MICROSPOROGENESE EM Nicotiana tabacum L.

Cultivar 'Goiano-ESA'

Enezir Torres Vaillant *

1, INTRODUGAO

Conforme RIBEIRO FILHO (4), a Universidade Ru-
ral do Estado de Minas Gerais, em 1956, recebeu do Servigo
de FFumo do Estado, entre outras, sementes de fumo conhe-
cido por 'Goiano', Essas sementes foram plantadas na Uni-
versidade, em Vigosa, observando o citado autor que havia
a segregacao de dois tlpos de plantas. Ele passou a estuda-
-los, e um dos tipos, apoa atingir a uniformidade atraves de
autofecundagao e selegoes sucessivas, fm denominado 'Goia-
no-ESA', e agronommamente pertence a classe de fumos-de-
-corda.

Recebido para publicagao em 16/11/67.

% Engenheiro-Agr?momo pela Escola Superior de Agricultu-

ra da UREMG, da turma de 1963. Logo apos a sua forma-
tura, foi contratado pela ESA, na qualidade de Instrutor,
Vinha aulezando, com dedicagao e eficiencia, nas aulas
do curso de Botanica Geral e Sistematica até o ultimo dia
de sua vida, em sete de novembro de 1966.
Seus colegas da secéao de Botanica do Instituto de Biolo-
gia e Quimica da Escola Superior de Agricultura da Uni-
versidade Rural do Estado de Minas Gerais, Professores
Chotaro Shimoya, Carlos J. Gomide, D.? Maria Rosaria
R.V. e Waldomiro Nunes Vidal, resolveram aproveitar
os apontamentos esparsos deixados pelo Eng.®-Agr.© Ene-
zir Torres Vaillant para este trabalho, no sentido de pres-
tar uma homenagem 2 sua memoria. Os referidos apon-
tamentos referem-se a algunstopicos da pesquisapara te-
se de nMagister Scientiaen, nao completada.
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Neste trabalho, pretende-se descrever o fenomeno da
microsporogenese de Nicotiana tabacum L., 'Cultivar' Goia-

no-ESA'.

2. MATERIAL E METODOS

Para o estudo do fenomeno da microsporogenese de
Nicotiana tabacum L. (Goiano-ESA) foram utilizadas plantas
provenientes de sementes de uma unica planta., A semeadura
foi feita em 31-12-65ea transformagao em 8-3-66, seguin-
do-se os tratos culturais comuns da cultura. Os primeiros
botoes apareceram.no inicio de junho.

A coleta de botoes florais foi realizada durante meses
de junho a outubro de 1965 e junho a agosto de 1966. A cole-
ta fez-se entre 3 horas da madrugada e 6:30 da tarde, mais
frequentemente entre 8:00 e 17:00 horas,

Fez-se um pre-tratamento com Carnoy modificado, is-
to €, na proporgao l:1:1, e em seguida o material foi coloca-
do em fixador Nawaschin e, outras vezes, em Bouin-Hollan-
de. Também, algumas vezes foi feita uma selegao por esmi-
galhamento com aceto-carmim, pelo método de Belling.

Seguiu- se o método usual de impregnacao pela parafi-
na, Os cortes foram feitos com 5 a 10 micrometros de es-
pessura e corados pela hematoxilina ferrica de Heidenhain,
segundo JOHANSEN (3).

As microsfotografias foram obtidas com o fotomicros-
copio Mikroma de Zeiss, com e sem contraste de fase.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacao do ciclo da flor tem por objetivo saber
o periodo que vai desde o aparecimento do primérdio floral
ate a deiscencia da antera e ainda mais, particularmente, a
idade do botao em que se da o fenomeno da meiose. Para is-
to foram marcadas dez inflorescencias ou ramificagoes des-
tas, e durante 12 a 15 dias foram anotadas as modificagoes
que se verificaram em cada botao,

Alem das Dbservagaes no campo, que eram apenas vi-
suais, foram coletados botoes de diversos tamanhos para ve-
rificagao no laboratério, por meio de mensuragoes e esmi-
galhamento das anteras em aceto-carmin, a fim de determi-
nar-se o estadio morfofisiologico do tecido microsporog‘éni-
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co. Este u1t1mo aspecto foi controlado com muita dificuldade,
em conseqliencia das modificagoes do meio e comportamento
diferente dos botoes, conforme POsi¢ao na inflorescencia,
alem do problema da duragao da meiose.

Destas observacoes conclui-se que, nas condigaes de

Vigosa, o ciclo da flor paresenta os seguintes estadios:

1.9) De pnmordm floral ate a estruturagao da antera com as
celulas maes dos gra.os de polen, em inicio da meiose
(prafase I)s leva cerca de 10 a 12 dias,

2.°%) O final da meiose, ou seja,quando os botoes se apresen-
tam com o tecido mlcrosporogenlco em citocinese ou
forma de microsporocitos jovens, opera-se aos l4a 16
dias. _

3.9) Para atingir a deiscencia da antera sao necessarios de
24 a 30 dias, e OCOTTe pouco antes ou paralelamente a
antese da flor.

3.1. Meiose

Cortando- se botoes florais bem jovens, isto ¢, de 8 a
10 dias de idade, observa-se nas _anteras (FIG. le2)o ini-
cio da 1dent1f1ca§ao das celulas maes dos graos de polen (FIG.
3 e 4).

A profa.se da meiose heterotlplca (I) é a mais caracte-
tistica e de mais longa duracao que a hemeotipica (I} (FIG.
4el3).

PROFASE 1- Ao iniciar a préfase I, as células se iden-
tificam, talvez pela sua maior turgescencm (FIG. 4) e o nu-
cleo sofre profundas transformagoes, A figura 5 representa
o estadm 1eptoteno. No estadio zigoteno (FIG. 6), observa-
-se, asvezes, o fenomenoda sinizese (1), mais ou menosacen
tuado, no material coletado que sofrera mudanca repentina
de temperatura baixa, em dia anterior, e coincidira ainda
com dias nublados (FIG. 7, 8 e 9). Além de fenomeno de si-
nizese ocorre e de citomixia, semelhante ao observado por
SHIMOYA (5 e 6) em Alstroemer:.a e EFTIUM-HEIM (2) em
orquideas. Os estadios pa.qulteno (FIG. 10), dipldteno (FIG.
11, 12 e 13) e diacinese sa0 normais,

METAFASE I - As tétrades sio de forma arrendonda-

da e por causa de seu tamanho Seus pormenores nao podem
ser bem observados. Em virtude destes caracteres, a meta-
fase vista lateralmente apresenta-se como uma faixa (FIG.
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14, 15, 17 e 19).

ANAFASE I - A ascensao das diades cromossomicas se
faz mais ou menos regularmente (FIG. 21 e 22), porém, ha
casos de retardamento, ou alongamento delas (FIG. 18), pro-
duzindo o fenomeno conhecido por nponten. Observou-se ain-
da anomalias (FIG. 16 e 20) relacionadas com o enfraqueci-
mento ou ausencia do fuso, semelhante a c-mitose.

TELOFASE I - Organiza-se o nucleo em estado de re-
pousa ou intercinese (FIG. 23, 24 e 25). Ha casos de nao se
observar uma sincronizacao perfeita, isto e, entre os dois
nucleos formados, um se encontra na fase mais evoluida que
o outro.

PROFASE II - Os nicleos filhos parecem passar da te-
lofase I para a profase II, em virtude da rapidez com que o
fenomeno ocorre., Nao foi observada, durante a intercinese,
a formacao de membrana celular, nem tampouco a formagao
de nucledlo (FIG. 25 e 26). A marcha do fenomeno e desigual
para cada nucleo, semelhante ao da heterotipica, assim pode
ser observado um em profase e outro ja em metafase (FIG.
27 e 28).

METAFASE II - Conforme as figuras 29 e 30,

ANAFASE II - Idem 31 e 32.
TELOFASE II - Forma célula tetranuclear (FIG. 33 e
34) terminando, deste modo, o fenomeno da meiose.

3. 2. Citocinese

Na célula tetranuclear, ha formagao de membrana ce-
lular para cada nucleo-filho, dando quatro micrésporos iguais
(FIG. 35 e 36). Mais tarde a membrana da celu].a."mae dos
graos de polen desaparece, ficando os m1crosporos livres
(FIG. 37).

3.3, Formacao do Grao de Pdlen

Os microsporos entraram em curto periodo de repou-
so e logo em seguida, tomaram aforma alongada com sulcos,
no sentido do maior eixo e com o protoplasma bastante con-
traido (FIG. 38); nesta altura do desenvolvimento percebe-se
a exina e a intina em formagao.

Na segunda fase, 0s microsporos comegam a ficar tur-
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gicos e o seu protoplasma comega a ganhar volume, que che-
ga a ocupar todo o seu espago interior (FIG. 39). Observam-
-se, também, neste estadio, além de exina e intina, os po-
ros, Ao atingir esta fase;, seu niucleo sofre uma mitose, dan-
do o microsporo com dois nucleos, ou seja, grao de polen
binucleado (FIG. 40 e 44).

Observa-se, pois, um fenomeno curioso, apesar de
dois nicleos serem resultantes de uma unica mitose, ha di-
ferenca no tamanho e na cromaticidade (FIG. 41 e 43). En-
tretanto, os dois nucleos, na fase final, igualam-se, para,
em seguida, diferenciarem-se, visto que surge em um dos
nicleos uma areola, que corresponde a porggo de citoplas-
ma e membrana celular; portanto, trata-se de uma celula
(FIG. 44). Os poros na fase de maturacgao dos graos de polen
a.presentam um fenomeno curioso, visto que no 1n1c10 0s po-
ros sao reentrantes (FIG. 41 e 42) e, na fase final sao salien-
tes (FIG. 43 e 44). Quando atingem a maturidade tomam uma
forma esférica e sao constituidos de exina, intina com poros,
contendo no seu interior protoplasma com um nicleo euma

celula.
4, SUMARIO E CONCLUSOES

O presente estudo foi realizado em exemplares origi-
nados de uma unica planta, cultivados nos terrenos da Uni-
versidade Rural, em Vicosa, Minas Gerals.

A meiose ocorre entre o 10-12.° dia apos o inicio do
primordio floral. Sao necessarios de 24 a 30 dias para se
processar a deiscencia da antera.

Os fenomenos de senizese e citomixia foram observa-
dos no estadio zigoteno, também upontern . na anafase I. Nao
foi observado a formagao de membrana celular entre as fa-
ses heterotipica e hemeotipoca que sao relativamente rapi-
das.,

. - 2l >
Os microsporos livres, apos pequeno repouso, tornam-
-se alongados, sulcados, e de protoplasma contraido. Este,

em seguida, aumenta de volume ocupando todo o espaco inte-
rior do microsporo, sofrendo logo depois uma mitose, dando

dois nucleos,
et i . .
O grao de polen apresenta poros reentrantes no inicio

e salientes na maturidade.



5. SUMMARY

Meiosis and microsporogenesis in tobacce Nicotiana
tabacum L., 'Cultivar Goiano-ESA' were studied.

Plants from seeds obtained from a single plant were
used. They were grown in the field, at the Rural University,
in Vigosa, Minas Gerais,

Meiosis occured from the 10th - 12 th day to the 14th
16th day after flower primordia initiation. Anther dehiscence
took place on the 24th to the 30th day.

Phenomena of synizesis and citomixis were observed
in the zygonema stage, as well as nbridgen in the anaphase I,
Cell wall was not observed to be laid down during the tran-
sition from the heterotypic to homoeotypic division. The
homoeotypic division was relatively short,

Free microspores, after a short rest period, became
elongated, furrowed and with contracted protoplasm. Next
the latter, increased in volume, filling all the inner space
of the microspore, when a mitosis occur, resulted in two
nucleui.

The pollen grain showed deep pores in the beginning
and protruding ones at the maturity,
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LEGENDA DAS FIGURAS

Corte transversal madiano de botao floral, mos-
. - o

trando da periferia para o centro: calice, corola,

androceu e giniceu. Microfotografia x ca 37.

Idem, parcial, mostrando antera e parte do ova-
rio. Idem x ca 48.

Corte transversal parcial da antera, mostrandono
centro o inicio da diferenciacao das celulas maes

dos graos de polen. Idem x ca 230,

Idem, mostrando no centro as celulas maes dos
graos de polen, Idem x ca 230.

Aspecto das celulas maes dos graos de polen, cujo
nilceo se encontra no estadio leptoteno. Idem x ca

355.

Idem no estadio zigoteno. Idem x ca 293.

Idem, mostrando o fenomeno de sinizese., Idem x
ca: 230.

Idem, mostrando o fenomeno de citomixia. Idem
x ca 293.

Idem, idem,; mais adiantado. Idem x ca 293.

Aspecto das celulas maes dos graos de polen, cujo
nucleo se acha no estadio paquiteno. Idemxca 293

Idem no dipléteno. Idem x ca 293.
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12 - Aspecto geral da figura anterior, Idem x ca 60.

13 - Aspecto das celulas maes dos graos de pc’:len cujo
nicleo se acha no inicio do estadio dipléteno. Idem
x ca 440.

14 e 15 - Aspecto geral das celulas maes dos graos de
polen, cujo nucleo se acha no estadio metafase I.
Idem x ca 200 e 230, respectivamente.

16 € 17 - Idem de metafase para anafase. Idem x ca 230,

18 - Idem de anafase para telofase. Idem x ca 293,

19 - Idem metafase. Idem x ca 700.

20 - Idem anafase normal. Idem x ca 700,

2l e 22 - Idem metafase para anafase. Idem x ca 230 e
700, respectivamente.

23 e 24 - Idem telofase. Idem x ca 440 e 230, respec-
tivamente.

25 e 26 - Idem teldfase para profase 1L Idem x ca 440.

27 e 28 - Idem profase II para Metafase IL Idem x ca
230,

29 e 30 - Idem metatase Il para anafase II. Idem x ca
293, 440, respectivamente.

31 e 32 - Idem anafase II para telofese II. Idem x ca
440 e 230, respectivamente.

33 e 34 - Idem telofase IL. Idem x ca 440 e 293, respec-
tivamente.

35 e 36 - Idem, inicio e final da citocinese. Idem x ca
293,



FIG. 38 - Idem dos graos de polen jovens. Idem x ca 293.

FIG. 39 - Idem dos graos de polen antes da mitose. Idem x
ca 440,

FIG. 40 - Idem apos a mitose. Ildem x ca 440,

FIG. 41 e 42 - Idem graos de polen, na fase de maturagao.
Idem x ca 293.

FIG., 43 e 44 - Aspecto dos graos de polen maduros. Idem x
ca 440.
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