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Dr. Diego Simoni (*)

Osservazioni

sulla

Fertilita e Ricerche Citologiche-Embriologiche

in Tulipa Gesneriana

I. - Intfroduzione e Questionario

Tulipa Gesn. &, tra le Gigliacee, una delle piante su cui
venne gid molto esperimentato e scritto. In quasi tutti i
lavori si trova un accenno alla spiccata sterilita di questa
pianta; uno studio delle cause non fu perd mai eseguifo.

Il presente lavoro si propone quindi di riferire, nella
sua prima parte, le osservazioni sulla fertilitd, basandosi
sui risultati ottenuti da impollinazioni fra individui della
medesima o di diverse varieta. Nella seconda parte, vengono
studiati alcuni stadi dello sviluppo del sacco embrionale e
di quello dell’embrione,.

Dai numerosi lavori pubblicati a questo riguardo ri-
sulta infatti come i diversi autori non concordino nell’ in-
terpretazione di parecchi stadi, sia per lo sviluppo del sacco
embrionale, sia per quello dell’embrione. Noi non ci pro-
poniamo quindi di riferire completamente su tutte le fasi
di sviluppo fra la cellula archesporiale e il seme maturo,
ma di chiarire, mel modo migliore, i punti oscuri e discor-
danti e specialmente il comportamento del sacco embrio-
nale quattro-nucleato e 'origine dell’embrione,

- (*) Lavori eseguiti nell’ Istituto di Botanica generale del-
' Universita di Zurigo.
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Nelle pagine seguenti riportiamo i principali risultati
ottenuti dai diversi autori sulla pianta in questione:
M. Treub & J. F. Mellink (1880):

Una cellula sottoepidermale diventa direttamente cel-
lula madre del sacco embrionale, senza subire divisione al-
cuna. Da questa cellula deriva il sacco embrionale due-
nucleato e da questo il sacco embrionale quattro-nucleato
dal tipo1+1+1+1%,24+2, e 1+3. M. Treub
& J. F. Mellink non parlano fino a questo punto
di vacuoli.

Il tipo di sacco embrionale quattro-nucleato con i due
nuclei alla calaza ingrossati ha, secondo loro, la seguente
origine: i tre nuclei inferiori (alla calaza) del sacco quattro-
nucleato, del tipo 1 -+ 3 possono dividersi di nuovo dando
cosl origine a due gruppi con {re nuclei ciascuno. I nuclei
di questi gruppi si uniscono generalmente tra di loro for-
mando cosi due nuclei di grosso volume e dalla tipica forma
a ciambella. Altre volte invece, i nuclei sopraccitati o non si
fondono completamente o si dividono di nuovo; il loro com-
portamento & quindi molto vario. Nei sacchi otto-nucleati
non si formano cellule antipodiali, ma i nuclei rispettivi
degenerano quasi sempre.

L. Guignard (1900):

Le indagini di L. Guignard si basano principal-
mente sullo sviluppo del sacco embrionale di Tulipa cel-
siana e di Tulipa silvestris. Egli rinuncia a dare una descri-
zione dello sviluppo del sacco embrionale di Tulipa Gesn.
a causa delle grandi difficoltad che si hanno di ottenere un
materiale adatto per le indagini. Crede di aver constatato
che lo sviluppo del sacco embrionale delle diverse varieta
di cui ¢ ricco il genere Tulipa, sia differente da quello che
caratterizza Tulipa Celsiana e Tulipa silvestris. Ammette
I'esistenza di un’analegia con lo sviluppo del sacco em-
brionale di Lilium e Fritillaria.

1) Sotto l'indicazione 1+ 1+ 1+ 1, intendiamo i quattro
nuclei megasporiali disposti nella direzione dell’asse prin-
cipale del sacco; l'indicazione 2 + 2 esprime la posizione di
due nueclei nella regione micropilare e due nella regione
calazale; l'indicazione 1+ 3, vuol dire un nucleo al micropilo
e 3 nella regione calazale.



A. Ernst (1901):

Descrive pure la cellula archesporiale che immedia-
tamente diventa cellula madre del sacco embrionale. Nella
prima divisione, ritenuta come divisione riduzionale, (12 ge-
mini) si sviluppa il sacco due-nucleato, nel quale il nucleo
inferiore comincia ad ingrossarsi. Generalmente, in questo
stadio si forma un vacuolo tra i due nuclei. Alla fine del
primo giorno dell’ antesi, ha luogo la seconda divisione.
Il numero dei eromosomi nel nucleo superiore (al micropilo)
e di 12, quello del nucleo inferiore (alla calaza) non ha
potuto essere stabilito. Dopo questa divisione segue un pe-
riodo di pausa che varia dai due ai tre giorni. In questo
tempo, il vacuolo centrale, formato gia nel sacco due-
nucleato, aumenta di volume, come fanno del resto i due
nuclei superiori. Fortemente s’ingrossano pure i due nu-
clei inferiori i quali, appiattendosi nella loro larghezza, as-
sumono generalmente una forma a ciambella. Dopo questo
periodo di pausa, segue I'ultima divisione che dara il sacco
otto-nucleato. I ecromosomi dei due nuclei al micropilo com-
paiono dapprincipio in numero di sei, stadio intermediario
per la formazione dei dodici cromosomi. A. Ernst ag-
giunge per cid che riguarda i due nuclei ingrossati nella
regione calazale del sacco quattro-nucleato: « Bei der Ver-
grosserung der beiden unteren Kerne, welche das 3-4
fache Volumen der an der Mikropyle gelegenen Kerne er-
reichen liess, hat sich ohne Zweifel auch die Cromatinsub-
stanz in bedeutendem Masse vermehrt, Thre Kniuelstadien
in den Fig. 13 und 14 zeigen viel lingere Chromatinfiden
und die Teilungsstadien, welche denjenigen der in den
Fig. 15 -17 dargestellten oberen Kerne entsprechen, eine

grossere, leider nicht genau bestimmbare Chromosomen-
zahl ».

I nuclei del sacco otto-nucleato presentano forme di-
verse, Dei 4 nuclei al micropilo, i due superiori sono, in
considerazione del loro piccolo volume, da ritenersi come
nuclei delle sinergidi; degli altri due nuclei, pitt voluminosi
¢d arrotondati, quello pitt vieino alle sinergidi & ritenuto
come oosfera, I'altro come nucleo polare superiore.

Nella parte inferiore, si trovano i tre nuclei antipodiali
ed un quarto nucleo gemello che aumenta di volume e si

3
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differenzia come nucleo polare inferiore. A. Ernst mette
poi in relazione i suoi calcoli con quelli ottenuti da M.
Treub & J. F. Mellink ed arriva alla conclusione
che molti degli stadi descritti dagli autori sopraccitati coin-
cidono con gli stadi descritti da lui stesso. Stadi del tipo
1 -+ 3 sono da considerarsi come anormali.

Fecondazione :

Dal giorno dell’impollinazione a quello della feconda-
zione, trascorre un periodo di tempo che va dagli otto ai
dieci giorni. L.a fecondazione avviene quando il fiore comin-
cia ad appassire. Generalmente, un solo tubo pollinico en-
tra nel micropilo. « Die beiden Spermakerne verlassen den
Pollenschlauch gleichzeitig. Sie sind stibchenférmig und
zeigen bei Himatoxylinfirbung einen feinkodrnigen, homo-
genen Bau. Der eine von ihnen legt sich an den Eikern an
und nimmt dabei eine gedrungenere ellipsoide Gestalt an;
der andere wandert im seitlichen Wandbeleg tiefer in den
Embryosack hinein ».

I due nuclei polari cambiano pure di posizione. Spesso
il nucleo polare inferiore si dirige verso 'apparato oosferico
con una grossa quantita di citoplasma. Il secondo sperma
si unisce con il nucleo polare superiore e dopo l'unione si
avviano ambedue ad incontrare il nucleo polare inferiore.
In altri casi, invece, i due nuclei polari si uniscono prima,
di modo che quando lo sperma arriva in loro contatlo essi
mostrano una fusione gid avanzata. Anche questo sperma
aumenta di volume ¢ si arrotonda come il primo, quando
viene a contatto con i nuclei polari. Al momento della co-
pula dello sperma con l'oosfera si forma, attorno ai due
nuclei, un abhondant: plasma. Le due sinergidi cominciano
a sciogliersi o sono ancora presenti.

Sviluppo dell’embrione :

Dopo la fecondazione, il sacco embrionale incomincia
ad ingrandirsi, specialmente nelle parti medie ed inferiori,
a spese del tessuto nucellare, ancora presente. Solo dopo la
formazione di 4 o 8 nuclei dell’albume, s’inizia la divisione
dello zigoto che mostrava, fino ad ora, un volume abba-
stanza cospicuo ed era circondato da una metta membrana
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cellulare. « Einen komplizierteren Verlauf der Embryobil-
dung lernen wir bei Tulipa Gesn. kennen. Die ersten Tei-
lungen der befruchteten Eizelle fithren zur Bildung eines
unregelmissigen, aus grossen plasma-und kernreichen Zel-
len zusammengesetzten Korpers. ..

... Seiner Funkiion wegen wollen wir diesen Zellkor-
per als Vorkeimtrdiger bezeichnen. An seinem Scheitel spal-
tet er sich nihmlich in 2 -5 Zellgruppen, die, wie ihre spi-
tere Entwicklung zeigt, den Embryovorkeimen anderer
Pflanzen entsprechen .

Quasi senza eccezione si sviluppa uno solo di questi
proembrioni (Embryovorkeime). In Tulipa Gesn. si ha
quindi un tipo di poliembrionia analogo a quello che si
trova in molte Abietinee e tra le Cipressinee.

Sviluppo dellendosperma :

Dei tre nuclei che producono il primo nucleo dello
albume, due, il nucleo spermatico e il nucleo polare supe-
riore, posseggono dodici ecromosomi ciascuno; il nucleo po-
lare inferiore ha invece un numero di cromosomi che varia
dai dodici ai ventiquattro cromosomi. I primi nuclei dell’al-
bume sono di un volume riguardevole e si trovano immersi
in un abbondante plasma, mentre le parti alla periferia del
sacco embrionale, posseggonce numerosi vacuoli. Solo dopo
la formazione di 16 - 32 nuclei, il plasma si raduna alla
periferia del sacco embrionale. La crescita del « Vorkeim-
tréger » e le divisioni dei nuclei dell’albume hanno per con-
seguenza una crescita del sacco embrionale in senso della
larghezza, con relativo schiacciamento delle cellule della
nocella. « Die vollstindige Resorption der Nuzelluszellen
wird zuerst durch dic mittleren Partien des Embryosackes
vollzogen, so dass hier der kernreiche Wandbelag des Em-
bryosackes unmittelbar auf das innere Integument zu lie--
gen kommt ».

« Der beiderseits von einer Hautschicht begrenzte
Wandbelag des Embryosackes ist bei Tulipa Gesn. sehr
diinn ».

I nuclei dell’albume risultano composti di tenui fila-
menti di lignina, nei quali stanno immersi numerosi cor-
puscoli cromatici. I nucleoli sono in numero di 2 a 5 ed
hanno grandezza differente.
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J. Schniewind -Thies (1901) :

La cellula archesporiale possiede una struttura speciale.
Essa diventa direttamente cellula madre del sacco embrio-
male. Molto presto si opera la divisione longitudinale dei
fili cromatici nucleari; dopo la divisione transversale, i nuovi
cromosomi Si uniscono al loro apice e assumono struttura
diversa. In stadi pitt avanzati, i cromosomi si accorciano,
la membrana nucleare si scioglie e i cromosomi vengono
trasportati per mezzo di fibre cinoplasmatiche in una pia-
stra equatoriale. « Die Chromosomen haben die Gestalt von
geraden, an der Ansatzstelle der Zugfasern elwas auseinan-
der gezogenen Stibchen, von Kreuzen, deren Schenkel im
Aequator miteinander verschmolzen und zuweilen kurz flii-
gelformig ausgebreitet sind, von geschlossenen und einseitig
gedffneten Ringen. Im Dyaster erst wird die zweite Langs-
spaltung der Chromosomen kenntlich und tritt im Dispirem
sehr deutlich hervor ».

I nuclei del sacco embrionale due-nucleato trascorrono
un periodo di pausa relativamente lungo. Al momento della
loro divisione, si riunisce nella loro zona circostante, una
compatta massa plasmatica. I eromosomi, di nuovo indivi-
duati si dispongono in una piastra equatoriale. Nel pic-
cclo fuso superiore, si contano 12 cromosomi, in quelio in-
feriore, molto pitt grosso, se ne contano invece 15, 16, 21.
« Die 4 jungen Kernlagen sind von derselben Grosse und
Struktur, rund, senkrecht iibereinander, oder je 2 Kerne
sind seitwarts nebeneinander gelagert. Bald macht sich ein
Grossenunterschied zwischen den oberen und unteren
Kernen geltend. Die cberen bleiben rund und verhiltnis-
massig klein, wiahrend die unteren lang gestreckte oder un-
regelmiissige, eckige Gestalt haben und zugieich an Grosse
zunehmen ».

La differenza di grandezza tra il fuso del nucleo su-
periore e quello del nucleo inferiore & rimarchevole. Non
ostante la divisione riduzionale, il nucleo inferiore possiede,
al momento della seconda divisione, un numero di cromo-
somi quasi uguale a quello delle cellule vegetative (24) men-
tre il nucleo superiore conserva sempre 12 cromosomi.

P, Cattorini (1914):
P. Cattorini si occupa del problema dei centro-

somi e mega la loro esistenza nella cellula madre del sacco
embrionale, Egli fa delle interessanti osservazioni sul com-
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portamento della membrana nucleare, sui mucleoli e sul-
I'esistenza di granulazioni plasmatiche nel citoplasma della
cellula madre: « La membrana nucleare appare continua
sotto forma di una sottolissima pellicola durante tutta la
profasi e sparisce gradualmente dai poli verso l'equatore
quando la divisione entra nella metafasi. A metafasi inol-
irata non se ne trova generalmente nessuna traccia ». « Nel
nucleo, che ha generalmente quasi una forma perfetta-
mente rotonda, esiste una sola specie di nucleoli. Di solito
si riscontra un unico nucleolo voluminoso: alcune volte se
ne osservano da due a tre. Il loro volume & in ragione
inversa del loro numero: hanno aspetto di globuli omo-
genei, fra di loro simili, privi di vacuoli». (Cattorini
non osserva una formazione di vacuoli anche con il pro-
gredire della divisione del nucleo ma una semplice dimi-
nuzione di volume). « In vicinanza del nucleo, nella zona
circostante ai poli del fuso, fra le minutissime granulazioni
plasmatiche, si osservano dei corpuscoli tondeggianti, alcuni
dei quali sono sovente circondati da una aureola ». Cat-
torini divide questi corpuscoli in granuli formati da
‘sostanze di riserva di natura grassa e in granuli di sostanza
nucleare, residui o frammenti di nucleoli endonucleari.

V. Bambacioni & Giombini (1930):

Nella cellula archesporiale sottoepidermale, non si
scorge una particolare struttura fibrillare. Ifssa cresce ben
presto ¢ diventa direttamente cellula madre del sacco em-
brionale. Nel suo nucleo si rinvengono gli stadi di sinapsi
e di spirema. Lo stadio di diacinesi ¢ pit raro. Il numero
dei gemini e di dodici. Nel sacco embrionale due-nucleato
non compare mai un vacuolo centrale.

Nel sacco embrionale quattro-nucleato, i nuclei me-
gasporiali sono disposti in modo alquanto vario a secondo
dei casi: ora sono disposti in fila, ora uno nella regione
micropilare, uno verso la calaza, e due verso la meta del
sacco, oppure uno verso il micropilo, I'altro nella meta
del sacco e due nella regione calazale; talora, ma piu rara-
mente, i quattro muclei megasporiali si raccolgono nella
parte centrale del sacco; altre volte i nuclei vengono spinti
verso la regione calazale. La disposizione piu frequente &
quella, perd, in cui un nucleo resta nella regione micro-
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pilare e gli altri tre vengono spinti verso la calaza; in que-
sto caso esiste sempre tra i tre nuclei inferiori e quello al
‘micropilo un unico grande vacuolo. Questa disposizione &
da considerarsi come quella normale costituente il sacco
embrionale quattro-nucleato. Quando questi nuclei entrano
in divisione, i tre spiremi che si formano alla calaza si
avvicinano e 1 loro cromosomi, ormai individuati, si
mescolano per produrre un’unica piastra equatoriale, nella
quale si contano 32 cromosomi. Dalla divisione di questa
fusione, risulta un sacco quattro-nucleato in cui i due nu-
clei alla calaza, hanno, ora, un aspetto spugnoso., ora, un
aspetto a ciambella.

Gli stadi successi si riscontrano molto raramente.
V. Bambacioni & A. Giombini concludono di-
cendo che il gametofilo di Tulipa Gesn. segue, normal-
mente, nella sua costruzione il tipo Euphorbia dulcis (1+3)
e non quello di Lilium come era finora inteso, cioé con la
disposizione 2 + 2.
V. Bambacioni - Mezzetti (1931):

« La grande maggioranza dei gametofiti femminili di
Tulipa Gesn. degenera prima di raggiungere lo stadio
adulto; solo raramente, anche osservando migliaia di ovuli,
s"incontra un gametofito otto-nucleato normale ». «... da
un centinaio di pianle coltivate, nel giugno 1929, potei
raccogliere solo tre capsule, e nel luglio 1930, avendo ado-
perato tre ovari gia allegati per l'osservazione microsco-
pica, ne raccolsi una sola ». « Di questi quattro frutti, rac-
colti in due anni consecutivi, uno conteneva 204 semi, di
cui pero soltanto 135 apparentemente abboniti, un altro ne
aveva 84 con 45 apparentemente abboniti, il terzo 75 con
10 soli abboniti e infine il quarto 119 (circa 40 per log-
gia) di cui 80 mostravano I'embrione ».

Dall’osservazione di questo materiale, V. Bamba -
cioni cerca di dimostrare, che in Tulipa Gesn. si veri-
fica la peoliembrionia estrasaccale di origine nucellare.

Dalle sue indagini microscopiche risulta che, in sacchi
embrionali impollinati da 8-10 giorni, le pareti dell’ovario
sono discretamente accresciute, gli ovuli, invece, sono ri-
masti nelle stesse dimensioni che avevano prima dell'im-
pollinazione. Altri sacchi embrionali sono completamente
degenerati. Solo rarissimamente si presentano casi dove si
puo osservare 'unione dello sperma con l'ocosfera o con 1
nuclei polari. « Un ovulo, tra gli altri, mi ha mostrato un
fatto interessante: in esso il sacco embrionale conteneva
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solo un piccolo nuclec centrale con scarso citoplasma,
mentre la nocella presentava tre cellule della epidermide
fortemente ingrossate una delle quali si era divisa longi-
tudinalmente per meta: Quest’ovulo, manifesta una ten-
denza alla formazione o di sacchi aposporidici o anche
di embrioni nucellari ». :

I sacchi embrionali pin adulti (15 giorni circa dopo
I'impollinazione) contenevano dei piccoli embrioni di due
o di quattro cellule e un numero variabile di nuclei del-
Yalbume. In tutti i casi, le cellule dell’epidermide nucel-
lare non solo erano perfettamente conservate, ma per la
loro ricchezza di contenuto assumevano l'aspetto di cellule
giovanili, specialmente in corrispondenza all’apice della
nocella. I sacchi embrionali, con circa 21 giorni di esistenza
dopo l'impollinazione, lasciano scorgere « al di sotto delle
cellule dell’epidermide nucellare ingrossate e quasi comple-
tamente svuotate in diretta continuazione con esse, una
massa di cellule voluminose, ricche di contenuto, quindi
con tutti i caratteri di un tessuto embrionale mostrante, al-
Pestremita libera, un numero vario di abbozzi embrionali ».
V. Bambacioni - Mezzetti attribuisce 'origine di
(uesta massa embrionale non alla normale divisione dello
zigoto, ma bensi alla prolificazione delle cellule nucellari.
Questa prolificazione non s’osserva pero in tutti gli ovoli

dello stesso ovario.

A ricerche terminate, apparvero ancora i due seguenti
lavori dei quali crediamo opportuno dare un piccolo rias-
sunto. I risultati contenuti in essi, tanto per il genere Li-
lium, quanto per Gagea, si avvicinano tra loro assai ed
avvalorano quelli da noi ottenuti per Tulipa.

D. C. Cooper (1934):

Le ricerche eseguite da Cooper si basano sullo svi-
luppo del sacco embrionale di Lilium Henryi e prendono
a confronto tre altre specie e cioe: Lilium speciosum, L.
philadelphicum, L. longiflorum var. eximium, che mo-
strano un indentico sviluppo a quello di Lilium Henryi, 11
tipo di sviluppo di L. Henryi non concorda con quello co-
nosciuto sotto il nome di « Lilium Tipo ». La cellula arche-
sporiale da, infatti, origine all’apparato oosferico solo dopo
(uattro divisioni e non dopo tre, come & normale per il
« Lilium tipo ». Le divisioni etero-e omeotipiche danno
origine a un sacco embrionale quattro-nucleato i cui quattro
nuclei sono aploidi, con dodici cromosomi ciascuno. Tre di
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questi nuclei si raccolgono nella regione calazale, lascian-
done uno solo in quella micropilare. Al momento della
terza divisione, nella metafasi, i cromosomi di questi tre
nuclei calazali si riuniscono insieme, dando origine ad una
unica piastra equatoriale provvista di 36 cromosomi. Risui-
tato della terza divisione e la nuova formazione di un sacco
embrionale quattro-nucleato, con due nuclei aploidi nella
regione micropilare e due nuclei triploidi di maggiore
dimensione in quella calazale. In questo stadio, il sacco
embrionale aumenta di volume specialmente nel senso della
lunghezza e i nuclei si preparano alla quarta divisione. I
due nuclei aploidi della regione micropilare e un nucleo
triploide della regione calazale attraversano una mitosi nor-
male. L’altro nucleo triploide si divide invece in modo
anormale. Nasce cosi un sacco embrionale otto-nucleato,
con un gruppo di qualtro piccoli nuclei al micropilo e un
altro con due grandi e due piccoli nuclei nella regione ca-
lazale. I due nuclei piccoli della regione calazale sono di
origine abortiva.

I. D. Romanov (1936):

L.e esperienze di Romanov comprendono lo studio
dello sviluppo del sacco embrionale di Gagea ova, di Gagea
graminifolia e di Gagea tenera.

I principali risultati del suo lavoro si possono rias-
sumere nei punti seguenti:

1. La cellula archesporiale che si differenzia prima che
si abbozzino gli integumenti, diventa direttamente cellula
madre del sacco embrionale.

2. T due stadi della divisione riduzionale non vengono
accompagnati da formazione di una membrana, di modo
che dalla cellula madre del sacco embrionale nasce un
sacco quattro-nucleato. 11 nucleo inferiore della coppia che
si trova nella regione micropilare si dirige verso quella che
si trova neila regione calazale, formando cosi un gruppo
di tre nuclei calazali (posizione 1 + 3).

3. Senza mutare la posizione 1 + 3, i nuclei del sacco
aquattro-nucleato si accingono alla terza divisione. Nella
metafase di questa divisione si compie la fusione dei tre
nuclei calazali, di modo che, nella metafase, si formano
due nuclei gemelli triploidi, menire nella regione micro-
pilare il nucleo aploide da origine a due nuclei gemelli a-
ploidi.

4, La quarta divisione avviene solo in tre nuclei del
sacco quattro-nucleato <« secondario ». 11 nucleo inferiore
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calazale, generalmente, non si divide, e ben presto dege-
nera. Dopo la quarta divisione, si osserva la formazione di
cellule e ne derivano un sacco embrionale sette-nucleato
con un apparato oosferico normale, due nuclei polari e due
antipodi. Una delle cellule antipodiali contiene perd un nu-
cleo in via di degenerazione. Il nucleo polare inferiore e le
due antipodi sono triploidi. La formazione di un sacco otto-
nucleato viene considerata come eccezione.

s ok

Per cido che riguarda i rapporti di sterilitA in Tulipa
Gesn. si trovano qua e la brevi accenni; cosi A. Ernst
(1901, pag. 38): « Tulipa Gesn. gehdort zu den Pflanzen,
welche nicht nur der Selbstbestiubung grossen Widerstand
entgegensetzen, sondern auch bei Fremdbestiubung hiufig
nur taube (leere) Samen entwickeln, wihrend die Carpelle
zu scheinbar vollkommener Reife gelangen ».

V. Bambacioni e A. Giombini (1930, pag. 383):

« Le irregolarita della distribuzione dei nuclei mega-
sporiali nel sacco embrionale debbono, certamente, contri-
buire in larga misura, alla sterilita dei gametofiti femminili,
nessuno dei quali, in realta, ci si & mostrato in istato adulto
con aspetto normale». V. Bambacioni-Mezzetti
(1931, pag. 145) riporla il numero dei semi abboniti otte-
nuti dall’esame del econlenuto di quattro frutti che soli per-
vennero a maturanza, su un centinaio di ovari impollinati.
L. Guignard (1900, pag. 368) scrive :

« I.es nombreuses variétés des Tulipes que Yon cultive
dans les jardins et qui dérivent pour la plupart du Tulipa
Gesn. sont fréquemment stériles ou ne donnent qu'un petit
nombre de graines. Quand la pollinisation naturelle ou ar-
tificielle a réussie on ne rencontre ordinairement que ires
peu d’ovules fertiles parmi tous ceux que renferme l'ovaire ».

s e o

Dall’esame di questi numerosi lavori appare come gli
autori siano su diversi punti d’accordo, su diversi altri com-
pletamente discordi. Incontrastata resta, per esempio, I’ idea
che la cellula archespcriale diventi immediatamente cellula
madre del sacco embrionale. La divisione riduzionale non
viene studiata con precisione da tutti gli autori. Le diver-
genze si appalesano a proposito della formazione del sacco
due-nucleato, della formazione o meno di un vacuolo tra



1 due nuclei, sulla diversita di volume Ira il nucleo alla
calaza e quello al micropilo. Le controversie crescono ri-
guardo alla descrizione dei diversi tipi dei sacchi quattro-
nucleati e riguardo I'aumento dei cromosomi dei nuclei alia
calaza. Il sacco ottonucleato ¢ anche diversamente descritto.

Gli stadi successivi, cio¢ della fecondazione, dello svi-
luppo dello zigoto e dell’albume vennero studiati solo da
A. Ernst (1901) eda V. Bambacioni (1931). Sul-
I'origine dell’embrione, le osservazioni di questi due autori
conducono delle conclusioni completamente opposte.

Da queste diversitd di vedute. specialmente per cio che
riguarda il sacco quattro-nucleato e l'origine dell’embrione,
si rendeva necessaria una nuova revisione, la quale si ba-
sasse su gli studi gia fatti e su precise osservazioni e inda-
gini condotte su di un materiale adatto e abbondante.

Il. - Materiale e metodi delle ricerche

Dai lavori su Tulipa Gesn. citati nel capitolo prece-
dente, risulta che gli autori hanno avuto parecchie diffi-
colta di ottenere un abbondante materiale adatto per le
ricerche citologiche ed embriologiche a causa del debole
grado di fertilitd di questa pianta. Questo fatto e le diverse
opinioni circa le cause ci sollecitd ad uno studio approfon-
dito sui rapporti di fertilita in Tulipa Gesn.

Si rendeva necessaria una coltivazione di numerosi in-
dividui appartenenti a varieta diverse. Le esperienze comin-
ciarono nella primavera del 1933 con la coltivazione di 400
piante distribuite in 4 varietd nelle proporzioni seguenti:

100 individui della varieta Brillant,

100 » » » Cardinal,
100 » » » Ibis,
100 » » » Prinz von Oesterreich.

Queste varieta ottenute dalla ditta Hottinger (Zu-
rigo) nella primavera stessa, vennero immediatamente tra-
piantate nel giardino annesso all’ Universita; la purezza
delle singole varieta era pero alquanto dubbia e per questo
fatto non fu praticata su questi individui alcuna impolli-
nazione artificiale; essi vennero lasciati liberi all’ impollina-
zione naturale.

Nell’ottobre 1933, il prof. dott. A. Ernst rice-
veva, per il tramite del prof. dott. A. H. Blaauw,
dalla ditta C. J. Brieger (Hillegom, Olanda) 5 varieta,
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specialmente adatte per essere fecondate, con ciascuna 200
bulbi. Detti bulbi, della varietd City of Haarlem, Pink Beau-
ty, La Tulipe noire, Mercurius, Louis XIV '), passarono l'in-
verno nel giardino dell’Universita, trapiantati in aiuole,
separatamente, varietd per varieta. Per proteggerli dai geli
invernali si copersero con rami di conifere.

Le wvarieta si differenziavano chiaramente I'una dal-
I’altra, sia per diversita di colore del fiore, sia per la loro
forza vegetativa. Tutti i fiori erano semplici.

Nel mese di aprile della primavera 1934, gli individui
delle diverse varieta cominciarono a fiorire e cio¢ la varieta:

Pink Beauty fiori il giorno 12 aprile,
Mercurius > » 18 aprile,
La Tulipe noire » » » 1° maggio.
Louis XIV » > » 2 maggio,
City of Haarlem » » » 2 maggio,

Cio che rese facile il compito delle impollinazioni fu
che tutti i fiori della stessa varietd si aprirono nello stesso
giorno. Da questo momento in poi, noi separammo, in
aiuole, 4 gruppi di circa 20 individui ciascuno per ogni va-
rietd, per poter poi praticare le diverse impollinazioni. Tutti
gli individui (ad eccezione di quelli impollinati con il pro-
prio polline) vennero accuratamente privati del proprio pol-
line, mediante 1’ ablazione delle antere che si mostravano
completamente mature, mentre gli stimma dei pistilli non
sembravano, a nostro avviso, adatti a ricevere il polline.
Tra I'antesi e I’ impollinazione trascorse quindi un intervallo
di 2-3 giorni.

Sottoponemmo questi individui, cosi preparati, a tre
impollinazioni diverse, e cioe:

1) Individui vennero impollinati con il proprio polline
(impollinazione autogama).

2) Individui vennero impollinati con il polline di indivi-
dui della stessa varieta (impollinazione xenogama).

3) Individui vennero impollinati con il polline di indi-
vidui di varieta diversa (impollinazione allogama).

. 1) A scopo di brevita le singole varieta verranno scritte
In seguito con indicazioni di cifre romane e cioé :

VII vuol dire la varieta City of Haarlem,

VIIT » 5 » » Pink Beauty,

X » » » » La Tulipe noire,

X » » » » Mercurius,

X1 » > » » Louis XIV.



L’ impollinazione autogama fu operata scuotendo leg-
germente un’antera, tolta per mezzo di una pinzetta, dallo
stesso individuo, sullo stimma del fiore da impollinare. Il
fiore cosi impollinato venne subito accuratamente involto
in una leggera tela di seta, per proteggerlo ed isolarlo da
altre impollinazioni non volute.

L’ impollinazione xenogama fu eseguita con lo stesso
mezzo, ed i fiori vennero pure avvolti in tela di seta.

Si esegui I’ impollinazione allogama con lo stesso si-
stema.

Il resto degli altri individui fu abbandonato all’ impol-
linazione naturale.

Grande parte del materiale che proveniva dalle colture
olandesi fu fissato per lo studio embriologico-citologico.

Dalla meta circa del mese di marzo, quando cioeé i primi
germogli cominciavano a uscire dalla terra, fino al giorno
della maturanza dei frutti, venne fissato, ad intervalli piu
o meno lunghi, di 3-4 giorni, un certo numero di ovari di
ciascuna varieta. Dal giorno della fecondazione in poi, ven-
nero fissati, in maggior numero, individui dell’ impollina-
zione allogama e con maggior riguardo quelli che mostra-
vano un forte sviluppo. La fissazione degli ovari venne ef-
fettuata sul posto, nelle prime ore del dopomezzogiorno.

Dai diversi liquidi fissativi esperimentati, quello che si
dimostrd migliore fu la miscela composta di 4 parti di
alcool assoluto e di una parte di acido acetico glaciale.
Questo metodo oltre a non procurare lacerazioni del proto-
plasma, non danneggia 1’ effetto di qualunque colorazione
ulteriore. Tutti gli ovari vennerc inclusi in parafina, furono
cosl pronti per essere sezionati, secondo il metodo comune.
Le sezioni furono eseguite tutte per mezzo del « dikrotom »
con uno spessore che va dai 10 per gli stadi giovani fino
ai 50 v per gli stadi ultimi dello sviluppo dell’embrione.

Come colorazioni si impiegarono, con buon successo:
Pematossilina secondo Delafield, piu eosina oppure saffra-
nina, Pematossilina ferrica dell Heidenhain, la triplice
colorazione saffranina-genziana-orange, come pure la nuova
colorazione Nucplascol (Plurichrom).

Tutti i preparati vennero rinchiusi nel balsamo del
Canada.



Il - | rapporti di fertilita nelle varieta esperimentate
in Tulipa Gesn.

A) Esperienze di prova dell’anno 1933.

Sull’origine e la composizione del materiale impiegato
nell’anno 1933 si riferi gia a pag. 19.

Questa coltura fu praticata allo scopo di ottenere un
abbondante materiale per le ricerche citologiche-embriolo-
giche di questa piania.

Le quatiro varietd di questi individui vennero allevate,
in aiuole separate, 'una dall’altra, di modo che tanto I’ im-
pollinazione autogama quanto quella allogama presentavano
lo stesso grado di possibilita.

Gli ovari di quasi tutti gli individui si svilupparono nor-
malmente fino al giorno dell’antesi e misuravano dai 2 ai
2,5 cm., a secondo della varietd. Questa lunghezza degli
ovari aumentava ancora alquanto, durante dieci giorni,
dopo l'antesi. Da quesio momento in poi, quasi tutti gli
ovari oltre a ncn mostrare un aumento del loro volume
cominciavano ad appasire, a raggrinzarsi e finivano col de-
generare Dopo quaranta giorni cirea, I'ovario si componeva
dei soli tre carpelli, completamente degenerati e secchi, che
contenevano nel loro interno i semi pure completamenle
secchi. Dai numerosi individui i cui fiori non vennero fis-
sati, noi potemmo ottenere non pitt di una quindicina di
trutti maturi, che contenevano perd un piccolissimo ni-
mero di semi abboniti.

Da queste esperienze non risulta perd se i pochi frutti
ottenuti abbiano origine da un’ impollinazione autogama
oppure da un’ impollinazione allogama.

Un fatto piu volte osservato e quello che Tulipa Gesn.,
nonostante il denso e spiccato colore dei suoi petali, &€ molto
rarainente visitata da insetti, cid che ha per conseguenza
una scarsa pos..ihilitA di impollinazione allogama.

E cosi si confermava ancora una volta lo scarso grado
di fertilita di Tulipa Gesn. di modo che un esame, a questo
riguardo, si rendeva necessario.
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B) Esperienze con le 5 varieta, importate direttamente dalle
colture olandesi.

Esperienze dell’anno 1934.

Lo studio atto a chiarire il debole grado di fertilita della
pianta in questione doveva effettuarsi, praticando in e tra
le diverse varieta di cui e ricco il genere Tulipa Gesn., al-
cune impollinazioni artificiali. Cinque varieta diverse ven-
nero quindi ottenute da colture olandesi; sulla loro compo-
sizione, sul modo di coltura, ecc. venne gia riferito a pp.
19 - 20. Le impollinazioni che si rendevano possibili erano
le seguenti: I’ impollinazione autogama, quella xenogama e
quella allogama. Come queste impollinazioni vennero ripar-
tite nelle diverse varieta risulta dalla tabella seguente:

Tabella N, 1.

Ripartizioni delle impollinazioni nelle diverse varieta

Impollinazione | Impollinazione

autogama Xenogama Impoliinazione allogama

Varieta

VII | 17 individui | 14 individui | @ VI X & N 15 individui
@ wWmX & uu »

VIII | 15 » 13 » QuiXx w16 »
. Qumx I x13 »

IX |10 » 11 » Q MX I wmis »
QX SN2 >

X |16  » 17 » CrX TN >
XT |14 > 11 » QUX I N 14 »

@UX I %1 »

Sulla tecnica delle impollinazioni e sul modo di isola-
mento venne gia riferito nell’ introduzione a pag. 21
Gli individui cosi impollinati non furono piu sottoposti ad
alcun trattamento speciale. Dal giorno dell'impollinazione
alla completa maturazione dei semi, trascorse un periodo
di tempo press’a poco uguale per tutte le varieta.

Gli individui della varieta Pink Beauty vennero impol-
linati il giorno 17 aprile, i loro frutti raccolti il 30 giugno;
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trascorse quindi un periodo di tempo di 74 giorni. Gli indi-
vidui della varieta Mercurius diedero frutti maturi 79 giorni
dopo la loro impollinazione. City of Haarlem solo dopo 81
giorni, Tulipe noire e Louis XIV dopo 82 giorni. Si ritenne
il frutto maturo, quando i suoi carpelli, completamente sec-
chi, cominciavano ad aprirsi nella loro parte superiore, allo
stimma cioe, e mostravano all’ interno il loro contenuto. I
frutti vennero divisi secondo il loro contenuto, e ciog in
frutti con semi e in frutti vuoti.

Gia fin dal giorno della raccolta, esisteva una netta dif-
ferenza tra i frutti ottenuti dalla impollinazione autogama
¢ xenogama e quelli ottenuti dall’impollinazione allogama.
Menire le prime impollinazioni avevano dato solamente
quasi frutti vuoti, la seconda dava frutti sviluppati rigo-
gliosamente e con semi. I primi erano completamente sec-
chi; la loro lunghezza mnon era mai maggiore di 2,5 cm.,
mentre i secondi, oltre ad avere un ricco contenulo, posse-
devano un volume mollo rilevante: alcuni frutti raggiunge-
vano una lunghezza di 10 em. ed una larghezza di 3,5 cm.

Il contenuto di ogni frutto venne poi esaminato e clas-
sificato in laboratorio.

I frutti ottenuti dall’ impollinazione autogama erano
veramente vucti, come pure quelli ottenuti dall’ impollina-
zione xenogama. Non esisteva differenza fra i frutti di
queste due impollinazioni. Tutti i frutti contenevano nel loro
interno semi mon abboniti, di un minimo spessore, dal-
I"aspetto quasi trasparente, evidente risultato di un sacco
andato a male circondato ancora dai suoi integumenti. Po-
chissimi frutti contenevano alcuni semi abboniti, sull’origine
dei quali verra riferito piu tardi.

Altro aspetto presentava invece il contenuto dei fruiti
ottenuti dall’ impollinazione allogama, i cui semi, piuttosto
abbondanti, vennero divisi in due categoric:

1) semi abboniti (tav. 1, fig. 4),
2) semi non abboniti (tav. 1, fig. 5).

I semi abboniti constano di uno strato sottile color mar-
rone e di un piccolo embrione cilindrico, situaio in corri-
spondenza dell’ ilo, immerso in una massa cornea di ri-
serva. I semi non abbonmniti, simili a quelli ottenuti nei frutti
dell'impollinazione auto-xenogama, si trevano in maggior
quantita nella parte superiore e in quella inferiore del frutto,
mentre quelli abboniti, intercalati di tanto in tanto, quasi
a mo’ di cuscinetto, da semi non abboniti, si trovano invece
in grande quantitd pella parte media del frutto.



— 48 —-

1. I diversi gradi di fertilita delle impollinazioni autogame,
xenogame ed allogame.
Da un esatto calcelo dei semi abboniti e dei frulti ot-
tenuti dalle diverse impollinazioni ci fu possibile compilare
la tabella seguente:

Tabella N. 2.

Risultati ottenuti dall’ impollinazioni autogame, xenogame
ed allogame

Imyollnazioni |14m810 MO | gy i aon Media dei semi Quozienti di fertlita
impoll-| nen dei semi |semiin"/, - -

C | abboniti | delle im- ;
@ | I ration| semi pllnaz. | frutto | impalin, | | L0 | TIT | Media
VII | VI | 31 3 717 96| 25 25104 | 15  [152 99,1
VII IX | 15 | 15 | 2981 | 100 199, | 199 1 1,9 1,9 1,6
VII Xl 11 | 11 | 2357 | 100 214 | 214 1 1,7 1,7 1,5
VIII | VIII | 28 3|1 46| 10,7| 15 1,6 93 | 256 237 90,4
VIII | 1V 16 | 15| 1536 | 94 102 96 1,06 | 3,7 3,9 2,9
VIIT X 13 | 13 | 1472 | 100 115 | 115 1 3,3 3,3 2,5
IX IX | 21 4| 616 | 19 154 29 5,3 24 |13 7
IX VII | 15| 14 | 3278 | 93 234 | 218 1,07 1,6 1,7 1,5
X XI 12 11 | 2278 | 92 207 | 189 1,09 1,8 2 1,6
X X 33| 0 0 0 0 0 o o 0 &
X IV | 16 | 16 | 6080 | 100 380 | 380 1 1 1
XI XU [ 25 5 40 | 20 8 1,6 5 47,5 |237 96,5
XI X 11 | 11 | 3838 | 100 349 | 349 1 1,09 1,09 1,06
XI | IX | 14| 14 | 5320 | 100 380 | 380 1 | 1 1

Risultati riassuntivi dell’ impollinazione allogama,

confrontati con quella auto-xenogama

logama

; 123

Aulo- venogama l 138

120 | 29140

15

778

1,89 1,95 1,62
22,5 |159 62.5
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In questa tabella & indicato, nella prima colonna, il
modo di impollinazione; e cio¢ I'impollinazione autogama e
quella xenogama vennero prese insieme, perché i risultati
non mostrarono alcuna differenza tra di loro. La citazione
Q@ VII X ' VII vuol dire quindi individui di City of Haar-
lem impollinati con il polline degli stessi individui e con il
polline di individui della stessa varieta, in numero press’a
poco uguale. In questo modo risalta anche pitu chiara la dif-
ferenza tra I’ impollinazione auto-xenogama e quella allo-
gama.

Nella seconda colonna é riportato il numero degli in-
dividui impollinati, nella terza il numero dei frutti conte-
nenti semi, nella quarta il numero dei semi contenuti nei
frutti ottenuti da una data impollinazione, nella quinta viene
calcolata 1a media dei semi conlenuti per singolo frutto, e la
media dei semi abboniti rispetto agli individui impollinati,
nella sesta colonna infine vennero calcolati i quozienti di
fertilita (Vedi A. Ermst, 1933, pag. 62-63).

I quozienti di fertilita non sono altro che numeri i quali
esprimono, in modo chiaro, sicuro e riassuntivo il grado di
fertilita dei singoli incroci.

Si calcolarono tre quozienti di fertilitd e cioe:

Quoziente di fertilita I., per la produzione dei frutti.
Quoziente di fertilita 11., per la media dei semi prodotti per
ogni frutto.
Quoziente di fertilita I11., per la media dei semi prodotti per
ogni impollinazione.
Un quarto risultato viene dato dalla media di questi
tre quozienti.

L’unita di misura presa, uguale a 1, venne data dall’im-
pollinazione piu fertile e, nel nostro caso, dall’ impollina-
zione @ XI X " IX che diede su 14 impollinazioni 14 frutti
contenenti semi, cio¢ il 100 %o. La media dei semi per frutto
¢ data da 380 e quella per impollinazione pure da 380.

Per chiarire il modo in cui venne calcolato il quoziente
di fertilitd sard bene riportare i risultati dell’ impollinazione
unita @ XI X ¢ IX e di un’altra qualunque (Tab. N. 3):



— 50 —

Tabella N. 3.

Confronto dei risultati ottenuti da un’ impollinazione allogama
con quelli ottenuti da una autogama

Impollinazione "';':Ife'“ :;:1‘:' Numero "f‘;';iglf{’{" Media dei semi Quozienti di fertilita
impoli- nent deh'bsef'l'.' T =

Q@ | nazioni| semi | T pollinaz. | frutto | impollin. 1 T ITI | Media

XTI | IX | 14| 14 | 5320 | 100 | 380 | 380 | 1 11|

Vol | v | 28| 3| 45| 107] 15| 1,6| 93 | 25 | 237 | 904

Come si & stabilito, i quozienti di fertilita per 1" impol-
linazione @ X1 X & IX sono uguali a 1. Per trovare il quo-
ziente di fertilita dell’ impollinazione Q@ VIII X & VIII si
uso il seguente procedimento:

100

Quoziente di fertilita 1 : 05 9,3
. : . 380
Quoziente di fertilita II : 15 = 2b
) . . 380
Quoziente di fertilita III : 16 — 237
9.3 X 25 X 237
La loro media : = 904

3

11 pit forte grado di fertilita ¢ quindi dato dal valore 1.
Quanto pitt il quoziente si allontana dal valore 1, in senso
positivo, tanto piti diminuisce il grado di fertilita,

Cid premesso, si rende utile un confronto fra i risul-
tati ottenuti dall’impollinazione auto-xenogama con quelli
ottenuti dall’ impollinazione allogama ed una piccola di-
scussione sui singoli risultati raccolti nella Tabella N. 2.

L’impollinazione auto-xenogama venne praticata su 138
individui dai quali si ottennero solo 15 frutti contenenti semi
abboniti; la raccolta dava cioé solo il 12 %0. Dai pochi frutti
maturati si poteva raccogliere un numero molto esiguo di
semi abboniti; i 15 frutti maturati davano cioe¢ solo 778
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semi con una media di 40 semi per frutto maturato ed una
media molto piu bassa, di 7 semi, in rapporto con il numero
delle impollinazioni.

La raccolta dei frutti ottenuti dall’ impollinazione allo-
gana dava invece altri risultati e cioé: da 123 impollinazioni
si ottenevano 120 fruiti maturi contenenti 29140 semi ab-
boniti con una media di 242 semi per ogni frutto matu-
rato, e di 238, quale media in rapporto con le impollina-
zioni eseguite. L’impollinazione allogama dava il 98 ¢/ dei
frutti contenenti semi. percentuale molto elevata, in con-
fronto di quella ottenuta dall’impollinazione autozeno-
gama (12 %).

La differenza tra i due modi di impollinazione risulta
ancora piu chiara dalla media dei quozienti di fertilita, e
cioé mentre I'impollinazione allogama dava il risultato
1,62, valore che si allontana di sole 0,62 frazioni del valore
base, l'impollinazione auto-xenogama ¢& rappresentata da
una cifra molto piu alta, da 62,5 unita.

Sulla base di questi risultati si pud dire che il grado
di fertilita causato dall’impollinazione auto - xenogama &
39 volte minore di quello causato dall’impollinazione allo-
gama.,

I rapporti totali suddetti rispecchiano in modo quasi
identico quelli che corrono tra le due impollinazioni nelle
singole varietd. Giova pero far rimarcare alcuni valori che
risultano da uno sguardo sulla tabella N. 2.

a) Mentre la maggior parte delle impollinazioni al-
logame dava il 100 %o dei frutti contenenti semi in rapporto
con Pimpollinazioni praticate, 'impollinazione @ VIII X
o IV dava su 16 impollinazioni 15 frutti contenenti semi;
quella @ IX X & VII su 15 impollinazioni, 14 frutti; e
quella @ IX X & XI su 12 impollinazioni, 11 frutti. La causa
per cui questi tre ovari non siano pervenuti ad una matura-
zione non va ricercata in una debolezza di fertilita delle
varieta in questione, bensi in una qualsiasi malattia del-
I'individuo o dell’ovaric stesso, intervenuta ne! periodo dello
sviluppo. Tenuto calcolo di questo fatto la percentuale dei
frutti contenenti semi in rapporto alle impollinazioni allo-
game pratiche, va elevata da 98 a 100.
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b) La media dei semi abboniti, per frutto, varia da
380 per la varieta piu fertile, a 102 per quella meno fertile.
Che non tutte le varietd abbiano lo stesso grado di fertilita
¢ naturalissimo; probabile & perd anche, che ad aumentare
questa forza produttiva sia intervenuto il fatto che il pol-
line adoperato nelle diverse impollinazioni sia stato troppo
giovane o gia troppo vecchio; incapace quindi a causare
una fecondazione di tutti gli ovuli contenuti nell’ovario.

c¢) Un terzo fatto di maggiore importanza & la pre-
senza di frutti, contenenti semi, ottenuti da impollinazioni
auto-xenogame. A primo avviso si avrebbe potuto, conside-
rando 1 risultati ottenuti da quest’'ultima impollinazione,
classificare, seguendo la terminologia di F. Brieger
1930, Tulipa Gesn. tra le piante che mostrano una « unvoll-
kommene Sterilitdt ». Un esame attento del raccolto delle
singole varieta faceva perd nascere il dubbio seguente: men-
tre la maggior parte dei frutti erano completamente secchi e
mosiravano nessun contenuto, alcuni invece si erano svi-
luppati e contenevano qualche seme abbonito (Vedi tabella
N. 4). Il raccolto della stessa impollinazione si poteva cosi
dividere in due categorie distinte: in quella civé dei fruth
completamente secchi e¢ privi di semi abboniti ¢ in quella
dei frutti poveramente sviluppati e contenent: ¢no scarso
numero di semi abboniti.

Queste prime osservazioni c¢i fecero nascere il dubbio
che alla formazione di questi frutti abbia concorso una
involontaria impollinazione allogama. E’ possibile che, no-
nostante le nostre numerose cautele, una picco'a quantita
di polline estraneo sia giunta, sia al momento stesso del-
I’ impollinazione artificiale, sia dopo di essa, sullo stimma
delle piante in questione. Crediamo di poter documentare
questo nostro dubbio con la tabella seguente, nella quale
vengono riportati i risultati dell’ impollinazione auto-xeno-
gama nelle singole varieta :



Tabella N. 4.

Risultati ottenuti dalle impollinazioni auto-xenogame

Impollinazione dg;len:;% Frutti i | IM0ollinazione nm;% Fuffi | o
o l g te:mlh i s\gl;:r_ abboniti o ’ 7 mnmrﬂglh ool W;Ll;p_ abboniti
VII ‘ VII 1 — 1 1{ 2 |vor i VI | 1 — 1 1] 16
:: —! 1| 3B 2 — 4,1 44

3 — ) 1| 28 3 — 1 1] 18

431 | 28| — | — 428 | 5| — | —

IX | IX 1 —| 1120 | X1 | XI 1 _| 1| 12
2 — | 1119 2 —[ 1 6

3 | —1 1] s 3 | —1 1] 8

4 — 1| 249 4 — 1] 10

521 | 17| —| — 5 — | 1 4

625 | 20| —| —

X | 138 8| —) —

Da questa tabella si rileva che le singole varieta pre-
sentano un risultato pit o meno identico, vale a dire un
forte gruppo di frutti non sviluppati e un debole gruppo
di frutti sviluppati. Il numero dei semi abboniti mei pochi
frutti sviluppati & piccolissimo, in confronto alla media
ottenuta nei frutti dell’impollinazione allogama. Importante
¢ perd il risultato ottenuto nella varieta « Tulipe noire »
e <« Mercurius »; nella prima, i frutti sviluppati contene-
vano un numero abbastanza forte di semi che variava
da 51 a 249; nella seconda non si otteneva un solo frutto
su 33 impollinazioni praticate. Cid si spiega tenendo cal-
colo delle condizioni in cui queste due varietd venivano
impollinate. Gli individui della varietd « Tulipe noire » si
aprivano il giorno 1.0 maggio e venivano impollinati il
giorno 4 maggio. Nei tre giorni occorsi tra l'antesi e la
impollinazione, gli individui si erano impollinati in nu-
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mero assai forte, di modo che ci fu difficile trovare 21
individui il cui stimma si trovasse apparentemente privo
di polline. Su questi 21 individui venne praticata 1'impol-
linazione auto-xenogama ed & ora probabile che i frutti
sviluppati siano nati da ovari il cui stimma, nonostante
il nostro controllo, sia stato in anticipo visitato da polline
straniero. Il fatto contrario mostra invece il risultato ot-
tenuto dall'impollinazione auto - xenogama nella varieta
« Mercurius ». Questa varieta, infatti, apriva i suoi fiori il
giorno 18 aprile, quando i fiori di « Pink Beauty » non pos-
sedevano piu polline atto a fecondare, ed i fiori delle altre
varietd erano ancora completamente chiusi. Nei giorni della
antesi di « Pink Beauty » un’impollinazione allogama si ren-
deva impossibile; eliminata quindi la possibilita di una
eventuale impollinazione allogama, l'impollinazione auto-
xenogama praticata sugli individui della varieta « Mercu-
rius » dava il miglior risultato: da 33 impollinazioni non
si otteneva nessun frutto sviluppato che contenesse semi
abboniti.

Da questi due fatti risulta che i pochi frutti povera-
mente sviluppati e provvisti di semi abboniti, ottenuti nelle
diverse impollinazioni auto-xenogame sono nati dall’effetto
prodotto da una scarsa quantita di polline straniero caduto
sullo stimma degli ovari in questione.

L’impollinazione auto-xenogama in Tulipa Gesn. sa-
rebbe quindi da ritenere completamente sterile, ci0 che
venne ancora dimostratc in modo piu categorico dalle espe-
rienze praticate nella primavera dell’anno 1935, e su cui
verra piu tardi riferito.

Esperienze dell’anno 1935.

Allo scopo di controllare le impollinazioni eseguite nel-
Yanno 1934 si rendeva necessaria un’ultima prova.

Questo controllo venne eseguito basandosi sulle espe-
rienze acquistate nelle colture praticate 'anno precedente.
1 primo punto da chiarire era di sapere se i frutti, scarsa-
mente sviluppati e con pochi semi, presumibilmente pro-
dotti dalle impollinazioni auto-xenogame, fossero invece
I’effetto di una impollinazione allogama.

Ma nasceva un altro dubbio: si sa che diverse impol-
linazioni auto-xenogame ritenute completamente sterili, si
possono rendere fertili praticando, durante o prima della
impollinazione, piccole cicatrici nello stimma. Lo stimma
cosi ferito emana probabilmente delle sostanze che permet-
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tono al polline di svilupparsi e di penetrare nell’interno del-
Povario e di provocare una fecondazione. Anche questo
fatto doveva essere esperimentato.

Nella primavera dell’anno 1935, fu quindi nostra cura,
di praticare sugli stessi individui dell’anno precedente, im-
pollinazioni di controllo. I nostri dubbi si estendevano solo
all’impoliinazione auto-xenogama, ma a scopo di controllo
si praticarono anche delle impollinazioni allogame. Il pro-
cedimento da noi seguito risulta dalla tabella seguente N. 5.

Tabella N. 5.

Impollinazioni eseguite nell’ anno 1935

Impollinazione Stato dNII]'m_m iorno iiorno Giorno de
o 7 dello stimma peul:inlan;.- dell’ isolamento| dell’anfesi | impollinazione
VII VII non ferito 15 4V.35 | 7.V.35 | 9.V.35
VIiI VII ferito 15 4.V.35 | 7.V.35 | 9.V.35
VII XT 87 7.V.35 | 9.V.3b
X X non ferilo 10 27.1V.35| 1.V.35 | 2.V.35
X X ferito 10 27.0V.35 ) 1.V.35 | 2.V.3b
X VII 47 1.¥.85 | 5Y.585
X IX 28 1.V.86 | B.V.35
XI X1 non ferite 10 5.V.35 | &V.35 | 10.V.35
XI XI ferilo 10 5 V.35 | 8.V.35 | 10.V.35 |
XTI I1X 35 8.V.35 | 10.V.35
XTI VII 17 8.V.35 | 10.V.35

Dalla tabella precedente N. 5 risulta che vennero pra-
ticate tre generi di impollinazioni e cio¢: impollinazione
auto-xenogama su stimma intatto, impollinazione auto-
venogama su stimma ferito e impollinazione allogama.

I1 numero delle impollinazioni auto-xenogame non
venne aumentato in confronto di quello dell’anno prece-
dente; aumentate perd furono le cautele per impedire una



possibile impollinazione allogama. Ogni individuo destinato
ad upa impollinazione auto-xenogama fu rinchiuso, alcuni
giorni prima della sua antesi, in sacchetti di carta isolante,
trasparente e leggerissima. Alcuni giorni dopo 'antesi, veni-
vano tolti i sacchetti di carta e contemporaneamente si ese-
guiva I'impollinazione stabilita. L’individuo cosi impollinato
veniva di nuovo isolato.

L’impollinazione auto-xenogama venne praticata oltre
che su individui dallo stimma intatto anche su altri, dallo
stimma leso con opportune incisioni. I risultati ottenuti
sono riportati nella seguente tabella N. 6:

Tabella N. 6.

Risultati ottenuti dalle impollinazioni praticate
nell’ anno 1935

mpollinazione [tumero Fruti oy, UTEI) iodia doi somi Quozienti di ferilita
"::;:‘; E:::‘:l_ dei semi [semiin®/,

¥ bhonili delle im- er impol- .
Q | & Luasonik ey | N0 pollngz [per fruto BB X 11| 111 | Media
‘QIO{I 'exVitEI 5] ol o o 0 0| | | o |
VII | VII | 15| o)l of of o| o] | ¢ | 0|
ferito R
VIL | XI | 87| 87 100 | 250 | 250
x | X 1] ol o 0 0 0| oc| 0| 0| @
non ferito
X | X|1w0] o] of o] of o] | | w]|o®
ferito
X | VIT| 47| 47 100 | 357 | 357
X | 1x | 28] 28 100 | 390 | 390
XT | XIl g0l ol of o] o] 0] 0| 0| 0| o
non ferito
XI| XI |10 of of o 0| o 0| ¢ | 00| o0
ferito
XTI | iX | 35| 35 100 | 365 | 365
X1 | vit| 17| 17 100 | 400 | 400

Questa tabella N. 6, venne compilata con lo stesso me-
todo col quale fu compilata la tabella N. 2. Da essa risulta
che I'impollinazione allogama diede risultati analoghi a
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quelli ottenuti dalle impollinazioni allogame praticate nel-
Panno precedente e riportati nella tabella N, 2.

I risultati dell’impollinazione auto-xenogama sono pure
soddisfacenti. EEssi dimostrano chiaramente ’errore incorso,
quando praticammo queste impollinazioni nell’anno 1934,
come risulta anche dai nostri dubbi espressi a pag. 29.
Nessuna differenza, di grado di fertilitd, corre infine, fra
individui dallo stimma intatto e quelli dallo stimma ferito.
Un ferimento dello stimma & da considerarsi incapace di
aumentare il grado di fertilitd dell’impollinazione auto-
xenogama ed & quindi inutile.

Conclusione :

Gli individui delle diverse varietd di Tulipa Gesn. si
comportano completamente fertili se impollinati con polline
proveniente da individui di varieta diversa (impollinazione
allogyama), completamente sterili se impollinati con polline
proprio o con polline della stessa varieta (impollinazione
‘anito-renogama).

Secondo la terminologia di F. Brieger (1930 pa-
gina 1), Tulipa Gesn. & da classificare come una pianta
completamente parasterile (vollkommene Parasterilitit).

2. Sviluppo del pistillo dopo I'impollinazione.

Si constata D'effetto delle diverse impollinazioni osser-
vando la crescita dei carpelli dei pistilli impollinati. A que-
sto scopo vennero eseguite misurazioni, a diversi intervalli
'una dall’altra, si misurd cioé¢ la distanza che corre dalla
base di inserzione dell’ovario sulla parte superiore dell’asse
fioreale, fino allo stimma, questo compreso.

La prima misurazione venne praticata il giorno stesso
dell’impollinazione, la seconda 20 giorni dopo, la terza 40
giorni dopo e la quarta il giorno stesso della raccolta dei
frutti maturi. Queste misurazioni diedero un’idea di mas-
sima sul comportamento dell’ovario durante il suo sviluppo
postfloreale. I valori furono calcolati prendendo la media
aritmetica della lunghezza degli ovari di 20 individui circa;
queste medie danno la lunghezza degli ovari in un dato pe-
riodo di sviluppo. La tabella seguente rappresenta chiara-
mente l'effetto differente delle varie impollinazioni:
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Da uno sguardo alla tabella precedente risulta che tutte
le impollinazioni allogame, nelle diverse varietd, hanno un
effetto analogo, molto diverso pero da quello ottenuto dalle
impollinazioni auto-xenogame. Considerando, per esempio,
i risultati ottenuti per la varietd Pink Beauly si vede che gli
ovari avevano al giorno della loro impollinazione una lun-
ghezza di 2 cm.; lo stesso si pud dire degli individui delle
altre varietd. Alla seconda misurazione, gli ovari impolli-
nati con polline straniero aumentavano di circa 2,5 cm,,
mentre quelli xenogami ed autogami aumentavano di soli

1,8 cm. Alla terza misurazione, dopo 40 giorni, gli ovari
allogami crescevano ancora, misurando 6,6 e 6.3 cm.; un
aumento dunque di 1,1 e 1 cm, dalla seconda misurazione,

Impollinazione | . Bge | g ﬁdiulrlnn Impollinazione | . Do | oo | OO
giono |20 gionni | 40 giorai| %2 | gorno | 20 gori 40 giori | T2
Q l d ratolfe | Q ‘ ok ractolla
i : im . m. on. i . (. (. e, tm.
1. [ity of Haarlem 3. Tulipe noire
VII| XTI |2 | 6 69 | 62 |ITX |VII | 2 | 58 | 67 | 65
VII| IX | 2 | 59| 68| 59 |IX |XI |2 | 55 | 68 | 68
xenogama 2 3.7 | 3 2.6 Xenogama 2 4 34 | 3
dutogama 2 | 37| 29 | 29 autogama 2 | 45 | 38 | 34
1. Pink Beauty 4. Louis XIV
VIIT | X |2 | 55| 66| 63| X | I1X |3 | 72| 9 |8
VIIT{ IV | 2 | 53 | 63 | 6 | XT| X |3 | 72| 92 | 87
eogama | 2 | 38 | 3 | 26 | yemgma | 3 | 45 | 43 | 32
aufogama | 2 | 38 | 3 2.6 afogama | 3 | 46 | 44 3.1
5. Mercurius
X | IV | 25| 64 | 74 | 68
Xemogama | 25| 41 | 36 | 3 Tabella N. 7.
autogama 95! 41 | 39 | 25 Misura.zioni t:‘lei pts.tzlh' .
1 dopo le diverse impollinazioni
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mentre gli altri ovari impollinati nel modo auto-xenogamo
mostravano gia una diminuzione di 0,8 em. della loro lun-
ghezza. Al giorno della loro raccolta, 'impollinazione allo-
gama dava degli ovari che misuravano in media 6,3 cm. e
6 cm., ovari che erano diminuiti di 0,3 em. in lunghezza
dal giorno della terza misurazione. Gli ovari delle impolli-
nazioni auto-xenogame erano pure diminuiti di lunghezza,
in modo perd molto piti pronunciato di quelli allogami, per-
ché misuravano solo 2,6 cm.

La grande differenza dei frutti ottenuti dalle diverse
impollinazioni non consisteva solo nella diversita delle loro
lunghezze, ma anche nella diversita del loro diametro; i
frutti ottenuti dalle impollinazioni allogame avevano un dia-
metro medio di 2,5 cm., quelli ottenuti dalle impollinazioni
auto-xenogame mon misuravano oltre 0,9 cm. Per di piu, i
frutti ottenuti dalle impollinazioni autogame non mostra-
vano nessuna differenza da quelli ottenuti dalle impollina-
zioni auto-xenogame: ambedue erano dissecati e completa-
mente privi di semi; gli altri invece, ottenuti dalle impolli-
nazioni allogame, contenevano evidentemente grandi quan-
tita di semi. Le dimensioni e le caratteristiche dei frutti
sopradetti sono riprodotte nelle figg. 1, 2, 3, della tav. 1.

Le misurazioni ottenute per le altre varieta sono ana-
loghe a quelle sopra discusse a proposito di Pink Beauty.
Una nuova discussione si rende quindi inutile.

Cio che si pud ancora aggiungere & che gli ovari im-
pollinati con polline straniero raggiungono il loro massimo
sviluppo dopo 40 giorni circa dalla loro impollinazione;
dopo questo periodo non crescono piu, anzi diminuiscono
alquanto di volume. Le impollinazioni auto-xenogame danno
invece ovari che raggiungono il loro massimo volume (semn-
pre, pero inferiore a quello ottenuto dalle impollinazioni
allogame) dopo 20 giorni.

IV. - Sviluppo del sacco embrionale

1. La cellula archesporiale e la sua divisione.

Negli abbozzi ovulari contenuti in ovari di una lun-
ghezza di cm, 1,5 - 1,8 si scorge entro le cellule subepider-
mali, all’apice della nocella, la cellula archesporiale, (ta-
vola 2, fig. 1). Essa sorpassa nelle sue dimensioni di molto
le cellule circostanti della nocella, misurando la prima un
diametro medio di 30,8 » e le seconde di 14 #. Anche il
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suo nucleo supera in grossezza le dimensioni dei nuclei no-
cellari. La cellula archesporiale si differenzia dalle cellule
circostanti oltre che per il suo volume, anche per la strut-
tura speciale del suo protoplasma.

Il suo nucleo di forma arrotondata mostra un retico-
lato di finissimi fili di lignina, fra i quali sono sparsi nu-
merosi corpuscoli cromatici. Tipica & pure la formazione
di due o tre nucleoli i quali mancano nei nuclei delle cel-
iule vegetative. 1 nuclecli si colorano con la saffranina di
un bel rosso intenso.

Il citoplasma lascia scorgere una struttura fibrillare a
reticolato. Non ¢i fu possibile constatare le tipiche strutture
descritte da D. M. Mottier per Lilium Martagon,
(1898). In questo stadio non ci fu pure concesso di vedere
« die grossen, sich violett farbenden, kugelfé6rmigen Kor-
per » descritti da J. Schniewind-Thies, (1901).

La eellula archesporiale comincia a crescere nella parte
inferiore dell’ovolo, assumendo cosi una forma pitt o meno
ovale. Il nucleo si sposta, il piu delle volte, verso la meta
della cellula; altre volte resta al suo posto primitivo. Dal
momento in cui la cellula madre ha cominciato il suo in-
grossamento, schiacciando, in parte, le cellule nocellari cir-
costanti, anche il nucleo subisce dei cambiamenti. Giova a
(uesto punto ricordare che la cellula archesporiale diventa
direttamente cellula madre del sacco embrionale, come fu
gia riconosciuto da diversi autori che studiarono lo sviluppo
del sacco embrionale di Tulipa Gesn. 1 cambiamenti della
struttura nucleare sono da considerarsi quali preparativi
per la divisione riduzionale, I corpuscoli cromatici irrego-
larmente sparsi, fino ad ora, nel nucleo cominciano ad or-
dinarsi in sottilissimi fili che riempiono, a mezzo di nume-
rosi e complicati intrecci, il nucleo intero. Questi intrecci,
da principio, sottilissimi, vanno di mano in mano ingrossan-
dosi, in quanto che i corpuscoli cromatici appiccicandosi ai
fili di lignina si uniscono tra di loro, formano quasi piccoli
agglomerati : il sottilissimo filo prende cosi una maggiore
consistenza e l'insieme assume 'aspetto di una minuta col-
lana, (tav. 2, fig. 2). A questo punto, i fili cromatici si con-
traggono verso una parte del nucleo, (tav. 2, fig. 3) e for-
mano un gomitolo; questo stadic ¢ conosciuto sotto il nome
di sinapsis, (tav. 2,fig. 4). J. Schniewind-Thies
i1901) che descrisse la meiosi in Tulipa Gesn. non fa cenno
di questo stadio. Il nucleolo, nel quale si incominciano a
scorgere piccoli vacuoli, solitamente si confonde nel gomi-
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tolo. Probabilmente in questo stadio se non si compie la
separazione longitudinale della sostanza cromatica, essa &
per lo meno preparata, di modo che lo studio successivo si
presenta come nella tav. 2, fig. 5. I corpuscoli cromatici for-
manti la minuziosa collana si sono separati su tutta la lun-
ghezza del filo e in seguito alla divisione della sostanza li-
gnosa appaiono due fili che corrono parallelamente e riem-
piono di nuovo gran parte del nucleo. I nucleoli sono ancora
presenti e si trovano nuovamente spostati verso il centro del
nucleo. Nelle immediate vicinanze dei nucleoli, i fili croma-
lici sembrano essere pitt numerosi. Segue quindi la segmen-
tazione trasversale dei fili cromatici: i singoli pezzi che ne
risultano si intrecciano tra di loro, assumendo le tipiche for-
me a X, Y eV. Essi si dispongono, il piu delle volte, intorno
2l nucleolo, che ora contiene un certo numero di vacuoli e
si lascia colorare dalla eosina o dalla saffranina molto piu
debolmente, a mo’ di raggi diretti verso la membrana nu-
cleare (tav. 2, fig. 6).

I singoli cromiosomi, mantenendo in parte le forme so-
pra descritte, in parte disponendosi parallelamente I'uno
all’altro, si raccorcianc, aumentano cosi di spessore e as-
sumono un contorno regolare (tav. 2, fig.7). 1 vacuoli del
nucleolo aumentano di numero e di volume contrariamente
all’'opinione di P. Cattorini (1914), che afferma di non
aver potuto osservare la loro esistenza nei nucleoli della cel-
lula madre del sacco embrionale di Tulipa Gesn. Questi
vacuoli aumentano sempre di volume, di modo che il nu-
cleolo si presenta ulteriormente come una sfera vuota il cuil
contorno viene facilmente sciolto. Negli stadi successivi non
si ha pil traccia alcuna di nucleoli. La membrana nucleare
si scioglie pure completamente e nello spazio precedente-
mente delimitato appaiono i singoli gemini disposti nella
tipica forma della piastra equatoriale. I1 numero dei gemini
¢ sicuramente eguale a quello della maggior parte delle
Gigliacee, di 12,

I singoli gemini sono formati dai due cromosomi che
ora si sono disposti quasi indistintamente paralleli lra di
loro (tav. 2, fig. 8).

Le fibrille cinoplasmatiche, formatesi da poco tempo,
si dispongono in un fuso bipolare dirigendosi, in parte,
verso la piastra equatoriale, dove afferrano i singoli cromo-
somi, li staccano I'uno dall’altro e li trasportano in numero
uguale verso i due poli diametralmente opposti.
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Immediatamente dopo lo stadio di diacinesi, i cromo-
somi si accingono alla separazione longitudinale di modo
che, a mezza strada circa, tra la piastra equatoriale, da
essi stessi poco prima formata, e un polo, si possono vedere
i singoli cromosomi di nuovo divisi longitudinalmente e for-
manti le tipiche forme a X, Y e V gia sopra osservate, (ta-
vola 2, fig. 9 e ripr. 1a-b).

oy . .

Ripr. 1.-a) Cromosomi della divisione omeotipica in ana-
fase, che si dirigono gia longitudinalmente scissi, mostrando
le tipiche forme a ecroce, verso il polo superiore; b) Idem.
1 eromosomi si dirigono verso il polo inferiore, Ingr, 1500 :1;
¢) I cromosomi della divisione omeotipica sono giunti ai due
poli e si dispongono parallelamente 'uno all’altro. Ingr. 660 : 1.

Tra lo stadio di diaster a quello di dispirema, i 12 cro-
mosomi si dispongono di nuovo parallelamente 'uno all’al-
tro ed entrano in istretto contatto (ripr. 1¢c).

Prima di chiudere questo capitolo vogliamo descrivere
alcune anomalie osservate, esaminando questi giovani stadi:

Generalmente, come si disse sopra, una sola cellula
sottoepidermica dell’apice nocellare diventa cellula madre
del sacco embrionale. Nella ripr. 2 a vediamo invece net-
tamente come due cellule sottoepidermiche si siano di molto
ingrossate unitamente al loro nucleo; vediamo pure che esse
posseggono un denso citoplasma e che mostrano i caratteri
tipici i quali differenziano le cellule archesporiali dalle cel-
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lule nucellari. Questo stadio ci si & mostrato raramente,
come del resto, accade per il loro successivo sviluppo.

Ripr, 2.-a) Abbozzo ovulare con due cellule archesporiali;
b) Le due cellule archesporiali in istadio di sinapsis. Ingr. 400:1,

Nella ripr. 2b si vedono le due cellule sopra dette, in
uno stadio di sinapsi. Ii loro contenuto mostra perdo un leg-
gero stato di degenerazione. Non crediamo che queste due
cellule giungano ad uno stadio adulto, anzi crediamo pro-
babile che vadano a male gia avanti la prima divisione, non
avendole mai riscontrate in stadi successivi.

2. Il sacco embrionale due-nucleato e la successiva divi-
sione omeotipica,

Nella anafase della divisione eterotipica, i cromosomi
si sciolgono in fili cromatici sempre piu fini e presentano
le stesse figure gia osservate nel nucleo archesporiale, im-
mediatamente prima dello stadio di sinapsi. I nucleoli si
presentano in numero variante da uno a quattro. I nuclei
gemelli sono immersi in un citoplasma molto denso e sono
uniti tra di loro da fibrille cinoplasmatiche. Un fragmo-
plasta ben distinto & quasi sempre presente, (ripr. 3 a). I
nuclei gemelli si spostano I'uno dall’altro, dirigendosi, I'uno,
verso il micropilo, I'altro, verso la regione calazale. Le fi-
brille cinoplasmatiche ed il fragmoplasta scompaiono ben
presto. Il citoplasma che si trova tra i due nuclei & abba-
stanza rarefatto, la formazione di un vacuolo non si & mai
verificata (tav. 2. fig. 10). In alcuni casi abbiamo potuto
osservare un debole aumento di volume del nucleo alla ca-
laza (ripr. 3 b) come fu gia osservato da diversi autori.

Sebbene si constati la formazione di nucleoli e di una
membrana nucleare ben distinta, i due nuclei gemelli non
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trascorrono, contrariamente a cio che afferma J. Schnie-
wind-Thies (1901), un periodo di pausa relativamente
lungo, ma si accingonc ben presto alla divisione omeoli-

a o

Ripr. 3.-aj Sacco embrionale due-nucleato. Formazione di
un fragmoplasta tra i due nuclei megasporiali; b) Sacco em-
brionale due-nucleato. Il nuecleo inferiore mostra un leggero
aumento del suo volume, Formazione di zone con citoplasma
di maggiore densita nelle vicinanze dei due nuclei. Inzr. 660 : 1.

pica. Essi non hanno infatti mai mostrato un tipico stadio
di riposo. Nelle vicinanze dei due nuclei, il citoplasma si
conglomera e forma delle zone molto dense che si lasciano
pure intensamente colorare (ripr. 3b). Poco dopo, i fili
cromatici dei due nuclei si ingrossano, si accorciano, la
membrzia nucleare scompare, scompaiono pure i nucleoli,
ed i due nuclei si preparano alla divisione (tav. 2, fig 11},
In questo stadio appaiono, sparsi nel citoplasma che an-
cora non presenta nessun vacuolo, numerosi corpuscoli che
si lasciavano colorare fortemente in nero dalla Ematossilina
di Heidenhain. Noi crediamo di vedere in queste
formazioni i corpuscoli citoplasmatici descritti da P. Cai-
torini (1914), per la cellula madre del sacco embrio-
nale di Tulipa Gesn., e da molti altri. Queste formazioni
si ripresentano ancora qua e la anche in istadi successivi.
Fra le diverse colorazioni impiegate, solo quella con
la Ematossilina del’ Heidenhain — una tipica colo-
razione per la sostanza nucleare — rende manifesti questi
corpuscoli. E’ probabile che essi siano gid presenti nel ci-
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toplasma della cellula madre; non ci fu possibile pero con-
statarne la presenza non avendo impiegato, o solo rara-
mente, per questi giovani stadi la colorazione in questione.

Nello stadio di diacinesi della seconda divisione, si
vede una netta formazione dei fusi fibrillari. Essi non sono
sempre disposti ugualmente: ora giaciono in una linea lon-
gitudinale parallela all’asse maggiore del sacco, ora sono
obliqui tra di loro (tav. 2, fig. 12), altre volte corrono pa-
ralleli tra di loro ma obliqui all’asse principale del sacco
{tav. 3, fig. 1); altre volte infine il fuso superiore giace
parallelo all’asse principale, quello inferiore obliquo ad
esso (tav. 3, fig. 2).

I cromosomi dei due nuclei sono piuttosto allungati
e¢ percio abbastanza sottili; dirigendosi verso i due poli,
essi presentano quasi sempre una forma ad uncino. In que-
sto stadio abbiamo potuto contare, con sicurezza, 12 cro-
mosomi tanto per il nucleo superiore quanto per il nucleo
inferiore (tav. 3, fig. 1 e ripr. 4 a). Il frequente aumento
di volume del nucelo inferiore non causa, a nostro avviso,
un rispettivo aumento del numero dei cromosomi, contra-
riamente a cid che veniva affermato da J. Schnie-
wind-Thies (1901) che contava nel nucleo alla calaza
utn numero di cromosomi di 15, 16, 21.

Esso confondeva questa divisione con la divisione ul-
teriore rappresentata nella nostra tav. 4 dalla fig. 2. A.
Ermst (1901): «vermag mach den vorliegenden Pripa-
raten nicht sicher zu entscheiden, ob in der unteren, gros-
seren Theilungsfigur die Zahl der Chromosomen wieder
eine grossere geworden ist »,

3. I diversi tipi di saecco embrionale quattro-nuecleato e le
loro divisioni.

Immediatamente dopo la divisione omeotipica, ossia
rella telofase, i quattro nuclei, avvolti in una netta mem-
brana nucleare e forniti di 1-3 nucleoli, giaciono irregolar-
mente sparsi in un denso citoplasma privo di vacuoli. Fi-
brille fusali collegano generalmente i quattro nuclei me-
gasporiali fra di loro; molto spesso abbiamo potuto osser-
vare la formazione di fragmoplasti. I nuclei non ancora
polarizzati si trovano, in relazione colla posizione dei
fusi bipolari, tutti e quattro nello stesso piano parallelo
all’asse principale del sacco embrionale (tav. 3, fig. 3), o
sono disposti in modo da formare uno zig-zag pit o

5
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meno regolare (tav. 3, fig. 4), od anche, un nucleo si trova al
micropilo, due sono nella parte centrale del sacco ed uno &
alla calaza (tav. 3, figg. 5, 6). Questi tipi di sacchi quattro-
nucleati gia rilevati da V. Bambacioni e A Giom-
bini (1930) per Tulipa Gesn. e da altri autori per altre
piante, sono da ritenersi come gli stadi piu giovani del sacco
embrionale quattro-nucleato. Essi si trovano infatti solo
in ovari molto giovani, dove si possono vedere ancora mol-
tissimi sacchi embrionali due-nucleati in via di divisione.

Questo primo stadio non & permanente. Nel citoplasma
che contiene i quattro nuclei si osservano ben presto dei
cambiamenti: con lo scomparire delle fibrile cinoplasmati-
che e dei fragmoplasti dei vacuoli compaiono per la pri-
ma volta nel sacco. Essi si formano dapprincipio irregolar-
mente sparsi in tutto il sacco embrionale (tav. 3, fig. 7).
Interessante &, a questo punto, il fatto che, mentre i vacuoli
che si erano formati nella parte inferiore del sacco non mo-
strano nessun aumento di volume, quelli della parte supe-
riore s’ ingrossano sempre pit, confluendo in un unico va-
cuolo che lascia un solo nucleo al micropilo e spinge gli
altri nella parte calazale del sacco. Si ha cosi un sacco quat-
tro-nucleato gia osservato da M. Treub e J. F. Mel-
link (1880) da E. Sargant (1896) per Lilium Mar-
tagon, da A. Ermnst (1901) per Tulipa Gesn., e descritto
e ritenuto come normale da E. Carano (1925) per Eu-
phorbia dulcis indi da V. Bambacioni per Fritillaria
persica, id. (1928) per Lilium candidum, id. nell’anno (1930)
per Tulipa Gesn.,, da D. C. Cooper (1934) per Lilium
Henryi, L. speciosum, L. philadelphicum, L. longiflorum
var. eximium e da I. D. Romanov, (1936) per il ge-
nere Gagea.

Questo tipo con un nucleo al micropilo e due alla ca-
laza (1 -+ 3) separati da uno o piu vacuoli centrali, si ri-
scontra frequentemente in numerosi ovoli e puo essere rite-
nuto come sacco quattro - nucleato « primario » (tav. 3,
fig. 8). Esso non attraversa pero un lungo periodo di pausa.
In quasi tutti i casi, noi abbiamo potuto scorgere questo
tipo nello stadio di spirema (tav. 3, fig. 9) di modo che &
da ritenere che questi nuclei comincino la loro profase
molto presto, gia al momento del loro spostamento verso
la regione calazale.
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I quattro nuclei entrano ben presto in divisione, e men-
tre si osserva che i cromosomi del nucleo al micropilo si
dividono normalmente, originando due nuclei figli, quelli

Ripr. 4.-a) Cromosomi del nucleo inferiore di un sacco
embrionale due-nucleato in divisione. 12 cromosomi si diri-
gono verso i due poli opposti; b) Piastra eguatoriale triploide
con 36 cromosomi formata dalla fusione dei tre nuclei della
regione calazale, di un sacco embrionale quattro-nucleato pri-
mario (1+3); ¢} Fuso bipolare triploide formato dalla fusione
dei tre nueclei calazali di un giovane sacco embrionale quattro-
nucleato primario. La maggior parte dei cromosomi si dirige
verso il polo superiore, Ingr. 1600 : 1.

dei nuclei calazali tendono ad avvicinarsi sempre piu (ta-
vola 3, figg. 10, 11) dando cosi origine ad un’unica piastra
equatoriale nella quale siamo riusciti a contare, coa sicu-
rezza, 36 cromosomi (tav. 4, fig. 1 e ripr. 4 b).

Mentre si riscontrano frequentemente i quattro nuclei
nel loro stadio di spirema, raramente ci fu possibile di
vederii ncllo stadio di diacinesi; rara e anche la formazione
di una tipica piasira equatoriale. Molto frequente & invece
i’anafase. Intorno alla piastra equatoriale si forma un unico
fuso bipolare che si differenzia da quello formatosi intorno
al nucleo al micropilo, per la sua maggiore grossezza (ta-
vola 4, fig. 2). E’ queslo lo stadio confuso da alcuni autori
con lo stadic della divisione omeotipica rappresentato nella
nostra tav. 2, fig. 12.
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Che il grosso fuso bipolare alla calaza non derivi da
un aumento di numero dei cromosomi del nucleo inferiore
del sacco due-nucleato risulta dalle seguenti considerazioni:

1. I due nuclei nati dalla divisione eterotipica si di-
vidono senza passare per un lungo periodo di pausa e for-
mano due fusi bipolari di uguale grossezza e con lo stesso
numero di cromosomi in sacchi embrionali di una lun-
ghezza media di 100w (tav. 2, fig. 12). Detti fusi omeo-
tipici si trovano gia nella parte media di ovoli molto gio-
vani, mentre nella parte superiore ed inferiore di essi si
notano ancora cellule madri di sacchi embrionali in via
di divisione.

2. Quando nella parte superiore ed inferiore degli
ovari compaiono i primi fusi della divisione omeotipica,
pella parte media di essi si riscontrano gli stadi giovanissimi
del sacco embrionale quattro-nucleato, rappresentati nella
tav. 3 dalle figg. 3, 4, 5, 6, 7. In ovari, di un giorno piu
vecchi dei primi, si osservano quasi esclusivamente sacchi
embrionali quattro-nucleati del tipo 1 + 3 (tav. 3, figg. 8,
9), in parte gid in via di divisione avanzata.

3. I1 grosso fuso bipolare calazale (tav. 4, fig. 2) si
ha solo in sacchi pitt vecchi, di una lunghezza di circa
117 .. Essi appaiono dapprincipio nella parte media dello
ovario, mentre nella parte superiore e in quella inferiore
si trovano esclusivamente sacchi quattro-nucleati dal tipo
1 + 3. Frammisti a sacchi con i due fusi di differente gros-
sezza, si trovano gia i sacchi quattro-nucleati da essi me-
desimi generati con due grossi nuclei nella regione cala-
zale, e due altri di minore dimensione nella regione micro-
pilare, separati dai primi da un grosso vacuolo centrale
itipo 2 + 2).

I due fusi di differente dimensione giaciono quasi in
tutti i sacchi nella stessa posizione, e ciog, quello al micro-
pilo contenente il numero aploide di cromosomi perpendi-
colare o leggermente obliquo all’asse principale del sacco,
quello inferiore parallelo o leggermente obliquo ad esso.

I cromosomi del fuso inferiore sono alquanto sottili ed
allungati e mostrano nell’anafase generalmente una forma
ad uncino. A causa del loro grosso numero, non ci fu sem-
pre possibile poter stabilire in quale esatta proporzione essi
si separino e si dirigano verso i due poli. Nella fig. 2 della
tav. 4 e nella ripr. Lc si vede come la maggior parte dei
cromosomi di detta piastra si dirigano verso il polo supe-
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riore, e come il resto si avvii verso il polo inferiore (pro-
babilmente nella proporzione 24 :12).

Come risultato di questa divisione e della divisione del
nucleo al micropilo si ha un sacco embrionale quattro-
nucleato dove si vedono due piccoli nuclei al micropilo con
12 cromosomi ciascuno, e due alla calaza di dimensioni
molto maggiori, separati dai primi da un grosso vacuolo
centrale. I nuclei figli restano uniti per un certo periodo
di tempo da fibrille cinoplasmatiche (ripr. 5 a); raramente

Ripr. 5.-a) Sacco embrionale guattro-nucleato secondario,
alecuni giorni prima dell’antesi del fiore. I nuclei gemelli sono
ancora uniti tra di loro da fibrille cinoplasmatiche; b) Sacco
embrionale quattro-nucleato secondario con i due nuclei della
regione calazale enormemente ingrossati, nella tipica forma
a ciambella, quello superiore, e adattato alla forma della ca-
vita del sacco, quello inferiore. Ingr. 660 :1.

si ha avuto la formazione di un fragmoplasta. I sacchi
hanno in questo stadio una lunghezza di 120 circa. Con
lo scomparire delle fibrille cinoplasmatiche, si nota per lo
piu la comparsa di un vacuolo fra i due nuclei, alla calaza:
questi ultimi allora assumono diverse forme. Il nucleo su-
periore prende talora una forma ovale molto allungata, oc-
cupando cosi quasi tutta la larghezza del sacco, talora in-
vece una forma a ciambella; quello inferiore si adatta gene-
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ralmente alla forma del sacco (ripr. 5 b). Tutte e due hanno
quasi sempre un aspetto spugnoso e contengono da uno a
tre nucleoli come i nuclei al micropilo.

Questo stadio attraversa un lungo periodo di pausa,
durante il quale il sacco aumenta di volume, allungandosi
specialmente nella sua parte inferiore (tav. 4, fig. 4). Que-
sto ultimo tipo di sacco quattro-nuclealo si presenta in
quasi tutti gli ovoli pochi giorni prima e pochi giorni dopo
I’antesi. E’ da ritenersi quindi che pochissimi sacchi quattro-
nucleati vadano a male nei loro giovani stadi intermedi,
¢ che la maggior parte di essi concorrano a formare l'ul-
timo tipo caratteristico con i due nuclei ingrossati alla ca-
laza. Questo tipo puo essere denominato, in relazione con
i} sacco quattro-nucleato primario, come sacco quattro-
nucleato secondario.

E’ pure probabile che qui esista una differenza di svi-
Juppo tra varieta e varieta: mentre le varieta Louis XIV,
Mercurius, City of Haarlem, Tulipe noire si sviluppano nel
modo sopra indicato, la varieta Prinz von Oesterreich, col-
tivata nell’'anno 1933 ed esaminata nell’estate dello stesso
anno, mostrava oltre ai sacchi quattro-nucleati del tipo
2 + 2, altri sacchi cinque e sei-nucleati come quelli gia de-
scriti da M, Treub & J. F. Mellink (1880) e da V.
Bambacioni & Giombini (1930) per Tulipa Gesn. e
provenienti da una divisione di sacchi quattro-nucleati del
tipo 1+1+2, cioe con un nucleo al micropilo, uno verso la
meta del sacco e due nella regione calazale. Noi riteniamo
inoltre che questi sacchi cinque e sei-nucleati non concor-
rano alla formazione di sacchi otto-nucleati normali ma
che, in parte, degenerino prima della formazione di essi.

Questa differenza di sviluppo tra le diverse varieta
pud quindi concorrere a determinare oltre ad altri fattori,
anche il grado di sterilita delle diverse varieta di Tulipa
Gesn.

I sacchi quattro-nucleati con i due nuclei ingrossati
alla calaza, attraversano un lungo periodo di riposo. Essi
si rinvengono infatti in ovari di fiori uno o due giorni
prima della loro antesi e persistono fino a cinque sei giorni
dopo. Durante questo periodo di tempo, il sacco embrionale
registra un grande sviluppo del suo volume. Mentre i sacchi
embrionali osservati in ovari, uno o due giorni prima della
antesi del fiore, misurano una lunghezza media di 120w«
ed una larghezza media, nella loro parte centrale, di 45w
(ripr. 5 a, b), quelli trovati in ovari cinque o sei giorni dopo
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I'antesi, avevano una lunghezza media di 206 ed una
iarghezza di 60w (tav. 4, fig. 4). Il vacuolo centrale si &
ingrossato di molto, di modo che il citoplasma si riduce
nella parte centrale del sacco a un sottile strato appoggiato
alla parete. In altri casi si osservano da due a tre vacuoli
di forma ovale allungata nella direzione dell’asse princi-
pale del sacco, di modo che solo talune striscie di citopla-
sma stabiliscono il contatto tra la parte micropilare e la
parte calazale del sacco embrionale, Numerosi altri vacuoli
di minore dimensione occupano la parte calazale.

I quattro nuclei del sacco cominciano, dopo circa sei
o sette giorni dall’antesi, a mostrare 1 primi stadi della pro-
fase. 1 fili cromatici dei singoli nuclei non si sono mai
sciolti completamente, anche durante il lungo periodo di
pausa attraversato dal sacco, ma hanno sempre conservato
una struttura pit o meno notevole. Il primo fatto che si
osserva, al cominciare della profase, & I'ingrossamento dei
singoli fili cromatici. I nuclei scompaiono ben presto, cd
al momento dello spirema sono completamente sciolti. L.o
stadio di spirema & molto pronunciato in tutti quattro i nu-
clei: i fili cromatici di uno spessore rimarchevole si la-
sciano fortemente colorare in nero dalla ematossilina di
Heidenhain. Essi riempiono a mo’ di gomitolo il nuclec
intero. Lo stadio seguente & quello della metafase, dove i
singoli eromosomi vengono a disporsi regolarmente nella
piastra equatoriale, Bellissime piastre abbiamo potuto os-
servare in questo stadio, nei nuclei del micropilo, dove ab-
biamo potuto ancora una volta contare con sicurezza 12 cro-
mosomi. Le piastre dei nuclei alla calaza non si presen-
tarono mai in modo cosi chiaro e cosi numerose come quelle
dei nuclei al micropilo, cosicché la determinazione dei loro
cromosomi non poté esser fatta con piena sicurezza. Nor-
malmente, in queste piastre si dovrebbero trovare 18 cro-
mosomi, numero corrispondente a quello che dovrebbe de-
rivare dalla divisione de! grosso fuso calazale precedente.
Non ci riusci perd di osservare questo numero di cromo-
somi.

Nella ripr. 6 a e rappresentata la regione calazale di
un sacco embrionale quattro-nucleato, con i due nuclei in-
feriori ingrossati, in via di divisione.

La piastra equatoriale del nucleo superiore mostra una
guarnitura di 24 cromosomi; il nucleo inferiore invece, solo
12 cromosomi gia longitudinalmente divisi. La presenza di
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questo numero di cromosomi nei due nuclei giustifica quan-
to fu gia detto a pp. 45 - 46 per la divisione del grosso fuso
triploide della ripr. 4 ¢, nella quale, dei 36 cromosomi, 24 si

Ripr. 6. -aj) Regione calazale di un sacco embrionale quat-
tro - nucleato secondario in divisione: nucleo superiore con una
piastra equatoriale di 24 cromosomi, nucleo inferiore con 12
cromosomi gia divisi in senso longitudinale. Ingr, 1600 :1;
b) Sacco embrionale quattro-nucleato secondario in divisione.
Ad ogni polo si dirigono 12 cromosomi, tanto per i nuclei al
micropilo come per quello alla calaza., Nucleo inferiore cala-
zale in degenerazione avanzata; ¢) Idem. Nuclei in anafase.
Ingr. 660 :1,

dirigono verso il polo superiore e 12 verso quello inferiore.
Un comportamento speciale si rileva infine nella anafase di
questi due nuclei calazali. La divisione dei 12 cromosomi
del nucleo inferiore avviene in modo normale e dirige
12 cromosomi gemelli ai due poli opposti; i 24 cromosomi
del nucleo superiore invece non si dividono piu longitudi-
nalmente, ma si separano 1’ uno dall’altro dirigendosi, 12
verso un polo e 12 verso l'altro.

E’ questo un caso eccezionale che non corrisponde al
processo normale della mitosi.

Se questo fatto sia la regola o l'eccezione mon ci fu
possibile constatare con sicurezza. Certo & perd che l'ana-
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fase dell’ultima divisione che conduce alla formazione del
sacco embrionale otto-nucleato, mostra regolarmente 12
cromosomi diretti verso ai poli dei quattro nuclei in divi-
sione (ripr. 6 b, c).

Questo fatto venne constatato in numerosi sacchi e
nelle ripr. 7 a, b sono rappresentati i cromosomi di due
nuclei calazali superiori in anafase, diretti ai due poli op-

Ripr. 7.-a) Cromosomi del fuso bipolare del nucleo supe-
riore calazale di un sacco embrionale quattro-nucleato secon-
dario. Ad ogni polo si dirigono 12 eromosomi; b) Idem; ¢) Cro-
mosomi del fuso bipolare del nuecleo inferiore calazale di un
sacco embrionale quattro-nucleato secondario., Ad ogni polo
si dirigono 12 cromosomi; d) Piastra equatoriale del nucleo
al micropilo di un sacco embrionale due-nucleato in divi-
sione. 1 12 cromosomi formano 6 coppie di 2 cromosomi cia-
scuna, (Le coppie sono rese piu chiare per mezzo di tratteggi
e denominate con le lettere dell’alfabeto a, b, ¢, d, e, f); e) Pia-
stra equatoriale di un nucleo al micropilo di un sacco em-
brionale guattro-nucleatc in divisione. I 12 cromosomi sono
pure accoppiati come nella piastra rappresentata nella ripr. 7 d.
Ingr. 1600 : 1.

posti nella proporzione 12 : 12; nella ripr. 7 ¢ si hanno quelli
di un nucleo calazale inferiore, pure nelle stesse proporzioni,
Questo modo di divisione ha per conseguenza che il sacco
embrionale otto-nucleato contenga gli otto nuclei con un
corredo di 12 cromosomi ciascuno.
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La posizione dei fusi bipolari & generalmente costante.
Nella maggior parte dei casi i due fusi dei nuclei al mi-
cropilo si dispongono in modo che i quattro nuclei che si
formeranno piu tardi daranno origine ad una tipica tetra-
de; cioe, il fuso del nucleo superiore si dispone general-
mente nel piano orizzontale del sacco, obliquamente al-
I'asse principale, quello del nucleo inferiore invece si di-
spone nel piano verticale, in senso piu o meno obliquo ad
esso (tav. 4, figg. 5, 6). Grazie a questa disposizione dei
fusi ci fu possibile osservare tipiche piastre equatoriali,
specialmente del nucleo inferiore. Risultato di questa divi-
sione e la tipica tetrade rappresentata nella ripr. 8 a i cui
nuclei daranno piu tardi I'apparato oosferico con quattro
nuclei di una guarnitura di 12 cromosomi ciascuno.

La posizione dei fusi bipolari dei due nuclei alla ca-
laza differisce alquanto da quella dei nuclei al micropiio,
e non mostra costanza tra sacco e sacco. I fusi giaciono
orizzontiali nello stesso piano, quello superiore generalmente
obliquo all’asse principale, quello inferiore pit o meno pa-
rallelo ad esso (tav. 4. fig. 6) oppure sono tutt'e due obli-
qui all’asse e paralleli tra di loro (ripr. 8 a).

In molti casi, il comportamento del nucleo calazale in-
feriore & anormale come gia risulta da accenni di E. Sar -
gant (1896), da Ed. Strasburger (1908), e da
J.Heimans (1928) per Lilium Martagon, da
V. Bambacioni e A. Giombini (1930) per
Tulipa Gesn, da D. C. Cooper (1934) per Lilium Hen-
ryi, L. speciosum, L. philadelphicum, L. longiflorum var.
eximium e da I. D. Romanov (1936) per il genere Ga-
gea.

Esso puo infatti degenerare in diverse maniere: in al-
cuni casi nascono da questo nucleo, per un processo di
amitosi, due altri nuclei che danno due antipodi. Nella ri-
pr. 6 b i suoi cromosomi si sono uniti in una massa irrego-
lare amorfa ed intorno ad essa si scorgono fibrille cino-
plasmatiche che non danno pero P'aspetto di un fuso bipo-
lare. Nella maggior parte dei casi, questo nucleo si divide
regolarmente (ripr. 6 c).

4. 11 sacco embrionale otto-nucleato ed i suoi mutamenti
prima della fecondazione.
Nei numerosi ovari, fecondati da circa otto giorni, ab-

biamo potuto, fortunatamente costatare la regolare pre-
senza di sacchi embrionali otto-nucleati. I! loro numero cor-
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risponde, molto da vicino, a quello dei sacchi quattro-nu-
cleati secondari, di modo che nelle nostre varietd non si puo
parlare di una cosi forte degenerazione dei gametofiti fem-
minili come quella rilevata da V. Bambacioni nel
suo materiale 1931 : « Lo studio embriologico di Tulipa
Gesn. mi aveva mostrato che la grande maggioranza dei ga-
metofiti di questa pianta degenera prima di aver raggiunto
lo stadio adulto a causa delle frequenti anomalie di svi-
luppo interessanti la prima comparsa di vacuoli nel cito-
plasma del sacco embrionale e la conseguente polarizzazione
dei nuclei megasporiali; per questo, solo raramente, anche
osservando migliaia di ovoli, s’incontra un gametofito otto-
nucleato normale ».

I gametofiti otto-nucleati da noi riscontrati presentano
tutti un aspetto normale. Nei sacchi, immediatamente dopo
fa telofase dell’'ultima divisione, si osservano due gruppi di
quattro nuclei ciascuno, uno al micropilo, I'altro alla calaza.
T nuclei del gruppo al micropilo assumono quasi sempre
forma di tetrade e sono uniti tra di loro da tipiche fibrille
cinoplasmatiche che contengono generalmente un bellissimo
fragmoplasta (ripr. 8 a).

I quattro nuclei del gruppo alla calaza che giacciono
invece, nello stesso piano, sono legati a due a due da fibrille
cinoplasmatiche e, come avviene tra i nuclei al micropilo, si
osserva un fragmoplasta ben distinto (ripr. 8 a). Numerosi
vacuoli, fra i quali uno di dimensioni maggiori sono sparsi
nella parte centrale del sacco, altri invece di dimensioni mi-
nori, nella regione calazale.

Ben presto le fibrille cinoplasmatiche tendono a scom-
parire, e con loro, i fragmoplasti. Mai abbiamo potuto os-
servare uno sviluppo dei fragmoplasti e per conseguenza la
formazione di membrane cellulari tra i diversi nuclei. Inte-
ressante & poi il fatto che mentre nei sacchi quattro-nu-
cleati secondari esiste una grande differenza di volume tra
i nuclei alla calaza e quelli al micropilo, questa ¢ comple-
tamente scomparsa per i nuclei del sacco otto-nucleato (ta-
vola 4, fig. 7 e ripr. 8 a).

Con il progredire dello sviluppo, si stacca tanto dal
gruppo micropilare come da quello calazale, contempora-
neamente, un nucleo che si dirige verso il centro del sacco.
Sono questi i due nuclei polari e cio¢ quello che si stacca
dal gruppo micropilare, il nucleo polare superiore, quello
che si stacca dal gruppo calazale, il nucleo polare inferiore.
Essi tendono, con I'allontanarsi dai due gruppi, ad aumen-



tare di volume. Se I'aumento del loro volume provoca un
relativo aumento della sostanza cromatica non ci fu pos-
sibile costatare. Essi posseggono da uno a tre nucleoli, come
gli altri nuclei del sacco.

a 3

Ripr. 8. -a) Giovane sacco embrionale otto-nucleato, I fusi
cinoplasmatici come i fragmoplasti sono ancora presenti. Ti-
pica formazione di una tetrade dei nuclei al micropilo. Ingr.
660 :1; &) Sacco embrionale otto-nucleato con il tubo polli-
nico al micropilo contenente i due nuclei spermatici. Oosfera,
e nuclei polari, in' contatto tra di loro, pronti per la feconda-
zione. Sinergidi ed antipodi in via di degenerazione; ¢) Gio-
vane embrione quadricellulare e nueclei dell’albume; d) Idem.
Ingr. 400:1.

Sul valore dei nuclei del sacco otto-nucleato resta da
dire che nella tetrade al micropilo si differenziano due siner-
gidi, l'oosfera, e il nucleo polare superiore gemello con
Foosfera. L’oosfera si distingue dalle sinergidi per il fatto
che, mentre le seconde non tendono ad aumentare di vo-
fume, ma bensi a degenerare, 'oosfera al contrario, pur
non aumentando di molto il suo volume, mostra e conserva
sempre un aspetto giovanile.

Dei quattro nuclei alla calaza, tre formano le anti-
podi, uno il nucleo polare inferiore. Tra le antipodi non
abbiamo mai potuto constatare la formazione di membrane
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cellulari, ma solo una forte degenerazione. Iisse occupano
quasi sempre una parte minima della regione calazale. La
loro degenerazione comincia molto presto, in alcuni casi
gia al momento della divisione del sacco quattro-nucleato.
Con la loro degenerazione & congiunta anche una fragmen-
tazione della loro massa cromatica come gia osservdo A.
Ernst (1901). Al momento della fecondazione, le anti-
podi si presentano quasi sempre come masse cromatiche di
contorno irregolare senza una tipica membrana nucleare,
in completa via di degenerazione e riposano in un citopla-
sma ricco di vacuoli (tav. 4, fig. 8).

5. Cromosomi accoppiati nei nuclei megasporiali.

I cromosomi dei nuclei megasporiali di Tulipa Gesn.
si distinguono per la loro struttura in modo evidente da
quelli dei nuclei vegetativi. Nel loro numero di dodici, nella
loro dimensione, come nella loro posizione, si prestano
nelle diverse fasi del loro sviluppo, per un bellissimo sog-
getto di studio. Interessanti e chiari sono per esempio gli
stadi della divisione riduzionale, i quali possono essere 0s-
servati, anche in grande quantitd, sezionando pochissimo
materiale.

Ancora piu interessanti sono le posizioni dei singoli
cromosomi che abbiamo avuto occasione di costatare in
diverse piastre equatoriali dei nuclei al micropilo. Sono
queste le fasi nelie quali i cromosomi si mostrano accop-
piati a due a due, formando cosi sei gruppi di due cromo-
somi ciascuno. Questo accoppiamento nella fase aploide, fu
gia descritto, per diverse piante, da altri autori e special-
mente da J. Heimans (1928) che lo noto, nelle cellule
generative di Lilium Martagon : le sue figg. 8 e 10 corri-
spondono molto da vicino alle nostre due ripr. 7d, e. La
ripr. 7.d rappresenta la piastra equatoriale di un nucleo al
micropilo di un sacco embrionale due-nucleato in divisione.
Da un primo sguardo si scorge come l'accoppiamento dei
singoli cromosomi non avvenga per puro caso, perché sem-
pre due e sempre quelli di uguale dimensione e forma si
avvicinano 'uno all’altro. Abbiamo avuto cura, per meglio
mostrare queste coppie, di unire i due « Partner » formanti
una coppia con finissimi tratteggi. Cosi si pud chiaramente
vedere come le sei coppie distinte dalle lettere a, b, c, d, e.
f, risultino composte di cromosomi simili tra di loro, i quali
perd, mostrano sempre una piccola differenza con i cromo-
somi che formano un’altra coppia.
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Lo stesso fatto di accoppiamento si riscontra anche in
piastre equatoriali al micropilo del sacco quattro-nucleato
secondario in divisione rappresentato dalla fig. 5 della ta-
vola 4. Nella ripr. 7e & disegnata una di queste piastre.
I’accoppiamento dei singoli cromosomi non avviene pil
cosi regolarmente come mnella ripr. 7 d. Per mezzo dei trat-
teggi si scorgono per0d ancora le sei coppie che mostrano
una cerla analogia con quelle rappresentate dalla ripr. 7 d.

Non possiamo affermare se questo accoppiamento di
cromosomi succede anche nelle piastre equatoriali degli altri
nuclei megasporiali.

V. - La fecondazione

A quanto ci consla, la fecondazione in Tulipa Gesn.
venne studiata fino ad ora solo da A. Ernst (1901). Dai
nostri preparati abbiamo potuto rilevare che questo stu-
dioso ha descritto il fatto con grande esattezza ed in modo
molto approfondito.

Come risulta da quello gia detto a pag. 20 fu nostra
cura di praticare sul numeroso materiale messo a no-
stra disposizione parecchie impollinazioni. 1 granelli polli-
nici variano tanto di volume quanto di diametro; questo
fatto non provoca perd una diminuzione della loro forza
vegetativa sullo stimma del gametofito femminile: la loro
provenienza ¢ bensi la causa di un’eventuale mancata ger-
minazione.

Sezioni longitudinali attraverso ovari impollinati da
alcuni giorni mostrano infatti due categorie diverse fra
loro :

1. Ovari impollinati con polline di individui di altra
varieta (impollinazione allogama) posseggono sezioni nelle
quali si trovano numerosissimi tubi pollinici che si spin-
gono verso le parti inferiori degli ovari e che raggiungono
gli ovuli, comportandosi nella maniera gia descritta da
A. Ernst (1901). « Die Pollenschliuche wachsen den
Papillen entlang in die drei eng ausgezogenen Rinnen
des Kanals hinein, weicher sich im oberen Theile des
I'ruchtknotens zwischen den nicht vollstindig verwach-
senen Fruchtblattern befindet. Auf Léangsschnitten durch
diese Fruchtknotenpartien sind immer eine grosse Zahl
von Pollenschlauchen zu sehen, die zwischen den ein-
und zweizelligen Papillen der Epidermis oder in dem, von
diesen abgesonderten Schleime nach unten wachsen. Sie
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sind hier diinner als nach dem Austritt aus dem Pollen-
korn. Haufig nimmt man in ihrem Innern die Cellulose-
pfropfen wahr, durch welche die leeren hinteren Partien
des Pollenschlauches von dem plasmaerfiillten jiingsten
Theile abgeschlossen werden. Der Form des Pollenschlau-
ches entsprechend sind auch die Kerne linger und diinner
geworden ».

2. Ovari impollinati nel modo auto-xenogamo pre-
sentano invece sezioni nelle quali si vede che i numerosi gra-
nellini pollinici che stanno tra le papille dello stimma pro-
ducono tubetti di lunghezza minima; detti tubetti non rie-
scono mai a penetrare attraverso il canale formato dalla
riunione dei tre carpelli, ma si limitano a vegetare tra le
papille dello stimma, ove degenerano di modo che si pud
affermare che nessun tubetto pollinico proveniente dal pol-
line auto-xenogamo riesci mai a raggiungere la parte infe-
riore dell’ovario. I’ questa la ragione per la quale le im-
pollinazioni auto-xenogame riescono sempre sterili.

Gli stadi di fecondazione dai noi descritli si riferiscono
quindi solo ad individui sottoposti ad un’ impollinazione
allogama.

In ovuli, fecondati da 8 - 10 giorni, si scorge all’apice
dei sacchi embrionali, come osserva A. Ernst (1901), il
tubo pollinico. Esso si lascia colorare in un rosso intenso
dalla saffranina o dalla eosina. Il suo comportamento e,
da ovulo ad ovulo, assai diverso : nella prima parte del ca-
nale formato dal combaciare dei due integumenti interni,
possiede ancora il suo spessore normale che va perdo au-
mentando di mano in mano che il tubo s’avvicina alle cel-
lule della nocella. Al momento in cui il tubo pollinico entra
in contatto con le cellule nocellari, possiede uno spessore
medio di 24 » mentre il suo normale spessore era di soli
9,5 . Esso schiaccia le cellule nocellari e le spinge lateral-
mente di modo che esso le puo attraversare con tutto il suo
volume (tav, 5, fig. 1}, In altri casi, solo una minima parte
entra nell’interno del sacco, mentre il resto del protoplasma
si sparge sulla parte esterna della nocella (tav. 5, fig. 4).
Solo una minima porzione del tubo pollinico entra nell'in-
terno del sacco embrionale, perché svuota i suoi due nuclei
germinativi, contemporaneamente, all’apice del sacco. Nella
nostra ripr. 8 b abbiamo avuto la fortuna di cogliere lo
stadio che precede immediatamente la fecondazione. I1 tubo
pollinico entrato con tulto il suo spessore attraverso le cel-
lule nocellari contiene ancora i due nuclei generativi. Essi
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sono di forma ovale alquanto allungata e posseggono un
denso protoplasma dotato di una finissima struttura cro-
matica, priva perdo di nucleoli.

L’apparato oosferico subisce a questo punto, dal mo-
mento cioe in cui il tubo pollinico si avvicina all’apice della
nocella, un cambiamento notevole; mentre i suoi quattro
nuclei non mostravano, negli stadi precedenti, quasi nes-
suna differenza tra di loro, ora offrono un notevole cam-
biamento di volume. La massa citoplasmatica nella quale
giacevano le due sinergidi e 'oosfera tende a ritirarsi dalle
prime per raccogliersi intorno alla seconda. L’oosfera tende
inoltre ad aumentare alquanto il suo volume ed assume
un aspetto giovanile, percheé possiede da due a tre nucleoli
ed una densa sostanza nucleare; e mentre le sinergidi di-
minuiscono il loro volume e si lasciano tingere debolmente
dall’ematossilina, i vacuoli cominciano a comparire nel loro
interno, tendendo sempre pin a degenerare. Solo deboli fili
citoplasmatici le congiungono alla massa che circonda la
oosfera. Il nucleo polare superiore si dirige, aumentando
molto di volume, verso il centro del sacco per fondersi con
il nucleo polare inferiore, pure aumentato di volume e pro-
veniente dalla regione calazale. Essi vengono circondati da
un denso citoplasma che si mette in comunicazione con la
parte superiore e con quella inferiore del sacco.

Le tre antipodi sono a questo punto, come le sinergidi
quasi completamente degenerate: non rimane che una pic-
colissima massa plasmatica di aspetto molto irregolare. Esse
nuotano in un citoplasma ricco di vacuoli.

Qui giova ricordare la speciale struttura di un gruppo
di cellule che mettono in diretta comunicazione la parte
calazale del sacco embrionale con le piccole cellule nelle
quali termina il fascio fibro-vascolare. Le cellule di questo
gruppo, gia da lungo tempo differenziate, si allungano ora,
— come del resto fa il loro nucleo — quasi tre volte pin
della loro larghezza; il loro protoplasma & molto denso. La
loro presenza &, a ragione, da A. Ernst (1901), spiegata
con le parole seguenti: « Die Untersuchungen Wester -
maier’s haben gezeigt, dass bei vielen Pflanzen den
Antipoden in ihren spiiteren Stadien eine bedeutende er-
nidhrungsphysiologische Funktion zukommt. Bei Tulipa
Gesn. gehen die Antipoden schon vor der Befruchtung oder
dann unmittelbar nach derselben zu Grunde. Man wird
nun wohl nicht fchlgehen, wenn man annimmt, dass die
physiologische Funktion der Antipoden in diesem Falle
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von dem eigenthiimlichen Zellenstrang {ibernommen wor-
den ist, welcher den Embryosack mit dem Leitbiindel in
Verbindung setzt und so die direkte Zufuhr von Nahrungs-
stoffen aus demselben erleichtert ».

I due nuclei generativi lasciano contemporaneamente
il tubo pollinico e si dirigono, secondo le nostre esperienze,
con grande velocita, 'uno verso l'oosfera, I’altro verso i nu-
clei polari. Nei numerosi stadi di fecondazione, da noi esa-
minati, non riscontrammo mai i nuclei generativi maschili
sulla via che li conduce verso l'oosfera o verso i nuclei po-
lari; essi erano, sia contenuti nel tubo pollinico sia gia in
contatto con i nuclei sopraddetti. Percido crediamo di poter
affermare che il tempo che corre tra lo svuotamento del
tubo pollinico ed il momento in cui gli anterozoi entrano
in contatto con i nuclei megasporiali sia minimo. Non ci fu
quindi possibile constatare se gli anterozoi assumano nel
frattempo un aspetto vermifugo oppure mostrino i movi-
menti attivi, che diversi autori descrissero a proposito dei
nuclei germinativi maschili di Lilium Martagon. Abbiamo
per0 potuto costatare in essi un piccolo cambiamento di
struttura, che si ha quando vengono a contatto con l'oosfera
o con i nuclei polari (tav. 5, figg. 1, 2). Nella tav. 5, fig. 1
si vede come il nucleo maschile sia alquanto incurvato e
assuma quasi una forma di mezzaluna. L’oosfera molio
ingrandita & circondata da un denso citoplasma, privo pero
fino ad ora, di una vera membrana cellulare. Il citoplasma
si allunga verso l'apice del sacco emettendo deboli prolun-
gamenti nei quali si trovano ancora resti delle sinergidi.
Lo stesso aspetto del nucleo maschile che si unisce alla
oosfera, assume l'altro, quando si mette in contatio con
uno o con ambedue i nuclei polari. Generalmente, esso rag-
giunge i due nuclei polari quando essi scno gia entrati in
contatto, come risulta dalla fig. 2 nella tav. 5. In questo
caso, il nucleo maschile, alquanto incurvato, si appoggia
con i suoi due apici su ambedue i nuclei polari, stabilendo
tra di loro una specie di legame. Nella fig. 8 della tav. 4
invece, il nucleo spermatico si & unito solo ad uno dei nu-
clei polari, probabilmente al superiore, avendolo raggiunto
prima che esso venisse in contatto con il nucleo polare in-
feriore. Come I’oosfera, anche i tre nuclei vengono circon-
dati da un denso citoplasma che si prolunga come gia si
disse, verso la parte micropilare e la parte calazale.

Non ci fu possibile osservare 'unione di questi tre nu-
clei, ma solo la presenza dei due primi nuclei dell’albume
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(tav. 5, fig. 3), fra i quali si scorgono ancora appena i fili
cinoplasmatici. Crediamo di poter affermare che la divi-
sione del primo nucleo dell’albume segua immediatamente
la fusione dei due nuclei polari con lo sperma e che tutto
il processo si svolga in un tempo brevissimo.

I1 risultato dell’unione dell’oosfera con lo sperma & un
grande nucleo contenente diversi nucleoli. Il citoplasma cir-
costante si & avvolto in una netta membrana cellulare, tra-
sformando il nucleo oosferico in una cellula che nella mag-
gior parte dei casi, ha la forma di una clava fortemente
ingrossata nella sua parte inferiore (la parte rivolta verso
il centro del sacco embrionale), (tav. 5, fig. 1), la quale si
attacca all’apice del sacco mediante finissimi fili citopla-
smatici.

VI. - Sviluppo dell’embrione

Lo sviluppo dell’embrione di Tulipa Gesn. fu studiato
dapprima da A. Ernst (1901), indi da V. Bamba-
cioni (1931). I risultati dei due autori concordano nel-
I'affermare che in Tulipa Gesn. si ha un caso di poliem-
brionia simile a quello che si riscontra in Erytronium ame-
ricanum (E. C. Jeffrey, 1895) in Cynanchum vince-
toricum (G. Seefeidner 1912), in Cynanchum nigrum
(M.L.Guignard 1922), e probabilmente anche in Ery-
tronium dens canis, secondo quanto afferma W. Hofmei -
ster (1861) nelle figg. 4 - 6 della tav. XIX del suo lavoro.

Altre piante infine mostrano il fenomeno della poliem-
brionia che si differenzia da quello delle piante sopra in-
dicate per la sua origine estrasaccale come per esempio in
Coelebogyne ilicefolia, Funkia ovata, Nothoscordon fra-
grans (E. Strasburger 1878), in Opuntia vulgaris
(W.F.Ganong 1898), in Ochna serrulata (A. Chiarugi
¢ E. Francini 1930), in Spathiphyllum Patinii (P . N.
Schiirhoff e Frz. J. Jiissen 1925), in Nigritella
nigra (K. Afzelius 1928), in Sarcococca pruniformis
(J. Wiger 1930), in Allium roseum (C. Cappelletti
1930).

Diametralmente opposte sono le conclusioni sull’origine
dell’embrione alle quali arrivano i due autori sopra citati.

A. Ernst (1901) considera I’ embrione di Tulipa
Gesn. quale prodotto diretto di mumerose divisioni della
oosfera; V. Bambacioni (1931) afferma che esso ha
origine dalla prolificazione delle cellule dell’apice nucellare.
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KRiteniamo quindi nosiro compito seguire lo sviluppo della
cosfera e, contemporaneamente, quello delle cellule nucel-
lari onde poter chiarire le due opposte atfermazioni.

Il sacco embrionale di Tulipa Gesn. e, al momento
della sua fecondazione, completamente circondato dalle cel-
Iule nucellari le quali nella parte inferiore del sacco, for-
mano un tessuto composto di due o tre strati che si pro-
lungano fino oltre la metad del sacco. All’apice, la nocella
si compone sempre di un solo strato di ccllule, provviste
di un grosso nucleo e ricche di citoplasma. Il sacco ha una
forma ovale molto allungata, specialmente nella sua parte
superiore, con un apice alquanto allungato (tav. 4, fig. 8),
mentre la parte calazale si mostra di preferenza allungata
¢ schiacciata. Le prime divisioni che avvengono nel sacco,
dopo la fecondazione, sono quelle dei nuclei dell’albume.

Dopo la formazione di nuclei da quattro a otto dell’al-
bume, si osserva la prima divisione del nucleo oosferico.
Durante questo tempo esso ha attraversato un periodo di
pausa,

Le cellule nocellari dell’apice mon presentano piu la
loro forma cubica, ma si sono di molto allungate mostrando
inoltre diverse divisioni. trasversali. L’apice nocellare ha,
ora, assunto una forma prolungata e alquanto schiacciata
(tav. 5, figg. 4 -5).

Le nostre osservazioni sulla divisione dello zigoto con-
cordano completamente con quelle di A. Ernst (1901).
Noi descriveremo soltanto alcune fasi per dimostrare le re-
lazioni che corrono tra esse ed il modo di comportarsi delle
cellule della mnocella.

Risultati diversi da quelli riferitida V. Bambacioni
{1931}, noi otienemmo, studiando lo sviluppo dell’embrione
di Tulipa Gesn.

Il primo punto discordante sta in questo che V. Bam -
bacioni attribuisce a Tulipa Gesn. una pronunziata ste-
rilita; essa scrive infatti : « Se seguiamo, in natura, il gra-
duale sviluppo dei fiori, ci accorgiamo con facilita che quasi
tutti gli ovari, una volta caduti i tepali, si raggrinzano e
finiscono con il disarticolarsi; solo alcuni cominciano ad
ingrossare e di essi pochissimi soltanto continuano ad aec-
crescersi fino alla formazione dei frutti maturi: infatti da
un centinaio di piante coltivate nel giardino annesso allo
Istituto, nel giugno 1929 potei raccogliere solo tre capsule
e nel luglio 1930, avendo adoperati tre ovari gia allegati
per losservazione microscopica, ne raccolsi una sola. Di
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questi quattro frutti, raccolti in due anni consecutivi, uno
conteneva 204 semi, dei quali perd soltanto 135 sembra-
vano abboniti, un altro ne aveva 84 con 45 apparentemente
abboniti, il terzo 75 con 10 soli abboniti, e infine il quarto
119 di cui 80 mostravano '’embrione ».

Dalle nostre colture del 1934 ottenemmo invece, dalla
impollinazione allogama, su 123 individui, 120 frutti ma-
turi con 29140 semi abboniti e una media di 242 semi per
frutto.

I pochi frutti ottenuti da V. Bambacioni non de-
rivano quindi che da una scarsa impollinazione allogama,
cio che spiega il debole grado di fertilitd degli individui in
questione.

Gli stadi degli ovuli rimasti con le stesse dimensioni
che avevano prima dell’impollinazione, stadi in cui i sacchi
embrionali o sono completamente degenerati, o contengono
soltanto masse basofile in cui difficilmente si possono ri-
conoscere dei nuclei, riscontrate dall’A. sopra citata, eb-
bimo occasione di osservare in ovari sottoposti all’ impol-
linazione auto-xenogama, £’ probabile che i sacchi embrio-
nali degenerino alla loro volta o che non arrivano al loro
sviluppo completo per la mancata germinazione del polline
fecondatore. I tubetti pollinici osservati da V. Bamba -
cioni nel canale micropilare provengono sicuramente dai
granellini di polline straniero il quale solo & in grado di
produrre una fecondazione. Da questa infatti, derivano i
pochi semi abboniti, ottenuti nei frutti raccolti dalla stessa.
Noi crediamo che gli sladi disegnatida V. Bambacioni
nel suo lavoro del 1931, nelle figg. 1a, 1 b, 2, 3. e 4 della
tav. VI non abbiamo mostrato il tubetto pollinico nel canale
micropilare quale risulta anche dalle figg. 2 e 3 della stessa
tavola, ma che siano, come sopra detto, stadi degenerati
in conseguenza di una mancata f{econdazione. Spiegata
quindi la causa di guesti stadi andati a male passiamo a
descrivere i sacchi nei quali si sviluppano le fasi successive
della divisione dello zigoto.

Negli ovari impollinali con polline straniero, da noi
esaminati, sta raccolto in ogni sacco fecondato da alcuni
giorni, lo zigoto in via di divisicne. La prima divisione se-
ziona lo zigoto in due cellule: una piccola cellula apicale
con ricco citoplasma ed una basale di maggiore dimen-
sione, che manda dei prolungamenti citoplasmo '~ verso
I'apice del sacco (tav. 5, fig. 5). La membrana cellulare
divisoria si dispone per lo piu orizzontalmente; aleune volte



¢ leggermente obliqua, in altri casi infine & completamente
longitudinale. Le due cellule cosi formate non si dividono
contemporaneamente; nella maggior parte dei casi, la divi-
sione della cellula basale precede quella della cellula api-
cale (tav. 5, fig. 6). 1 fusi bipolari non si dispongono sem-
pre nello stesso modo, siccheé si ottiene gia in questo stadio
un corpo embrionale di quattro cellule differenti (ripr. 8c,
d). Le divisioni successive avvengono in modo molto irre-
golare, e producono una massa di aspetto alquanto irrego-
lare.

V. Bambacioni (1931), scrive a pag. 149: « Ne-
gli ovuli centrali, che corrispondono ai semi abboniti, si
trovano piccoli embrioni di due o di quattro cellule e un
numero variabile di nuclei dell’albume. Questi embrioni di-
staccati dalla parete del sacco non avevano sospensore ed
alcuni di essi, sia per la presenza di molti vacuoli melle
loro cellule, sia per la loro posizione laterale, sia infine per
la forma arrotondata delle cellule, non avevano un aspetto
normale; alle volte anzi erano manifestamente in via di
degenerazione ». Questi stadi di degenerazione non vennero
mai osservati nei nostri numerosi preparati: al contrario, le
cellule onde risultavano composti questi piccoli embrioni,
avevano tutte un aspetto giovanile; contenevano cioé un
grosso nucleo, con 1 o 2 nucleoli, ed un ricco protoplasma.
Solo alcune cellule, verso I'apice del sacco, mostravano al-
cuni vacuoli e mandavano prolungamenti citoplasmatici,
quasi a sostegno del resto della massa, verso le cellule nocel-
lari (tav. 5, fig. 7). Inoltre, i giovani embrioni rappresentati
nelle figg. 6 e 7 della tav. VII del lavoro di V. Bamba-
cioni (1931), non mostrano un cosi forte stadio di dege-
nerazione come I’A, stessa vuol far valere: infatti due
delle quattro cellule componenti il piccolo embrione della
fig. 7 tav. VII offrono una mitosi completamente rigogliosa
e normalissima. Giudicando solamente dalle figure sopra
dette, noi non crediamo di poter parlare di una probabile
degenerazione degli embrioni in questione.

Dall’osservazione del nostro materiale crediamo di po-
ter affermare, con completa sicurezza, che gli stadi deri-
vati dalla divisione dello zigoto non degenerano ma, che
continuano a regolarmente dividersi, in uno stato giovanile.

Importantissimo per comprendere la conformazione di
questa massa embrionale nei suoi stadi successivi ¢ lo
aspetto che presentano 'apice del sacco embrionale e le sue
cellule nocellari.
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Non osservammo mai il gruppo di cellule ingrandite
dell’apice nocellare, osservate da V. Bambacioni (1931),
in un sol ovolo e che fece pensare a una probabile prolifi-
cazione di esse con formazione di embrioni avventizi.

L’allungamento delle cellule nocellari, gia osservato al
tempo della formazione dello zigoto, si & fatto sempre piu
evidente; la maggior parte delle singole cellule hanno una
lunghezza doppia della loro larghezza, e la densita del loro
protoplasma e di molto diminuita. Anche il nucleo, confor-
memente si ¢ allungato alla forma assunta dalle cellule. 11
prolungamento delle cellule nocellari presenta per conse-
guenza un allungamento dell’apice del sacco e contempora-
neamente, per la pressione esercitata dalle cellule degli in-
tegumenti, uno schiacciamento di esso verso l'interno.

La massa embrionale non viene schiacciata da questo
processo, ma il tutto si ritira leggermente, sempre dividen-
dosi, nella parte pitt larga del sacco. La parte superiore del
sacco prende l'aspetto di un triangolo isoscele. con i lati
unguali molto lunghi ed una base stretta, sulla quale giace la
base deila massa embrionale. '

Il continuo progredire del processo di compressione
delle cellule vegetative dell’apice mocellare ed il continuo
aumento di volume della massa embrionale provoca un
avvicinamento delle prime cellule alle seconde, di modo
che, negli stadi in cui si osservano all’estremita libera del
« Vorkeim » i primi abbozzi embrionali, le cellule nocellari
dell’apice possono da una superficiale osservazione venire
confuse con quelle embrionali. In sezioni di 30, 40 & si os-
servano sempre, a motivo del forte schiacciamento della
regione dpicale, le cellule formanti la calotta quasi nello
stesso piano ottico, di modo che difficilmente si riesce a di-
stinguere le cellule appartenenti alla parte inferiore o a
quella superiore, da quelle appartenenti alle parti laterali
della calotta apicale. In queste condizioni si puo credere
che si trovi lo stadio disegnato nella fig. 9 della tav. VII da
V.Bambacioni (1931) dove si possono vedere le cel-
lule nocellari della parte laterale della calotta apicale, in
sezione transversale e quelle della parte inferiore o supe-
riore, con le quali sono apparentemente in comunicazione
le cellule embrionali del « Vorkeim ». Questo stadio & pure
rappresentato dalle nostre figg. 8 e 9, tav. 5. Queste figure
sono state disegnate con un forte ingrandimento, affinche
i confini tra le cellule nocellari e quelle embrionali potes-
sero apparire chiaramente.
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La massa embrionale si differenzia infatti da quella
nocellare, in quanto che mai una cellula delle prime, pur
essendo nelle immediate vicinanze e quasi addossata alle
seconde, mostra una diretta continuita che faccia pensare
ad una derivazione dalle cellule nocellari. Enormemente
grande ¢ la differenza di volume delle cellule nocellari con
quelle embrionali nel loro punto di contatto. Non ¢i fu mai
possibile osservare un graduale aumento di volume delle
prime nelle seconde; le cellule embrionali sono alla loro
base (nel punto di contatto con le cellule nocellari) due o
tre volte piu voluminose di quelle nocellari e s’ incuneano
nella stretta calotta apicale formata dallo schiacciamento
della nocella che avvolge, a guisa di velo, parte di esse.

Un carattere che poirebbe indurre in errore & quello de-
rivante dal fatto che le cellule nocellari sono quasi comple-
tamente svuotate e se ne scorgono le sole membrane come
pure le cellule embrionali in diretta comunicazione con esse;
quest’ultime a differenza delle prime, pur provviste di scarso
citoplasma, mostrano quasi sempre da due a tre nucleoli,
cid0 che raramente si osserva ancora nelle cellule nocellari.
Avvicinandosi all’apice della massa embrionale, il conte-
nuto delle singole cellule cresce di volume e si fa denso e
compatto. In questa regione, appunto, si sviluppano gli ab-
bozzi embrionali dei quali uno solo continuera a svilup-
parsi e produrra il vero embrione.

Lo svuotamento delle cellule basali del « Vorkeim »
venne gia osservato da A. Ernst (1901), e descritto
come segue : « Wihrend der Entwicklung des Embryo ver-
schwindet allmidhlich der Inhalt der grossen, vorher so pla-
sma-und kernreichen Zellen, des Vorkeimtrdgers. Dieser ist
nutzlos geworden und degeneriert. Die in den fliissigen
Bestandteilen seiner Zellen noch aufgespeicherten Stoffe
finden zum Aufbau des Embryo Verwendung ». Noi pos-
siamo aggiungere che lo svuotamento delle cellule del « Vor-
keimtrdger » avviene gia prima della formazione dell’ em-
brione, e prima di esso si effettua lo svuotamento delle cel-
lule della nocella.

Da quanto fu sopra riferito crediamo di poter affer-
mare con sicurezza che I’embrione di Tulipa Gesn. non de-
riva dalla prolificazione delle cellule epidermiche dell’apice
nocellare, ma bensi da un graduale sviluppo dello zigoto,
secondo la descrizione fatta da A. Ernst (1901).

I singoli stadi dello sviluppo dello zigoto, dell’ulteriore
sviluppo dell’embrione, come pure della formazione dei nu-



- -

clei dell’albume da »noi osservato concordano pienamente
con i risultati di A. Ernst (1901), riferiti a pag. 52 - 62
e illustrati melle tav. VI, VII, VIII, dello stesso lavoro.

Conclusione

I caratteri tipici dello sviluppo del gametofito femmi-
nile e dell’embrione di Tulipa Gesn. si lasciano riassumere
uei punti seguenti :

1. La cellula archesporiale diventa direttamente cel-
lula madre e questa, senza attraversare lo stadio di tetrade,
cellula del sacco embrionale.

2. Nel nucleo inferiore del sacco embrionale due-
nucleato non si nota un aumento di cromosomi.

3. La polarizzazione normale dei nuclei megasporiali
del sacco embrionale quattro-nucleato avviene nel tipo
1+ 3 e da origine al sacco embrionale quattro-nucleato
primario. La terza divisione da origine a due nuclei nella
parte superiore del sacco, mentre dai tre nuclei calazali,
fusi insieme nel loro stadio di metafase, nascono i due grossi
nuclei della parte basale del sacco. I cromosomi dei tre nu-
clei basali non si dividono longitudinalmente ma si sepa-
rano, nei casi da noi osservati, 24 si avviano verso il polo
superiore, e 12 verso quello inferiore dando cosi origine a
un sacco embrionale quattro-nucleato secondario.

4., I 24 cromosomi del grosso nucleo calazale supe-
riore si separano senza dividersi longitudinalmente, diri-
gendosi in numero di 12 verso i due poli opposti. I 12 cro-
mosomi del grosso nucleo calazale inferiore, si dividono
invece longitudinalmente nello stesso modo dei cromosomi
dei due nuclei micropilari.

5. I nuclei del sacco embrionale otto-nucleato pos-
siedono, per conseguenza, il numero aploide di 12 cromo-
somi. Nel sacco embrionale otto-nucleato non si osserva
mai una formazione di cellule.

6. In Tulipa Gesn. si osserva una doppia feconda-
zione normale. Sinergidi ed antipodi degenerano ben presto.

7. L’embrione di Tulipa Gesn. si forma dall’oosfera
fecondata. Non abbiamo mai constatato una prolificazione
delle cellule nocellari apicali e per conseguenza un embrione
di origine estrasaccale.
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Spiegazione delle tavole

(Le linee esterne che circondano in parte le singole figure delle tavole II, III,
IV, V sono prodotte da ombre di contorno nei clichés, esse non appartengono

ai disegni)

TAV. L

Figura

ot

Lol

r

-1

(La tavola venne ridotta di /s della sua grandezza na-
turale),

Frutti ottenuti nelle diverse varietd dall’impollinazione
allogena, con riceco contenuto di semi. Grandezza natu-
rale dei frutti: 10,6 - 7 cm.

Frutti ottenuti nelle colture impollinate nel modo auto-
xenogamo e provenienti da wuna scarsa impollinazione
allogena, con wscarso contenuto di semi, Grandezza na-
turale dei frutti: 4,6 - 3,6 em.

Frutti ottenuti coll’impollinazione auto - xenogama, com-
pletamente privi di semi. Grandezza naturale idei frutti:
4 - 2,5 cm.

(I frutti vennero fotografati e ridotti di /s della loro
grandezza naturale).

Semi abboniti,

Semi non abboniti.

(Tutti i semi vennero fotografati nella loro grandezza
naturale).

TAV. IL

Cellula madre delle megaspore con nucleo in riposo.
Ingr. 660 :1.

Cellula madre delle megaspore con il nucleo in cui la
sostanza cromatica si dispone in fili a forma di collana.
Ingr. 660:1,

Cellula madre delle megaspore con il nucleo nei primi
stadi della sinapsis. Ingr. 660 : 1.

Cellula madre delle megaspore con il nucleo in sinapsis
avanzata. Ingr. 660 :1,

Cellula madre delle megaspore in cui il nucleo contiene
i fili cromatici disposti paralleli 'uno all’altro.

Ingr. 660 :1.

Cellula madre delle megaspore con il nucelo in giovane
stadio di diacinesi. Ingr. 660 :1.

Cellula madre delle megaspore con il nucleo in diacinesi.
Ingr. 660 : 1.

Metafase del fuso eterotipico con una tipica piastra equa-
toriale di 12 gemini. Ingr. 660: 1.

Anafase del duso eterotipico. Ingr. 660 :1,

Sacco embrionale due-nucleato. Ingr. 660 : 1.

Nuclei del sacecc embrionale due-nucleato che si acein-
gono alla divisione omeotipica. Ingr. 660 : 1.

Fusi bipolari di uguale dimensione della divisione omeo-
tipica. Ingr. 660 : 1.
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Figura

Lo
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TAV. IIL

Anafase della divisione omeotipica. Ad ogni polo si diri-
gono 12 cromosomi. Ingr. 660 : 1.

Anafase della divisione omeotipica. I cromosomi giaciono
ai poli, strettamente congiunti 'uno ’altro. Ingr. 660 : 1.
Giovane sacco embrionale quattro-nuecleato., I nuclei me-
gasporiali sono disposti in mpila. Ingr. 400 : 1.

Giovane sacco embrionale guattro-nucleato., I nueclei me-
gasporiali sono disposti due al micropilo, uno al centro
e uno verso la regione calazale del sacco. Ingr. 660: 1.
Giovane sacco embrionale quattro-nucleato. Un nucleo
megasporiale al micropilo, due verso la meta idel sacco
e uno alla calaza. Formazione di un vacuolo tra il nucleo
al micropilo e i due che si trovano verso la meta del
sacco. Ingr. 660 :1,

Giovane sacco embrionale quattro-nueleato, I nuclei me-
gasporiali sono disposti quasi in croce. Ingr. 660 : 1,
Formazione di vacuoli in un giovane sacco embrionale
quattro-nucleato. Ingr. 660 : 1.

Giovane sacco embrionale quattro-nucleato primario del
tipo 1 + 3. Un nucleo della regione micropilare si & spo-
stato verso quella calazale. Ingr. 660: 1,

Giovane sacco embrionale quattro-nucleatoc primario del
tipo 1 + 3 nello stadio di spirema. Grosso vacuolo tra
il nucleo al micropilo e i tre alla calaza. Ingr. 660 : 1.
Giovane sacco embrionale quattro-nucleato primario in
divisione. Ingr. 660:1.

Giovane sacco embrionale quattro-nucleato primario in
divisione. I cromosomi dei tre nueclei alla calaza tendono
a confluire in un’unica piastra equatoriale. Ingr. 660 : 1.

LAY, IV,

(La tavola venne ridotta di '/s della sua grandezza na-
turale).

Stadio successivo a quello rappresentato nella fig. 11,
tav. III. La piastra eguatoriale del fuso triploide infe-
riore mostra 36 cromosomi. Ingr. 6690 : 1.

Giovane sacco embrionale wquattro- nucleato primario
(1 + 3) in divisione. Nucleo micropilare con mna tipica
piastra equatoriale con 12 cromosomi accoppiati a due
a due, Fuso bipolare inferiore in anafase: la maggio-
ranza dei eromosomi si dirige wverso il polo superiore del
fuso. Ingr. 660:1.

Sacco embrionale quattro-nucleato secondario (2 + 2) ot~
tenuto da un ovario prima dell’antesi. I’aumento di vo-
lume dei due nuclei inferiori deriva dalla divisione pre-
cedente, rappresentata dalla fig. 2 Ingr, 660:1,

Sacco embrionale (2 + 2) quattro-nucleato secondario ot-

tenuto da un ovario dopo l'antesi. Nuclei megasporiali
nello stadio di spirema. Nucleo inferiore in via di dege-
nerazione, Ingr. 660: 1.
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Figura

5.

Sacco embrionale quattro-nucleato secondario (2+2) in
d_1v1sione. Nucleo micropilare inferiore con una tipica
piastra equatoriale di 12 cromosomi accoppiati a due a
due. Nucleo calazale superiore con una piastra equato-
riale di 24 cromosomi. Nucleo calazale inferiore con 12
cromosomi gia longitudinalmente divisi. Ingr. 660 : 1.
Stadio successivo al precedente. Nei due fusi bipolari
della regione calazale si contano 12 cromosomi diretti
ai poli. Ingr. 660:1,

Sacco embrionale otto-nucleato. Due delle antipodi in
via di degenerazione. Ingr. 400:1,

Doppia fecondazione. Sinergidi e antipodi in degenera-
zione avanzata. Ingr, 400:1.

LAV, V,

(La tavola venne ridotta di '/a della sua grandezza na-
turale),

Fecondazione dell’oosfera. Nucleo spermatico adagiato, in
una tipiea forma ineurvata, sull’oosfera. Sinergidi in de-
generazione avanzata. Ingr, 660 :1.

Fecondazione dei nuclei polari. Il nucleo spermatico sta-
bilisce nella sua forma incurvata come up legame tra i
due nuclei polari. Ingr. 660 : 1.

I due primi nuclei dell’albume. Antipodi in degenera-
zione avanzata. Ingr, 400: 1.

Giovane oosfera a forma di clava, Formazione di una
membrana cellulare. All’apice della nocella, tubo polli-
nico. Ingr. 400 :1.

Giovane embrione bicellulare prodotto dalla feconda-
zione dcll’oosfera, I’apice nocellare presenta uno schiac-
ciamento. Ingr. 400 :1.

Giovane embrione tricellulare. (Cellula apicale in divi-
sione. Ingr. 400 :1,

(Giovane embrione multicellulare di aspetto rigoglioso
sospeso all’apice nucellare da prolungamenti citoplasma-
tici. L’apice nucellare presenta un forte schiacciamento
verso l'interno. Cellule nucellari con scarso contenuto for-
temente stirate nella loro lunghezza. Ingr. 400 :1.

« Yorkeim » con abbozzi embrionali al suo apice. Le cel-
lule della calotta apicale della nucella giaciono nello
stesso piano e vengono a contatto con le cellule della
massa embrionale, Ingr. 400:1.

Idem, Si noti 'aumento del contenuto protoplasmatico
delle cellule nucellari verso Papice della massa embrio-
nale. Ingr. 400:1,
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