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[—Introducéo

Os estudos genéticos do trigo que temos efectuado neste Insti-
tuto, ao considerarem as variagdes cromosomicas, artificialmente pro-
vocadas no decorrer das nossas investigagdes sdbre emutagdes indu-
zidas», levaram-nos a procurar conhecer precisamenie a cariologia
dos trigos dipldides.

A investigagdo citoldgica do Triticurm monococcum, L. mereceu
jd por vdrias ocasides a atengdo de alguns citologistas, como Saka-
mura (1920) e Kagawa (1927, 1928, 1929). Entre os trabalhos efectua-
dos, os déste dltimo investigador mosiram-se dignos de referéncia es-
pecial, pois a extensdo das suas pesqttizas e a orientacdo que lhes im-
primiu deram indiscutivelmente, & questao da cariosistemdtica em ge-
ral e & do frigo em particular, elementos valiosos de estudo e andlise.

Infelizmente estas investigagGes consideraram apenas uma forma
de T. monococcum. Ora como hé possibilidade de existirem na espé-
cie diversas ragas cariotipicas, facto tantas vezes verificado em nume-
rosas plantas, parece que estes trabalhos devam ser seguidos de ou-
tros que apreciem particularmente &ste aspecto.

Nada nos permite supor que os ftrigos dipldides ndo eviden-
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ciem certa variabilidade cromosémica, embora se saiba que sdo redu-
zidas as diferencas notadas nos seus diversos fenotipos. Nao podemos
esquecer que Flaksberger (1925) descreveu nove variedades de 7. mo~
nococcum e que esta espécie € nitidamente distinta da outra espécie
dipldide, Triticum aegilopdides, tanto na forma da espiga como na
conformagdo das glumas, nas dimensdes dos graos e até no compri-
mento das aristas (Percival, 1921}.

Como € compreensivel, esta diversidade deixa-nos na divida
de que haja um unico cariotipo representativo déste grupo de trigos.
E nesta incerteza ndo julgamos conveniente interpretar variagdes cro-
mosdmicas, ocorridas apds determinados tratamentos, nem esclarecer
a filogenia do trigo, como fez Kagawa (1929), pelo simples esludo
comparativo dos gendmios dos tetrapldides e hexapldides com o
duma tinica forma de 7. monococcum. A possibilidade de existirem di-
ferengas cromosdmicas, entre as diversas variedades, ndo passou alids
desapercebida déste citologista, que chegou mesmo a declarar que.
... ¢it may notl be unreasonable in general fo expect that lfie chro-
mosome conlents of lhe different vacieties may possibly be not lfie
same even in a single species»,

A averiguagao destas diferencas é, porém, extremamente difi-
cil, em virtude do trigo ser malerial muito desfavordvel a estes estu-
dos, com cromosomas demasiado longos, finos e flexuosos. As difi-
culdades da investigacdo aumentam ainda pela circunstancia dos cro-
mosomas se assemelharem muito quer sob o ponto de vista do com-
primento quer sob o ponto de vista da posicao das constrigdes.

Sabe-se, pelos estudos i realizados, qgue os cromosomas do
trigo tém uma ou duas constricbes, sendo uma mediana e outra
sub-mediana ou sub-terminal. Algumas vezes, contudo, a tornar a in-
vestigagdo ainda mais delicada, em elementos que deveriam apresen-
tar duas constri¢des sd € visivel a constricdo principal.

Além da confusdo a que esta circunstancia pode conduzir é-se
levado a suspeitar da configuracdo dos cromosomas pelas dificulda-
des de fixacdo que &les evidenciam. Efeclivamente ¢ natural explicar o
desaparecimento de certas constricdes secunddrias por uma md fixa-
cao de material. E entretanto € de acreditar que &sse desaparecimento
das constrigdes, representando elas mudangas ou variagSes permanen-
tes da estrulura dos cromosomas, governadas pela prépria constitui-
¢do genotipica, vem revelar exactamente a existéncia de diferengas de
cromosomas homdlogos.
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Na andlise dos problemas filogenéticos importa averiguar, como
questdo do maior interésse, quais as dilerengas fundamentais que exis-
tern nos gendmios de espécies afins, e qual a dilerenciacao cariotipica
que se verifica entre as diversas variedades da mesma espécie.

Esta diferenciagao foi posta em relévo pelo trabalho de Na-
vashin (1926), sObre «Crepis tectorum», que conseguiu demonstrar a
ocorréncia de profundas modificagdes dum dos cromosomas, modifi-
cacdes essas que tanto podem originar dois cromosomas pequenos
como um Unico cromosoma de tipo particular, ndo caracteristico da
espécie. Mostrou mais Navashin gne, numa outra espécie do mesmo
género Crepis, existiam trés ragas, as quais diferiam apenas pelas di-
mensdes dos satélites dum dos cromosomas. .

Da mesma maneira Sveshnikova (1998} encontrou em espécies
do género Vicia, pequenas diferengas em forma e alé algumas vezes
em nimero de cromosomas. Senjaninova-Korczagina (1932), ao anali-
zar cariotipos de Vicia narbonensis, L. e Vicia serrafifolia, facq., espé-
cies 130 afins que até muitos botanicos tém suposto a dltima sub-es-
pécie e mesmo variedade da primeira (Pereira Coutinho, 1913), encon-
trou diferengas tao profundas que parcce ndo manterem enire si quais-
quer relagdes. Ainda éste autor revelou a existéncia de diversas ragas
cariolipicas dentro da Vicia narbonensis, L.

Sabe-se mais que existem racas de Secale cereale, L. diferentes
sob o ponto de vista carioldgico (Lewitsky, 1929}, que hd racgas de
Vicia sativa, L. igualmente distintas (Sveshnikova, 19392), que se observa
enfim certa variabilidade cromosémica para determinados espécies.

Ao relatarem-se estes factos, colhe-se a impressao de que éste
assunto, ainda ndo considerado no género Iriticum, deve merecer dos
citologistas as pesquizas necessdrias pois € possivel que se enconire
nas suas espécies uma confirmagao dos casos acima referidos.

I[I—Material e métodos

1. Material e técnica adoptada de fixacdo e coloracido

As variedades usadas nas nossas medigdes foram as se-
guintes:

{\—Triticum monococcum, L., var. vulgare, Korn (da Estacao
Agrdria Central). '

o— Trificum monococcum, L., var. Hornemanni, Kérn (do Horto
do Instituto Superior de Agronomia).
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A técnica inicialmente adoptada foi a referida por Kagawa sem
qualquer modificacdo. Promovia-se a germinacdo das sementes e
logo que apareciam as radiculas, mergulhavam-se em hidrato de clo-
ral a 0,5 v durante uma hora. Seguidamente as sementes eram lava-
das em dgua corrente, por igual ldpso de tempo, e eram depois dis-
postas sObre papel de filiro humedecido em placas Petri, que se man-
tinham a uma temperatura vizinha de 23° C. durante trés horas. Findo
éste periodo procedia-se & fixacdo das radiculas no fixador de Benda
(sem dcido acético). Passadas 24 horas de fixagdo seguia-se o método
usual de deshidratagdo, inclusdo e coloragdo. /

De harmonia com o preconizado por Kagawa colorimos pri-
meiramente !as nossas preparacdes com hematoxilina. Reconhecemos
contudo a breve trecho que a hematoxilina ndo satisfazia os nossos
quesitos, pela extrema opacidade que dava a coloragao. Preferimos
adoptar entdo a técnica da coloracdo pela violeta de genciana, se-
gundo o método de Newton, relatado por Lacour (1939). Efectiva-
mente com esta coloracdo, em virlude da transparéncia que se im-
prime, ndo sé logrdmos melhor desenho dos contornos como até
interpretdmos mais facilmente os cromosomas enrolados ou sobrepos-
tos. Nao vemos vantagem, antes pelo contrdrio s& vemos inconve-
niente, em wusar para trabalhos déste género, corantes que déem du-
reza ou opacidade. As colorag¢des opacas poderao talvez permitir de
principio um desenho mais {4cil, para os cromosomas isolados e pouco
enrolados. Mas nos casos correntes, de cromosomas dobrados e so-
brepostos, as vantagens désse contdérno bem vincado, obtido a custa
da coloracdo opaca transformam-se em inconvenientes de certa gra-
vidade.

O tratamento prévio das radiculas pelo hidrato de cloral faci-
lita enormemente o trabaltho. Estamos mesmo em crer que em muitos
casos nao se pode executar de outro modo o estudo dos cromosomas
somdticos do trigo. Poderd contudo supor-se que a contracgdo vio-
lenta experimentada pelos cromosomas (vidé fig. 1 e 2), como conse-
giiéncia do tratamento, atraicoe de qualgquer maneira os resultados.

Realmente a accdo do hidrato de cloral é por vezes tdo enér-
gica que os cromosomas parecem cortados, tal é a maneira como fi-
cam marcadas as constricdes. Déste modo afigura-se-nos indispensd-
vel em cariomelria, confirmar os resuliados obtidos em cromosomas
fralados com os de outros fixados por qualquer processo corrente,

Nesta conformidade tentdmos fixacoes variadas, nomeadamente
os fixadores de Lacour, 2BE, 2BD e 9B, o Flemming e o fixador de
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formol e dcido erémico proposto por Lewiishky. Este ltimo, o conhe-
cido fixador de condriosomas (Lewitsky, 1931) foi ensaiado nas pro-
por¢hes de 5:5 —isto & em iguais proporgdes dos dois componentes
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FIG, 1
7. monococcum, L. var valgare, Kérn
(célala n.® 1 — vidé tabela II)

(dcido cromico a 1 % e formol a 10 %) —de 4:6 e 6:4. Os resultados
mais satisfatérios foram obtidos com esta dltima proporgdo. Pois com-
parando determinados tipos de cromosomas, mais facilmente reconhe-
civeis chegdmos a conclusdo de que o tratamenio pelo hidrato de
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FIG, 2
T. monococcum, L var oulgore Kirn
{célula 0% 2 — vidé tabela 11}
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cloral, embora origine vincamento profundo das consirigdes e um si-
multdneo engrossamento e encurtamento de cromatideos, ndo afecta
de modo algum as propor¢des relativas dos bragos de cromosomas.
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Procurdmos Jevar &ste estudo a outro material em que ndo pu-
desse haver diividas na comparagao de um determinado tipo de cro-
mosomas. Escolhemos por essa razdo a Vicia Faba, L. que é manifes-
tamente vantajosa, visto apresentar como se sabe, entre os seus cro-
mosomas, um claramenie diferenciado com duas constrigdes. Sendo
extremamente f4cil identificar ésse lipo de cromosoma a comparagao
que pretendiamos estabelecer entre cromosomas fratados e ndo trata-
dos ndo poderia ser atraicoada por uma identificagao duvidosa.

Verificdmos assim, na Vicia Faba que o tratamento pelo hidrato
de cloral nido prejudica de maneira alguma as observacdes. Dd-se de
facto um encurtamento. Mas mantém-se as proporgdes relalivas dos
bragos dos cromosomas.

2. Método de medigiio

Com a manifestagdo da morfologia cromosdmica, posia em
evidéncia pela escola russa, desde Navashin até Lewitsky, e pela es-
cola nipdnica representada por Sakamura e Kagawa, procurou-se
uma determina¢do tdo exacta quanto possivel dos caracteres quanti-
tativos dos cromosomas. Assim nasceu uma técnica apropriada de
medicdo de cromosomas, que foi sofrendo sucessivos aperfeigoamen-
tos, e que hoje, a-pesar-de certos grosseirismos, dificeis de evitar, re-
presenta j4 um auxiliar importantissimo, tanto para fins sisieméticos
como para andlises genéticas.

Sem divida esla técnica necessita ainda certas modificagdes.
Algumas mesmo sé poderdo ser introduzidas quando os microscépios
sofrerem alguns aperfeicoamentos. Entretanto, emquanto tardam ésses
melhoramentos, o investigador cuidadoso socorrendo-se da técnica
estabelecida, ou introduzindo-lhe pequenas modificagdes que mais se
compadecam com a sua maneira pessoal de observagado e critica,
pode realizar j4 trabalhos de notdvel precisdo. Esta téenica, que nds
chamamos <«cariomelria», ird merecer-nos seguidamente algumas re-
feréncias.

Em numerosos casos basla uma classificacdo de cromosomas
como a preconizada por Heitz (1926) e modificada por Fernandes
(1931), para se obter uma notacdo aproximada do genémio conside-
rado. Também as designagdes correntemente adoptadas de cromoso-
mas isdsceles ou Retferésceles (Darlington, 1926) ou mesmo de fsobra-
quiais ou felerobraquiais (Lewitsky, 1931) podem ser suficientes para
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estabelecer determinados tipos de cromosomas mais salientes, de di-
ferencas morfoldgicas mais profundas.

Para um trabalho, porém, da indole do nosso, de apreciacdo
de cromosomas muito a’ﬁns, nao se pode limitar a sua descrigao as
designacgdes apontadas. E necessdrio ir mais longe, introduzir na des-
cricdo caracteres quantitativos dos cariotipos estudados, a-fim-de lo-
grar tdo exacla quanto possivel, a sua descricdo morfoldgica. Para
isso € indispensdvel smedir cromosomas».

Este trabalho oferece, como €& compreensivel, grandes dificulda-
des. A maior parte dos cromosomas nao estd disposta num plano pa-
ralelo & platina do microscdpicoe, pelo que se torna necessdrio corri-
gir os desenhos que se obtenham. Se a platina estiver horizontal, esies
desenhos serdao evidentemente projec¢des horizonlais dos cromosomas
inclinados, formando com o plano horizontal dngulos muito ‘diversos.

Embora haja quem suponha indtil esta correcgdo (De Mole,
1921, Delaunay, 1926), e quem preconize restringir a medicdo aos
cromosomas que assentam em planos horizontais, somos forcados,
pela nossa prdtica, a concluir que & indispensdvel corrigir sempre os
resultados oblidos, visto que os comprimentos de cromosomas idénti-
cos, aparentemente assentes num plano horizontal, variam sempre den-
tro de certos limites. Por esta razao temos como certo que é indispen-
sdvel determinar um método que dé, com o maior rigor possivel, as
dimensoes dos diversos cromosomas de uma célula e defina as posi-
¢oes relativas das suas constrigSes.

O método adequado de estudo consiste claramente em medir
as projecgdes verticais dos cromosomas, guiando-nos pelas indicagdes
do parafuso micrométrico. Os métodos de Gelei (1921) e o de Kagawa
(1927} inspiraram-se exactamente néste principio.

Vdrios investigadores seguiram depois estas directrizes. Hasegawa
por exemplo aplicou a técnica de Kagawa ao estudo do «Diosporums»
e apresentou dela uma breve descricdo (1932).

Lewitsky (1931), passando em revista os métodos de cariome-
iria, propds um sistema de medicdo, que sendo bastante semethante
ao mélodo de Kagawa, € no entanto mais simples e possivelmente
mais rigoroso.

Em todos os casos, desde que o objectivo € medir cromosomas,
e portanto corrigir os comprimentos dados pelo desenho rigoroso,
obtido a cadmara clara, torna-se necessdrio registar primeiro as indica-
¢des fornecidas pelo parafuso micrométrico nos sucessivos pontos de
focagem. E indispensdvel entdo que, & medida que se vai procedendo
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a focagem dum cromosoma, observando alravés da camara clara, se
dé a coincidéncia perfeita entre o contdérno do desenho e o da res-
pectiva imagem vista ao microscépio. Ao rodar-se o parafuso micro-
métrico, a extensao nitidamente visivel do cromosoma ird sofrendo
uma deslocagdo gradual. Deverd parar-se ésse movimento de rotagao
quando um determinado ponto do cromosoma se observa com a
maior nitidez. Nessa ocasido € que se registard, sdbre o desenho, para a
posicdo correspondente, a cifra dada pelo referido parafuso micromé-
trico. Seguidamente repelir-se-4 0 mesmo processo para todos os pon-
tos necessdrios, ou sejam todos os pontos que tenham inlterésse na cara-
cterizacdo dum cromosoma ou na determinagdo das suas curvaturas.

E evidente que o nimero de pontos de observagdo é varidvel
consoante 0 cromosoma qué se considera e as inclinagdes que o
mesmo apresenta. Como € intuitivo quanto mais encurvado ou incli-
nado for tanto maior deve ser &sse numero de leiluras.

Resta agora averiguar porque ponto se deve iniciar a <Cota-
gems»—ou seja todo éste trabalho de observacdo e registo que ora
deixdmos esbogado duma maneira preliminar.

Lewitsky € dé opinido que o sistema de Kagawa ao iniciar a
focagem pelo ponto extremo do cromosoma em observagdo, sé lendo
as divisdes do parafuso micrométrico quando se observa o desapare-
cimento da imagem, nao pode satisfazer mesmo com as correcgdes
propostas pelo seu autor. Efectivamente, quando se atinge, na focagem
désse extremo, a scofa de esbafimento»—designagdo que propomos
para o «vanisfed poinb—¢éle id estd para além do limite do cromo-
soma. O cdleulo das correcgdes, enldo, necessdrias € bastante demo-
rado e, pior do que isso, de exactiddo muito discutivel. Lewitsky, em
lugar de iniciar a cotagem pelo ponto de <esbatimento» referido, co-
meca-a pelo ponto de aparigdo superior do cromosoma, quando éste
se revela bem visivel de contornos nitidamente marcados.

Este mesmo investigador refere-se a ouiro facto que Kagawa
ndao notou e que tem necessariamente importancia. E que dada a es-
pessura dos cromosomas, por vezes considerdvel, € necessdrio notar
cuidadosamente a definicdo do ponto extremo dos cromosomas incli-
nados. Ainda o mesmo autor chama a atengdo para a maneira como
devem ser medidos os cromosomas, de modo a compensar-se o érro
resultante da sua torsdo. Segundo éle deverd proceder-se a medigdo
isolada de um cromatideo e nunca a medigdo segundo o eixo longi-~
tudinal, como preconizou Kagawa, a qual hd-de fatalmente originar
erros de certa magnitude,
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A nossa experiéncia aconselha igualmente a medir um tnico
cromatideo. S6 em certos casos, quando o material é tratado com hi-
dralo de cloral, se pode seguir sem risco o eixo longitudinal do cro-
mosoma. E o que acontece, por exemplo, com o Trificum monococcum
tratado, no qual se encontram algumas vezes, cromosomas perfeita-
mente rectilineos, assentes sensivelmente num mesmo plano. Nesies
casos (vidé fig. cromosoma H, da Est. II) é evidente que se poderd
adoptar a medigdo segundo o referido eixo, sem que isso conduza a
qualquer érro.

No nosso frabalho, reconhecemos a vantagem de proceder a
determinacdo das alturas dos diversos pontos do cromosoma ao
plano de projeccdo. seguindo focagens nos dois sentidos.

Os nimeros de leituras do parafuso micrométrico, correspon-
dentes aos pontos de observagdo podem ser bastante varidveis. Casos
hd em que umas cinco leituras sdo perfeitamente suficientes: os des-
vios verificados sdo tdo diminutos gue se podem dedicar s médias
assim obtidas t6da a confianca. H4 outros casos porém mais intrinca-
dos de cromosomas encurvados e torcidos, em que sdo necessdrias
muitas mais leiluras, por vezes, em nimero superior a dez. De tdda a
maneira sempre que se repete uma cotagem € indispensdvel levantar
o tubo do microscdpio e dar uma ligeira rotacdo ao parafuso micro
métrico.

O microscépio com que irabalhdmos, um «Zeiss» do modélo
recente, com parafuso micrométrico comandando a platina, presta-se
perfeitamente a éste género de trabalhos. A nossa tarefa simplificou-se
assim muito e talvez o uso désse microscépio nos permitisse dar as
medigdes um maior rigor. Podemos, felizmente, estabelecer confronto
entre esles resultados e os obtidos com um microscdpio «Zeiss» do
modélo anterior, visto que inicialmente trabalhdmos com um micros-
copio déste tipo. As diferencas notadas parecem demonstrar que a
questdo do microsedpio utilizado é da maior importdncia em cario-
metria.

Lewitsky a éste propdsilo referindo-se ao modélo anterior do
«Zeiss» wlilizado por Kagawa, idéntico aquele com que inicidmos o
nosso estudo, pde alguma divida sébre as medi¢des que déle se po-
dem obter; e a &ste respeito cita 0 que a prépria casa «Zeiss» diz no
seu catdlogo de 1924, mikro 400. Ainda na edicdo de 1927 do mesmo
catdlogo, 30, mikro 400, a pdg. 12, a mesma firma confessa que as in-
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dicacdes do parafuso micrométrico nao constituem indicagdes exactas
de medida. As proprias palavras de que cla se serve sdo as seguin-
tes: <Efant transmis par levier, le mouvement n'est cependant pas un
veritable dispositif de mesure, car le déplacement du fube n'est pas le
méme dans fous les points du mouvements.

O moderno microscépio «Zeiss», com. que fizemos tddas as
medicdes referidas no presente trabalho, com divisdes do parafuso
micrométrico correspondentes a 1 ¢ vem salisfazer algumas das exi-
géncias dos investigadores. A sensibilidade € maior, as medidas mais
exactas e o trabalho do observador mais f4cil, por se poderem tomar
maior niimero de pontos de leitura. Pena é que ainda nao venha equi-
pado dum ndnio, o que daria indiscutivelmente muito mais rigor as
leituras.

Uma das condi¢des essenciais a respeitar, para se obter a maiot
exactiddo possivel no desenho dos cromosomas, € escolher uma boa
placa de metafase em que todos os elementos aparegcam nitidamente
diferenciados e em que o maior niimero se apresente num plano sen-
sivelmente horizonlal, ou em posicdes de facil projecgao.

Na nossa prética, costumdmos desenhar com o tubo do micros-
copio elevado & altura de 160 mm. com ocular de 30 e com objectiva
de imersdo apocromitica de 90. Ainda algumas vezes utilizdmos
objectivas de 100 e 120. Em qualquer dos casos, porém, procurou-se
sempre obter uma ampliagdo que facilitasse ndo sé a interpretacdo
dos cromosomas como até a medicdo ulterior do desenho.

Logo que obtinhamos o desenho completo, de todos os cromo-
somas duma placa, procediamos a sua cotagem. Preferimos qudsi sem-
pre operar déste modo, porque, na nossa experiéncia, ficdmos com a
impressao de ‘que seria assim possivel evitar alguns erros resultantes
de diferencas de ilumina¢do. Cremos que hd téda a vantagem em
executar sem interrupcdes éste trabalho de projeccdo, vislo que éle é
muito delicado e extremamente suscepiivel a erros de observagdao.
Parece-nos assim natural que, quanto mais tempo decorrer entre co-
tagens sucessivas, tanto maiores devem ser os desvios verificados.

N&o deixamos de reconhecer, contudo, que o preconizado por
Lewitsky, de cotar cromosomas por grupos de quatro ou cinco, logo
a seguir ao seu desenho, ofereca algumas facilidades. E por essa ra-
230 seguimos algumas vezes ésse. método, sobretudo quando tinhamos
especial. interésse em interpretar determinados cromosomas. Com éste
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sistema verificdmos porém alguns desvios excessivos, resultantes dos
numerosos factores que influem na observacdo. Por esta cireunstancia
julgamos mais aconselhdvel observar téda uma placa, sem quaisquer
interrupcoes.

Obtidos ésses pontos de leitura, registadas as indicagdes do
parafuso micrométrico, procedia-se depois as medicoes dos sucessi-
vos trocos do cromosoma que teriam de ser projectados. Faziamos
as medigdes utilizando qudsi sempre um compasso de multiplicagdo.
Quando o seu uso se tornava pouco rigoroso, dadas as curvaluras do
cromosoma ou mesmo a ampliacdo ufilizada, preferiamos utilizar uma
escala miliméirica corrente.

Em seguida tracavam-se em papel milimétrico (fig. 3) dois ei-
x0s coordenados. Inscreviam-se em abcissas as medidas ampliadas,
retiradas do desenho do cromosoma, as quais como se compreende
ndo sdo mais do que as projecgdes horizonlais na escala adoptada;
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e marcavam-se depois em ordenadas as cotas respectivas, deduzidas
das leituras do parafuso micrométrico, as quais traduzem claramente
as alturas a que ficavam os diversos pontos de observagdo do plano
horizontal.

Evidentemente, unindo-se os extremos dessas ordenadas obti-
nha-se uma linha representativa do comprimento real do cromosoma
considerado.

Para dar maior facilidade & interpretacdo das medidas do cro-
mosa, Kagawa (1927, 1929} preconizava a ampliagdo dos desenhos
efectuados, a custa dum pantégrafo. Nas nossas tentativas, para a
obtengdo duma boa técnica de projeccao, seguimos a lefra as indica-
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¢des déste investigador, e por isso a comégo faziamos conscienciosa-
mente a ampliacdo de todos os cromosomas por meio dum bom pan-
tégrafo. E certo que em alguns casos de desenho claro, dum cromo-
soma direito, qudsi assente num plano, sem torsGes nem curvaturas, a
projeccdao dos desenhos ampliados € realmente favordvel. Em outros
casos, pelo conirdrio, quando os cromosomas se mostram enrolados,
com curvaturas pronunciadas, a ampliagdo do desenho conduz facil-
mente a erros freqiientes. Nestas circunstancias preferimos adoptar al-
gumas vezes a fotografia, com a ampliagdao que se julgava mais con-
veniente. Déste modo o érro de interpretagdo sé poderia derivar da
maneira como inicialmente havia sido executado o desenho.

Na figura 3 do texto pode compreender-se perfeitamente o sis-
tema que nds adoptdmos na projecgdo de cromosomas. A esquerda
vé-se 0 cromosoma depois de ser devidamente cotado, e a direita
sdbre o papel milimétrico o tracado do comprimento real do mesmo
cromosoma. As cotas que se véem no cromosoma derivam de médias
deduzidas de 5 visadas segundo a técnica atrds descrita.

[[I—Observacgses

Passamos agora a apresentar os resultados oblidos nas nossas
medigdes. E vamos primeiro considerar os cromosomas do 7. mono-
coccum, L, var. vulgare, Korn. ‘

Antes, porém, a titulo de curiosidade queremos indicar as cifras
alcancadas por Kagawa (1929) para uma vatiedade de 7. monococ-
cum. Pena é que ndo saibamos qual fasse essa variedade, visto que
&ste autor a mencionou apenas pelo seu nome cultural U. A. C. (Utsu-
nomiya Agricultural College) n.° 1. Mesmo assim, estes niimeros tém
para nés grande interésse, pois permitem estabelecer possivel con-
fronto com os fornecidos pela nossa investigagdo. E exactamente,
para tornar compardveis, com os nossos, os resultados daquele cito-
logista, apresentaremos os seus dados na escala em que trabalhdmos
(1 cm.=1 p) e que consideramos mais apropriada (*), permitindo uma
mais fdcil compreensdo das dimensdes reais dos cromosomas.

('} Kagawa utilizou a escala de 1:2.4 v,
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A Tabela [ refere os resultados daquele investigador, referidos
a seis células diferentes. Em cada uma das colunas, o primeiro nii-
mero, respeitante a cada célula, representa o comprimento total do
cromosoma considerado, o segundo e terceiro niimeros definem a po-
sicdo das constri¢des.

Por estes resultados Kagawa pdde estabelecer cinco tipos dis-
tintos de cromosomas (fig. 4).

No nosso estudo do 7. monococcum vulgare encontrdmos de

1

FIG. 4
Tipus de cromosomas do «T. monococcurm»
(Segundo a represeciagio esquemdtica de Kagawa)

facto estes mesmos tipos. No entanto, por haver dificuldades aprecid-
veis na identificagdo dos cromosomas 7 € 5, 3 ¢ 4, dada a sua grande
semelhanga, correndo-se assim risco de tirar mds interpretagdes, en-
tendemos preferivel, para as exigéncias da nossa comparagdo, deter-
minar apenas as dimensdes dos cromosomas € as posiches das suas
constrigdes primdrias.

Demais, verificando-se pelas cifras de Kagawa, que as constri-
¢Oes secunddrias nem sempre puderam ser observadas, a comparagdo
de cromosomas com constri¢des duplas tornar-se-ia assim um pouco
confusa.

Os nossos resultados da medicdo dos cromosomas do 7. mo-
nococcum L., vulgare, Korn, referido a 10 células diferentes, que foram
tantas quanto nds estuddmos, sao apresentadas na Tabela II.

Pela observagdo destas cifras, verifica-se que estes nossos resul-
tados se aproximaram dos de Kagawa.
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TABELA I
Medi¢des dos cromosomas somédticos do Triticum monococcum, var, vulgare
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As médias que encontrdmos, para 0s cromosomas do 7. mono-~
coccum; var. vulgare, Kérn, deduzidas das medigdes, de cada par de
cromosomas, em 10 niicleos diversos, foram os seguintes :

Comprimento Posigdo
em ~ da conslri¢lo
1 principal
| 7.335 3.275
1| 6.905 | 3.12
11 6.665 t 2.91
IV 6,403 2,733
v 6.088 2.553
Vi 5.688 2,543
Vil 5.333 2,545

Pela observacdo destas cifras, verifica-se que esles nossos re-
sultados, embora se aproximem dos de Kagawa, mostram certos des-
vios. Ném poderia deixar de ser, visto que utilizdmos uma técnica di-
versa, microscépio de outro tipo, e até possivelmente forma diferente
de 7. monococcum.

Vejamos agora os resultados da medi¢do dos cromosomas do
T. monococcum, L. var. Hornemanni, Kéra, que estdo representados na
Tabela 11
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As médias das medi¢des dos cromosomas do 7. monococcum
Hornemanni foram:

| PG o 7.858 7.783
c, = 3.561 3.55
T 7.658 7.616
C, = 3475 Ci == 3408
Ce=5716 Cy=—5.683
Meaiag. 7.350 7.250
c,=3.008 €1=2.916
v R 6.758 6.658
¢, =2716 ¢, =2.6925
Cy == 5.995 Cy=—2>538
A N S 6.975 6.983
¢ =3.1 ¢ =3.125
Cy = 5,333 Cy=5.333
JAB i A 6.375 6.300
¢, =2.441 =24
Ce=4.041 C:=2395
Vil...... 5.841 5.742
¢, =2.550 CL=2.533

Ce oﬂyrrz'”renfaa medros oS CromoSorntas
L]

[}
I l £9 l I
£7 g
&1 a3
&4 i
cy &7 P &7
23

73
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FIG. 5
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A medicdo dos cromosomas da variedade Hornemanni deu-nos
alguns resultados curiosos.

Poram observadas seis placas de metafase—favordveis ao de-
senho—de células sensivelmente dispostas & mesma distancia do vér-
tice radicular. Em tddas elas se enconiraram as caracteristicas que se-
guidamente se expdem.

Em primeiro lugar, comparando os cromosomas da var. fHor-~
nemanni com os da var. vulgare, verifica-se uma certa analogia na lo-
calizacdo da constricdo principal (vidé fig. 5 do texto).

Depois observam-se certas diferencas que merecem a atengdo.
A diversidade mais salienle—considerados em bloco ambos os ideo-
gramas—¢€ a que provém do maior comprimento dos cromosomas do
Hornemanni. Mas a seguir apresenta-se outra diferenga interessante en-
tre determinados tipos de cromosomas—IV e V,

As nossas figuras das Est. II, 1l e IV indicam perieitamente, se
compararmos ésses ideogramas com o da fig. 1 (extr. de Kagawa), os
tipos novos de cromosomas que ainda ndo haviam sido descritos para
o I. monococcum. '

. IV—Discussio

As caracteristicas atrds referidas mostram claramente que a li-
nha da rar. Hornemanni, que tivemos ensejo de observar, € uma racga
cariolégica distinta da rar. rulgare.

O facto mencionado, dos cromosomas daquela variedade apre-
sentarem maior comprimento que os desta, a-pesar-de ndo constituir
a diversidade mais saliente, pode ter significado de interésse.

Embora encontrdssemos na var. vuigare algumas células, em que
0s cromosomas. eram particularmente alongados, cremos que mesmo
assim aquela caracleristica deve conlinuar a ser ponderada. Efectiva-
mente na var. vulgare sé por excepcdo € que se puderam’ observar
placas de metafase com os tais cromocsomas anormalmente extensos—
de extensdo vizinha aos da var. Hornemanni. Ora é de admitir, conforme
lembrou Kuwada (1997) que as reaccdes do meio intra-celular possam
ser alferadas. Esta circunstdncia poderia ser assim razdo bastante para
modificar por vezes o comprimento dos cromosomas.

Demais, é conveniente notar que as diferengas nas dimensdes
dos cromosomas, mesmo pequenas, caracterizam freqiientemenle nao
sd espécies, como sucede nos géneros Crepis (Babcock e Hollingshead,
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1930), Escfiolizia (Winge, 1925), Tradescanfia (Darlington, 1929), mas
até variedades como se verifica no Trifolium repens (Wexelsen, 1928)
e na Beta vuigaris (Kusmina, 1927). )

Importa ainda lembrar que Senjaninova-Korczagina (1932) mos-
trou que nos Aegilops se verifica um processo de encurtamenio de
cromosomas e que éste deve ser considerado, em seu critério, como
parcialmente responsdvel pela evolu¢ao do género.

Mas como dissemos, aparile essa diferenca de dimens®es, cujo
significado ainda poderd parecer discutivel, encontrdmos outra respei-
tante a localizagdo das constrigdes, nos cromosomas 1V e V, a qual
atesta, agora indiscutivelmente, a existéncia duma diversidade carioti-
pica dentro da espécie Iriticum monococcum. '

Torna-se curioso referir que em nenhuma das placas de meta-
fase que estuddmos no 7. monococcum, var. vulgare encontrdmos tipos
semelhantes dos cromosomas em discussdo. S6 no estudo de Kagawa
notdmos uma referéncia que & primeira vista poderd ser tomada como
respeitante ao primeiro tipo de cromosoma apontado—o IV.

Essa referéncia sé aparece para uma célula, entre as seis que
aquele autor estudou, e diz respeito ndo ao IV mas ao VI cromo-
soma, com 5,8 » de comprimento, e com as constricdes localizadas a
1,2 e 2,6 p, aproximadamente. No nosso caso, os cromosomas do [V
par tinham 7 ¢ de comprimento e as suas constrigbes estavam dispos-
tas a cérca de 1,5 e 3,9 &,

Nao cremos possivel uma md interpretagdo déste tipo de cro-
mosomas, visto que o seu comprimento, ndo obstante participar do
alongamento geral verificado, o coloca por ordem decrescente de ex-
tensbes em 4.° lugar, e ndo em 6.° Quer dizer que se tomdssemos o
IV cromosoma duma raga da var. Hornemanni—sempre observado em
tddas as placas examinadas—correspondente ao VI de outra varie-
dade—sd observado uma vez—teriamos de aceitar profundas modifi-
cagdes em todos os elementos do ideograma.

Quanto ao V par de cromosomas ndo vemos qualquer seme-
thanga com os anteriormente descritos.

Com o ser limitado o Ambito déste nosso trabalho A investiga-
¢ao carioldgica de trigos diploides, ndo nos preocupa presentemente
a discussdo da filogenia do gen. Triticum. Mesmo em nosso critério,
emquanto forem imprecisos os conhecimentos adquiridos sébre aquele
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material - pouco proveitosas poderdo ser as tentativas de resolucdo de
tal problema. d

A idea dominante, entre os triticistas, da origem alopoliploide
do trigo exige naluralmente a verificagdo de que entre os cromosomas
dos trigos tetraploides e hoxaploides aparecem tipos de cromosomas
que se ndo observam nos trigos diploides ou melhor, nas diferentes
ragas cariotipicas do: Tnticum monococcum. Parece portanto indispen-
sdvel ter um conhecimento seguro da variabilidade cariotipica desta
espécie.

YViu-se que os cromosomas do 7. monococcum sao sensivelmente
«isobraquiais», usando da ferminologia de Lewitsky. Ora a éste pro-
pésito, € interessante referir que os estudos:comparativos de morfolo-
gia de cromosomas, efectuados em grupos relacionados, mostraram
(Lewitsky, 1931) que os tipos mais primitivos, mais vizinhos das formas
iniciais, apresentam cromosomas [sobraguiais, e que os lipos derivados
é que mostram cromosomas fieferobraquials ou mesmo cafalobraquiais.

Sucede, porém, no trigo, que tanto nas espécies tetraploides
como nas hexaploides, os cromosomas mantém o tipo «sensivelmente
isobraquial». Por outro lado, o 7. monococcum apresenta, como vi-
mos, constricdes secunddrias sub-terminais e sub-medianas. Quer dizer
qgue aceitando o modo de ver de Lewitsky, esta espécie poderia re-
presentar j& um 1érmo avangado da evolugdo.

Q ‘estudo da origem dos lrigos cullivados tem andado qudsi
sempre ligado ao estudo do género Aegilops. Sdo de facto numerosos
os triticistas que tém atribuido ao Aegilops um papel importante na
filogenia do ftrigo. E realmente, tanto a distribuigdo geogréfica de tri-
gos e aegilops, como os resultados das investigacdes citogenéticas, pa-
recem demonstrar a verdade dessa concepgdo.

Podemos entretanto lembrar que o nimero de cruzamentos
bem sucedidos, entre individuos dum e doutro género, é extremamente
baixo e que a descendéncia € por via de regra estéril. Tschermak
{1926} obteve um hibrido intergenérico com formas férteis—o «<Adegilo-
fricum» ; mas éste hibrido tem 56 cromosomas, isto € um niimero du-
plo do dos genitores. Este facto parece mostrar, como cré Senjani-
nova-Korczagina (1932), a profunda heterogeneidade das séries de
cromosomas dos individuos dos géneros Aegilops e Triticum.

Afigura-se-nos ainda digna de nota a circunstiancia de ser apa-
rentemente diferente o comportamento dos cromosomas, perante o
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hidrato de cloral, no aclaramento das constriches, nos dois géneros.
Emquanto nas espécies do género Irifticum se verifica sempre um
constrangimento, tornando-se bem visiveis as constricdes, no Aegilops
os efeitos do fratamento sdo, por via de regra, bastante menores.
Neste ultimo género podem estudar-se com relativa facilidade os cro-
mosomas com uma simples fixagdo; no trigo, pelo contrdrio, ésse es-
tudo, sem o tratamento prévio referido é extremamente dificil. Cremos
que éste facto poderd também testemunhar a diversidade existente en-
tre cromosomas de trigo e de aegilops.

Esta diferenca de comportamento, sob ac¢do dum constritor
cromosémico, como o hidrato de cloral, deveria proporcionar uma
demonstracdo interessante do processo de alopoliploidismo. Assim, se
na formagdo dos trigos hexaploides tivesse intervido o Aegilops, como
julga Percival (1921), entre os cromosomas do. rufgare, compacium,
spella figurariam uns facilmente fixdveis—os que proviessem do Aegi-
lops—e outros mais dificilmente—os que resultassem do trigo—em
que as consfricdes sé seriam observadas com clareza apds o trata-
mento pelo hidrato de cloral,

Ora o que € verdade, € gque tanto quanto temos podido obser-
var, nos nossos estudos sdbre a cariologia dos hexaploides, os seus
cromosomas respondem todos duma maneira similar a &sse constran-
gimento.

Como jd acentudmos ndo nos interessa de momento a andlise
da evolugao do trigo. Se a ela fizemos estas breves, sumarissimas re-
feréncias, foi apenas com o desejo de apontar a indispensabilidade de
desenvolver o estudo cariolégico profundo, tanto dos trigos diploides,
—que constituiu o tema désle nosso trabalho—come dos tetraploides
e hexaploides.

Efectivamente, afigura-se-nos que, emquanto se ndo dispuser, no
género Triticum, de elementos de estudo, semelhantes aos que se co-
nhecem no género Aegilops, fornecidos pelas investigacdes de Senjani-
nova-Korczagina (1932), pelos quais se pode estabelecer jd a génese
dos diferentes grupos, secgdes e espécies, a filogenia do trigo hi-de
ser sempre obscura, envolta em extrema complexidade.
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SUMARIO

1. Foram medidos, segundo uma técnica <cariométrica» apro-
priada, os cromosomas somdticos das variedades vuigare, Kérn e for-
nemanni, Kérn, do Triticum monococcum, L.

2. Na rar. vulgare encontrou-se um ideograma bastante seme-
lhante ao descrito por Kagawa no seu estudo sébre 7. monococ-
cum (1929).

3. Numa linha pura da rar. Hornemanni observaram-se porém
diferencas carioldgicas sensiveis: um alongamento pronunciado dos
cromosomas € uma localizagdo diversa das consiricdes nos IV e
YV pares.
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(Célula n.° 3 — vidé tabela 11)
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