynema stage.

The chromatin has an accentuated tendency to shrink
during .the stages that follow the zygonema stage.

Being 4. angustifolia a dioicious plant we thought to
find sex chromosomes belonging to the types already des-
cribed for several plants and animals.

We could not find any difference between the members
of a same diad, but we observed to be frequent a physio-
logical behavior, different from that of the other chromosomes in
the members of a same chromosomic tetrad.

These chromatids begin lirst the poleward movement
as it was observed by Wilson in the Hemipterus Oncopeltus
fasciatus. By their lunction in advance and by some slight
differences presented by them, they could be differenciated
from the others during anaphase.

In Vigosa the reduction division occurs in September.
Polen grains begin to be shed in the last days of Sept-
ember.

The pollen grains were found germinated two months
alter pollination.

The period that goes from pollination to fertilization is
about one year and one month.
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EXPLICACAO DAS FIGURAS

Todas as microfotografias foram tiradas com a «Miilex»
Zeiss 9x 12. Por conveniéncia técnica, a fig. 10 e 1la. foi
ampliada para 1250 vezes o natural. Os desenhos foram fei-
tos com Zeichenapparat, com o aumento de 1250 vezes.
Fig. 1 — Ramo mostrando as flores masculinas bem antes .

da deiscéncia.

Fig. 2— Flor masculina, corte tranversal da mesma, mi-
crosporélilos vistos da face dorsal e ventral e cor-
tes transversais das mesmas.

Fig. 3 — Microfotografia mostrando o tecido microsporogé-
nico em corte transversal. x 480.

Fig. 4 — Desenho de célula mae do grdo de polen antes de
entrar em reducao, mostrando o estado da croma-
tina. x 1250.

Fig. 5 — Desenho da célula mae ja muito proxima de entrar
em reducdo, x 1250.

Fig. 6 — Desenho de meitcito no estagio zigonema. x 1250.

Fig. -7 —- Desenho de mei6cito mostrando o estado da cro-
matina apos estagio zigonema. .

Fig. 8 — Microfotografia do mesmo estagio da fig. 8 (9x90x1,5).

Fig. 9 — Desenho mostrando o estado de contragdo da cro-
matina durante o estagio paquinema, x 1250.

Fig. 10 — Microfotogralia do mesmo estagio da fig. 9 x 1240.

Fig. 11 — Desenho representando o estagio diplonema.

Fig.11a. - Microfotografia da célula representada na lig.
anterior_x 1240,

Fig. 12 — Microfotograiia mostrando os 16 cromosomas. Em-
bora esta figura mostre os cromosomas em tama-
nhos diferentes, essa desigualdade ndo ¢ verificada
quando os mesmos se apresentam arranjados no
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equador do nicleo ou nos polos dos meiécitos, onde
sempre se mostram em forma de algas, com exce-
pcao dos cromosomas que apresentam o fenomeno
de precessao, x 1080.

Fig. 13 — Desenho da mesma célula apresentada na fig.

12: "z 12440,

Fig. 14 — Microlotografia mostrando uma diada em «preces-
sao» x 1080.

Fig. 15 — Desenho mostrando 1 diada em precessio. x 1240,

Fig. 16 — Desenho mostrando 2 diadas em precessao. X 1240.

Fig. 17— Microfotografia mostrando 2 cromatideos iniciando
a migracao prévia. x 810.

Fig.17a. - Microfotografia mostrando os dois cromosomas ja

* nos polos. x 1215.

Fig. 18 — Microfotografia mostrando 4 cromatideos quasi nos
polos, tendo sido distribuidos 2 para cada polo.

Fig. 19 — Desenho de um meiécito em interfase. x 1240.
Fig. 20 — Desenho de uma telofase da 2*. mitose.

Fig. 21 — Microfotogralia da mesma célula apresentada no
desenho anterior. x 12135.

Fig. 22 — Desenho mostrando uma tétrada ja formada. x 1250.

Fig. 23 — Micrésporo uninucleado x 12350.

Fig. 24 — Primeiras células protaliais e o nucleo livre. x 1250.

Fig. 25 — A primeira célula protalial ja dividida anticlinal-

' mente, a 2° em divisdo, o nucleo livre dividindo-
se para formar a célula geradora e o nicleo do
tubo polinico. x 1250,

Fig. 26 — Desenho mostrando o ntcleo da célula geradora
g. e o nueleo do tubo polinico t. x 1250.

Fig. 27 — Grao de polen ja formado, no estado em que € pos-
to em liberdade. (e) célula espermatogena. x 1250.



