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1-INTRODUGAOQ

Investigagdes citolégicas estdo sendo realizadas para eiplicar o motivo
de nfo se ter observado, até agora, a ocorréncia de plantas com félhas enru-
gadas na descendéncia do cafeeiro rugosa (Coffea arabica L. var. rugosa
K. M. C.).

A principio supbs-se que isto poderia estar correlacionado com a ocor-
réncia, no rugosa, de camadas de células com nimeros miiltiplos de cro-
mossOmios. A andlise citolégica realizada (1) revelou, no entanto, a exis-
téncia de um nimero normal de 44 cromossémios em todos os tecidos estu-
d‘i(los, indicando que essa varia¢fio ndo constitui uma quimera citoldgica.

Sabe-se que o cafeeiro rugosa produz um ntimero muito limitado de
frutos. Neste trabalho procurou-se estudar o processo da microsporogénese,
a fim de ver se nela ocorre alguma irregularidade que possa explicar essa
baixa produtividade. As observacbes sdbre as vérias fases da microsporo-
génese constituem também uma contrlbmga.o para o estudo da meiose na
espécie Coffea arabica L. -

2-MATERIAL E METODO

Os botdes, colhidos e fixados imediatamente em “Carnoy” (trés partes
de dlcool absoluto para uma de dcido acético glacial), foram -conservados
em refrigerador, durante todo o tempo em que se realizaram éstes estudos,
tendo-se o cuidado de renovar o fixador, 24 horas apds a colheita. As anteras,
para estudo dos microsporocitos e também dos mierésporos, foram coloridas
pelo método usual do carmim acéfico.

O pélen de flores colhidas no dia da sua abertura foi semeado em 14minas
com fAgar a 0,5 ¢ 15% de sacarose, e examinado 24 horas depois da semeagio.

Todos os desenhos aqui apresentados foram feitos com auxflio da cé-
mara clara.

" (1) Trabalho apresentado A Primeira Renmao Anpusl da Sociedade Brasileira para o Progreeao da
Ciéncia, realizada em Campinas, de 1 a 15 de outubro de 1949.

- 2 A autora expressa 08 Beus agradecimentos a2 engenbeiro agrénomo Antdnio Joué Teixeiwra Mende-
pela orientacio dada na execugfo déste trabalho,
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3-OBSERVACOES REALIZADAS
3.1- MICROSPOROGENESE

O exame dos microsporocitos mostrou, mais uma vez, a dificuldade que
apresentam de se colorirem pelo carmim acético, em infcio de préfase. Neste
estado, o nucléolo é relativamente grande e bem colorido. Alguns cromosso-
mios tém uma fendéncia para permanecer ligados ao nucléolo, 4 medida
que a préfase caminha para um estado mais adiantado, ao passo que os
demais cromossémios se espalham mais ou menos uniformemente pelo nicleo.
Em diaquinese, dois pares e, s vézes, aparentemente trés pares, aparecem
ligados ao nucléolo, que entdo se apresenta mais descolorido. Nesta fase,
0s cromossOmios se mostram bastante contraidos, com uma regifio cromética,
bem nitida, que constitui, por assim dizer, um corpo, e uma ou duas regides
nio cromiticas, como se fdssem prolongamentos do cromossémio. na
regifo cromatica que se situa o centrémero, 4s vézes bem visivel no estado
anterior ao de diaquinese. Quando sfo duas as regiGes nfio crométicas, o
cromossdmio se apresenta como um bastonete, com um prolongamento ‘claro,
partindo de cada extremidade. Em diaquinese os cromossémios estdo parea-
dos, raramente se notando univalentes. Nao foram encontrados polivalentes.

A unido dos elementos, em pares, se dd pelas partes fracamente cro-
méticas. As zonas cromaiticas se repelem sistematicamente, enquanto um,
dois ou trés quiasmas se formam nos “prolongamentos”. Os cromossdmios
com um Unico quiasma apresentam-se em forma de “V”’, “L” ou “I”. Aqué-
les com dois quiasmas tomam a apareéncia de um “O” e, quando hé mais
de dois quiasmas, a aparéncia do cromossdmio é de “OX” (fig. 1-4).

Em diaquinese foram observados, em média, 3,0 bivalentes com trés
quiasmas, 12,3 com dois quiasmas, 6,3 com um quiasma e 0,3 com nenhum
quiasma (quadro 1). )

A figura 1-B corresponde a cromoss6mios num estado anterior & metd-
fase, que chamamos de prometdfase; nesta fase éles se apresentam mais
contraidos e, por ésse motivo, mais fortemente coloridos. Em metéfase I,
os cromossOmios atingem o méximo de concentragfio e se arranjam em 22
pares, na placa equatorial (fig. 1-C). Esta fase, bem como o infcio de anéfase
(fig. 1-D), se presta para a realizacdo de observacdes sbbre o pareamento
dos cromossémios. De dez células examinadas, sdmente duas apresentavam
pares que nfo se mostravam intimamente associados (uma com um tnico,
outra com dois pares) (quadro 1).

O ntmero de cromossémios sem quiasmas, em metéfase, foi 0 mesmo
observado em diaquinese (0,3 em média). Notou-se, porém, um aumento
no nmimero de bivalentes com um tnico quiasma (de 6,3 para 11,0}, e uma
redugdo de bivalentes com dois quiasmas (12,3 para 8,4). O ndmero de
bivalentes com trés quiasmas também foi reduzido de 3,0 para 2,3. O total
de quiasmas, por célula, foi assim reduzido de 40,0 em diaquinese, para 34,7
em metafase (quadro 1).

A distribui¢iio dos cromossdmios, para os pélos em andfase I, é normal,
tendo sido possivel contar, em cinco células, 22 cromossémios em cada pélo.
Em quatro outras células contaram-se 22 cromossdmios em um pélo,
ndo sendo possivel a contagem em outro pélo. Em metéfase II contaram-se



Fev. 1950 OBSERVAGOES cIToLOGICAS EM COFFEA 63

Ficura 1~ A a F: Meiose na variedade rugosa. A — diaquinese, x 1400; B — pro-
metifase, x 1400; C — vista lateral da metafase 1, n=22, x 2800; D — infcio de an
I, n=22, x 1400; E — metifase II, onde se véem 22 pares de cromossdmios em cada
placa, x 1400; F — anifase II, onde se contam 22 cromossémios em dois pdlos e
44 nos outros dois pélos juntos, x 1400; G a I: Fases da mitose em micrésporo:
G -— microsporo recém-formado, j4 independente, x 1400; H — metifase em micros-
poro n=22, x 1400; I — microsporo no estado de dois micleos, x 1400.
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Quabro 1.-Coniagem ' de quiasmas em células meibticas de café da variedade rugosa

iﬁﬁ‘?ﬁ N@mero de bivalentes com : thal de Nﬁme}-o
Células lentes quiasmag | de quias-
por Nenhum Um Dois Trés cgl?zlia, I&a‘f 1133 gl,;e
célula | quiasma | quiasma | quiasmas | quiasmas 8.

DI1AQUINESE

1 22 1,0 9 10 2 35 1,6

2 22 0,0 5 13 4 43 1,9

3 22 0,0 5 14 3 42 1,9

Média ..... 22 0,3 6,3 12,3 3,0 40,0 1,80
Merirase 1

1 22 1,0 13 6 2 31 1,4

2 22 0,0 13 6 3 34 1,5

3 22 0,0 13 7 2 33 1,5

4 22 2,0 11 7 2 31 1,4

5 22 0,0 11 9 2 35 1,6

6 22 0,0 11 9 2 35 1.6

7 22 0,0 11 9 2 35 1,6

8 22 0,0 9 10 3 38 1,7

9 22 0,0 9 10 3 38 1.7

10 22 0,0 9 11 2 37 1,7

Média ... .. 22 0,3 11,0 84 | 23 34,7 1,57

22 cromossémios em cada placa. A fig. 1-F representa uma metéfase II,
onde cada cromossémio j4 se acha dividido.

Também a anéfase II se apresenta normal ; em vérias células conta-
ram-se 22 cromossémios em um, dois, trés, ou nos quatro pélos (fig. 1-E).

Se bem que nfo féssem verificadas anomalias na distribuicfio dos ero-
mossdmios, devem elas ocorrer acidentalmente, pois de 82 células em teld-
fase II, sete foram observadas que, além dos quatro ntcleos, mostravam
alguns cromossOmios esparsos pelo citoplasma (“laggards’); em quatro
outros casos, foram encontrados cinco ntcleos telofdsicos em vez de quatro.

Em seguida, separa-se o citoplasma, formando-se uma téirade de mi-
erésporos. A maior parte das tétrades é normal; algumas vézes, porém,
elas apresentam micréeitos adicionais. Em alguns casos foram notados
somente dois ou trés micrésporos de aparéncia normal, acompanhados de um
ou dois micrdeitos, conforme a seguinte relagdo :

N.° DE MICRGSPOROS8 E MICRAOCITOS POR TELTRADE

micrésporos micrdcitos N.o de células
4 0 140
4 2 2
4 1 7
3 0 1
3 1 (sem nticleo) 8
2 2 (sem niicleo) 3
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3.2-ESTUDO DO POLEN

E comum observar-se nos micrésporos recém-formados, ainda na forma
de tétrade, além do nucléolo grande, sempre bem visivel, um outro nucléolo
pequenoc. Quando j& independentes, porém, os micrésporos apresentam, em
geral, um niicleo, onde se vé& sdmente um grande nucléolo e os corptsculos
croméiticos, (correspondentes aos cromossdmios), em nimero aproximado de
22 (fig. 1-G).

Logo depois de os micrésporos se tornarem independentes, ocorre uma,
mitose somética nos micrésporos. Na metdfase desta divisio pdde-se con-
tar n=22 cromossdmios (fig. 1-H). Os dois ntcleos filhos, resultantes da
divisgo, apresentam uma nftida diferenca no tamanho dos seus nucléolos.
Um déles tem um nucléolo grande e conserva-se geralmente em posigéo cen-~
tral na célula; o outro tem um nucléolo pequeno e vai-se localizar na peri-
feria da célula (fig. 1-I).

O pélen, semeado em ldmina preparada com &4gar a 0,59 com 15%,
-de agdcar, germina dentro de poucas horas. Foram preparadas dez liminas
com 0 péblen de cinco flores (duas l4minas de cada flor). De 1100 graos de
pélen semeados, 758 germinaram, o que corresponde g uma percentagem de
germinagio de 699, aproximadamente.

4-RESUMO E CONCLUSOES

-0 estudo da microsporogénese na var. rugosa de C. arabica foi realizado
a fim de se obterem dados que pudessem esclarecer néio 86 a baixa produti-
vidade dessa variedade, como também o fato de nfio se terem ainda obser-
vado plantas tipicas rugosa nas progénies désse cafeeiro, estudadas pela
Secciio de Genética.

Pequenas irregularidades foram notadas na distribuigdo dos cromoss6-
mios em Anéfase IT e na formacio dos micrésporos. A grande maioria dos
grios de pélen formados tem n=22 cromossdmios.

Houve dificuldade em se examinar a estrutura dos cromossémios em
inicio de profase. Em diaquinese, dois pares e, 4s vézes, aparentemente trés
pares, aparecem ligados ao nucléolo. Nessa fase pbde-se, com relativa faci-
lidade, localizar o centrébmero e fazer as contagens dos quiasmas. Obser-
vou-se que, em média, 6,6 bivalentes apresentam um s6 quiasma; 12,3
dois quiasmas e 3,0 bivalentes mostram trés quiasmas. Contaram-se, tam-
bém, o8 quiasmas formados em metédfase I, notando-se uma redugfo em seu
ndmero ; o total por célula é de 40,0 em diaquinese e de 34,7 em metdfase.
Estudou-se também a primeira divisdo que ocorre nos micrésporos, verifi-
cando-se ser normal. Os dois nicleos resultantes diferem em tamanho e na
dimensdo do nucléolo que encerram. Os grios de pélen sfio normais, veri-
ficando-se 699, de germinac¢iio em meio contendo Agar e sacarose.

O fato de nfo se terem encontrado ainda plantas rugosa na descedéncia
do tinico exemplar existente dessa variedade, deve ser o resultado do pequeno
tamanho das progénies estudadas, o que estd correlacionade com a baixa
produtividade do rugosa. Os resultados apresentados neste trabalho indicam
que essa baixa produtividade nfo é devida a anomalias na microsporogénese.
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SUMMARY

Only one plant of Coffea arabica L. var. rugosa K.M.C., is available for study
Its fruit production is very low. Of the progeny observed, none has reproduced th
rugose condition of the leaves characteristic of the parent plant. Previous study ha
shown that the rugose condition of the leaves could not be considered a somatic chimer.
because the tissues have a normal number (2n=44) of chromosomes.

The present cytological study was undertaken in order to find out if the low yiel
of the rugose variety could be related to abnormalities in microsporogenesis.

The structure of the chromosomes in early prophase is difficult to study. In diaki
nesis two pairs and sometimes three pairs of chromosomes appear to be attached to th
nucleolus. Also in diakinesis it is possible to locate the centromere in the chromosom
pairs and to count the chiasmata. It was observed that an average of 6.6 bivalent
show one single chiasma, 12.3 bivalents show two chiamata and 3.0 bivalents shov
three chiasmata. The average total number of chiasmata per cell at this phase is o
40.0, while at metaphase this number is reduced to 34.7. The first division in the mi
crospore is normal and the resulting two nuclei differ in size and also in the size o
their nucleolus.

The polen grains are normal, giving 699, germination on & medium containin
0,5% of agar and 159, of sucrose.

It is concluded that microsporogenesis is normal and would not appear to be relate
to the low production of fruits of the rugosa variety. The fact that none of the progen;
has reproduced the rugose condition might be due to the limited number of plants observed
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