OBSERVACOES CITOLOGICAS EM COFFEA
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1-INTRODUCAO

O comportamento meidtico de algumas espéeies e variedades do género
Coffea, vem sendo, desde alguns anos, objeto de investigacdes pelos téenicos
da Secgdo de Citologia déste Instituto. Assim é que a meiose em diversas
variedades de Coffea arabica 1. j4 foil descrita, constituindo um processo
normal nas variedades tetrapldides (2n=44) (4, 6), enquanto que nas for-
mas monosperma, (2n=22) (1) e bullata (2n=66 ¢ 88) (3) é bastante anor-
mal. Trregularidades também foram encontradas numa forma tetrapldide,
provivelmente um hibrido espontineo entre C. arabica e C. Dewevretr (5).

Estudos semelhantes foram cfetuados em Coffea canephora Pierre ex
Frochner (2n=22) que, embora auto-gstéril, se comporta normalmente
no que diz respeito 4 meiose (7).

No presente trabalho serdo apresentadas as observagdes feitas na mi-

crosporogénese de outra espécie dipléide também auto-estéril : Coffea De-
wevrer De Wild et Th. Dur.

2 - MATERIAL E METODO

Duas plantas da espéeie €. Dewerrei foram utilizadas para ésses estu-
dos : n.° 63 e n.° 1008, a primeira tida como da variedade excelsa e a outra
da var. abeocute.

Ramos com botdes pequenos, foram colhidos ¢ conservados em vasos
com f4gua, aguardando-s¢, no laboratdrio, o estado préprio de desenvolvi--
mento, quando os botdes foram fixados numa mistura de 3 partes de 4lcool
absoluto para 1 de 4cido acético glacial. O fixador foi renovado apds 24
horas e o material conservado em refrigerador. Ista pratica de colhér o
material, facilitou sobremaneira o trabalho, podendo-se acompanhar os
estdgios da meilose no préprio laboratorio e permitindo a colheita de maior
quantidade de material na fase desejada. O proccsso da microsporogénese
nio é perturbado por isso, pelo contririo, as condigdes de temperatura c
umidade sio mais propicias e constantes do que no campo.

O processo do exame dos microspordcitos e dos microsporos foi o do
esfregaco, sendo a coloracdo, as vézes, pelo carmim acético a 509 e, s
vézes, pelo carmim propidnico a 45%,.
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3 - OBSERVACOES REALIZADAS
3.1 - MICROSPOROGENESE

Os microsporéeitos em préfase inicial mostram uma aglomerag¢io muito
intensa dos eromonemas. Mesmo nos estados de leptonema e zigonema 86
se consegue acompanhar partes dos cromossémios ac longo da sua extensfo.
Em paquinema, alguns sfio vistos em seu inteiro comprimento, engquanto
outros s6 em parte (fig. 1-4). Todos apresentam, porém, regides intensa-
mente coloridas e regides fracamente coloridas que serdo aqui chamadas de
‘‘orométicas” e ‘“‘acroméiticas’”, respectivamente (2). As partes crométicas
se iniciam junto ao centrémero que é muito nitido, e se alongam por exten-
sBes varidveis. Nio sio homogéneas, mas, sim, intercaladas de pequenas
regides acrométicas. Das partes acrométicas, a maior porgio é distal e,
por nfio possuirem aglomerados de cromdémeros como ag primeiras, ddo aos
cromossdmios o aspecto de filamentos mais finos em certas extensoes (fig.
1-B). Alguns dos cromoss6mios tém as duas partes distais acrométicas (fig.
1-B, a), ao passo que em ogutros sdmente um dos bragos apresenta a extre-
midade assim (fig. 1-B, b). _

Apesar de serem apenas 11 os pares de cromossOmios, nfo se conseguiu
ainda em nimero suficiente, fase semelhante 4 da figura 1-B para que éles
pudessem ser identificados. O par de cromossdmios ligado ao nucléolo pos-
sui um brago curto eom cérca de 5 regides muito crométicas ; o brago longo
apresenta préximo ao centrémero algumas regides crométicas, sendo a parte
distal constituida apenas de filamentos pouco cromaéticos,.que mal se dis-
tinguem do citoplasma (fig. 1-C). Une-se ao nucléolo, aparentemente, por
uma regifio situada no braco curto.

Em diaquinese (fig. 1-D) j4 se observa uma contraco relativamente
grande dos cromossdmios, verificando-se o pareamento intimo apenas nas
regides acrométicas, sendo que as regides croméiticas se mantém afastadas.
Na maioria das células examinadas, foram vistos 11 bivalentes. Nio se
verificaram polivalentes.

Em metafase I, também foram contados 11 pares de cromossémios.
Nota-se nesta fase uma redugfo muito grande das regites acrométicas (fig.
1-E).

Muito poucas vézes observaram-ge “laggards” em andfase I; caracte-
riza-se esta fase por uma distribui¢io normal dos cromossémios para os
polos, como se pode verificar pelos seguintes dados :

DISTRIBUICAO DOS CROMOBBOMIOBS EM ANAFASE I N.o de células encontradas
| Planta 63 Planla 1008
1110 et e 41 3t
) U G 16
1210 e 1 3

Em fins de andfase I, os cromossémios ainda se apresentam diferen-
ciados em partes crométicas e partes acrométicas. Provivelmente, estas
correspondem s regides dos quiasmas que se desprenderam (fig. 2-4).
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Ficura 1. — Detalhes da microsporogénese em Coffea Dewevrei De Wild et Th. Dur. 4 —
Paquinema; B — paquinema-diplonema; € — o cromossomio ligado ao nucléolo;
D — diaquinese; E - metifase I. 4 a D (2140x); E (2.800x).
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A segunda divisio meiética, é também uma ocorréncia normal dando

como resultado a formacfo de quatro niicleos de 11 cromossémios cada um
(fig. 2-B).

3.2. - ESTUDO DO POLEN

Assim que se liberta da tetrade, o grio de pélen se prepara para pri-
meira divisdo, a qual ocorreu no ambiente do laboratério, um a dois dias
ap6s a meiose, ainda antes da antese. A figura 2-C mostra um microsporo
em estado de préfase adiantada ; de alguns dos eromossémios véem-se cla-
ramente os centrdmeros. Seguem-se uma metafase (fig. 2-D) e uma anafase
(fig. 2-E), sem anormalidades. As anteras deiscentes apresentam micros-
poros. providos de dois niicleos.

Niao foi possivel observar a segunda divisdo no microsporo para a for-
macio dos gametas.

3.3 - QUIASMAS

No material estudado, ndo foi possivel analisar os quiasmas em diplo-
nema nem em diaquinese. Nesta fase, observa-se apenas que éles ocorrem
nas partes acroméaticas distais. Eventualmente, puderam alguns bivalentes
em diaquinese ser interpretados quanto ao nimero de quiasmas. Um exem-
plo é apresentado na figura 2-F, onde se véem perfeitamente localizados
os cenfrOmeros enire regides crométicas e 08 quiasmas: um de um lado
do centrdémero e no minimo trds do outro lado.

Do niimero e da localizacdo dos quiasmas em cada bivalente, depende
a configuragéio apresentada pelo mesmo em metdfase I. Nesta fase, pude-
ram os bivalentes ser analisados sob éstes dois aspectos, verificando-se que
0s cromossdmios apresentam de um a trés quaismas, cuja localizacio deter-
mina configuracdes como as que se véem na figura 2-G.

O cromossémio com trés quiasmas é bem caracteristico e inconfundivel
com o0s demais. Um dos quiasmas se localiza de um lado do centrémero
sendo terminal ; os outros dois localizam-se no outro lado, no brago longo
do cromossémio (fig. 2-G, @) e sfio intersticiais. Em quase todas as células
b4 um tnico cromossbmio assim ; porém, as vézes, éle ndo é encontrado
e, &s vézes, encontram-se dois.

Dos cromossdmios com dois quiasmas, dois tipos sio bem caracteri-
zados : um em que os quiasmas se localizam do mesmo lado do centré6mero
e que chamamos assimétricos (fig. 2-G, b), de ocorréncia mais rara que o
outro, simétrico, com um quiasma em cada lado do centrémero. Neste se-
gundo tipo, ainda se verifica que os quiasmas podem ser ambos terminais

(fig. 2-G, ¢), ambos intersticiais (fig. 2-G, €) ou um terminal e outro inters-
ticial (fig. 2-G, d).

No quadro 1 sfio apresentados os resultados das observac¢tes sdbre
nimero de quiasmas em metifase I, feitas em 38 células, da planta 1008
(abeocutze).
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Ficura 2. — Detalhes da microsporogénese e grio de pélen em Coffea Dewevrei De Wild

et Th. Dur. 4 — Andfase I (2.800x). B — Andfase II (1.710x). C a £ — Micros-
poro (2.140x). C — Préfase. D — Metifase. E — Andfase. F — Aspecto de wm
par de cromossdimios em diaquinese onde se véem os quiasmas (5.600x). G — Tipos
de cromossdmios encontrados em metdfase I; ¢ — bivalente com trés quiasmas; b a e
— bivalentes com dois quiasmas; f e g — hivalentes com um sé quiasma.
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QuabRrRo 1.—Observactes sbbre ndimero de quiasmas ¢ sua distribuigdo pelos bivalentes
em 38 células em metéfase I na planta 1008 da espéeie Coffea Dewevrei

Nimero de bivalentes

Z koYY 2 3 d Ntamero d:
Tipos de distribuicio dos quiasmas | Frequén cia quiaesmase

pelos onze bivalentes de células Com 1 Com 2 Com 3 por célula
quiasma quiasmas quiasmas
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Total: [ L amba ooy 38 286* 95* 37 587*
Médias . ._________ el e 7.5 2,5 1,0 15,4

* Totais considerando a frequéncia das células.

Os resultados obtidos em observacdes da mesma natureza, feitas em
20 células na planta 63 {ercelsa), podem ser vistos no quadro 2.

Quabpro 2,—Observagdes sbbre ntimero de quiasmas e sua distribuigio pelos bivalentes
em 20 células em metdfase T na planta 63 da espéeie Coffea Dewevrei

! Nuamero de bivalentes
L : % Ntmero de
Tipos de distribui¢do dos quiasmas | Frequéncia quiasmas
pelos onze bivalentes de células Com 1 Com 2 Com 3 por célula
quiasma quiasmas quiasmas
1 i B T i et e 4 S ol 8
S 4 1 6 | 3 9 18
| o B S St ! 6 6 4 ES) 17
a8 oo o y 9 7 3 1| 16
am ol £ 3 8 2 3= 15
N S R S 7% 1 9 1 1 s 14
fotal e St o AT 20 138* 61* 21 *l 323*
% U1 D RIS e SR ST J 6,9 3,0| i ! 16,2

* Totais considerando a freqiéncia das células.

Esses dois resultados sfio perfeitamente concordantes. Aplicando-se o
‘teste” de y?%, verificou-se que ndo hé diferenca significativa entre o nu-
mero médio de quiasmas encontrados para a planta 63 e os da planta 1008.

Com a finalidade de se estabelecer a média para a espécie C. Dewevret,
pode-se juntar os dados dos quadros 1 e 2 (quadro 3).

Verificou-se, assim, que no material observado de C. Dewevrez, ocor-
rem, em média, 7,3 bivalentes com um quiasma, 2,7 bivalentes com dois
quiasmas e 1,0 bivalente com trés quiasmas. O ndmero total por célula,
cm metafase I, é de 15,8 quiasmas.
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Quapro 3.—Célculo do ndimero médio de bivalentes com 1, 2 e 3 quiasmas para a espécie
C. Dewevrez, reunindo os totais dos quadros 1 e 2

{ f
Ntimero de bivalentes |
, e | Ntmero de | : Namero
Totais parciais extraidos 3 células de
Com1l | Com 2 Com 3 observadas quigsmas
quiasma quiasmas quiasmas }w
i
e TS e SR R R TR : 2o : i
QuUadrc Ry el me e e a S 1 286 95 37 38 587
QUadre Zaselols it e S0 D e 138 | 61 21 20 323
Totais gerais _____.__.____ 424 | 156 58 58 910
Médias gerais ... _.____. 7.3 I 2,7 2 0o [l e 15,8

Os bivalentes com dois quiasmas, sdo de dois tipos : os “simétricos”
e 08 “assimétricos”. Nas observagbes de ambas ax plantas, a0 mesmo tempo
que se faziam as contagens dos quiasmas, anofavam-se, também, quantos
eram de um e do outro tipo. Assim, dos bivalentes com dols quiasmas
(95), encontrados na planta 1008 e que constam do quadro 1, 47 foram
classificados em “simétricos” ou ‘“‘assimétricos”, como se vé& no quadro 4.

Quapro 4.—Dados sbbre a posigiio dos quiasmas nos bivalentes com 2 quiasmas. Obser-
vagdes efetuadas em 16 células das 38 do quadro 1 em metdfase I na planta 1008
da espéeie Coffea Dewevrei

I
|
| Distribuigio dos bivalentes se-
i gundo a posicdo dos quiasmas
Namero de bivalentes com 2 quiasmas ‘ 7 il Frequéncia
das células
1 Simétrica ! Assimétrica
|
! 5 0 1
3 1 4
2 2 1
3 0 2
‘ 2 1 2
! 1 1 4
1 0 1
0 0 1
34* 13* 16
21 0,8 it

* Totais considerando a frequéncia das células.

Para a planta 63, foram feitas essas observagdes em todas as 20 células,
num total de 61 bivalentes com dois quiasmas. Foram éles classificados
como se vé no quadro 5.

A anilise déstes dois quadros, mostra, desde logo, o nio concordincia
entre as frequéncias relativas dos dois tipos, verificados em cada uma das
plantas. Esta falta de concordéncia, alids, é comprovada pelo teste de 2

Ora, se ja haviamos concluido que as duas amostras podem ser toma-
das como representativas (em relacfo ao ndmero de quiasmas) do material
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Quanro 5.~ Dados sdbre a posigio dos quiasmas dos bivalentes que apresentaram 2
quiasmas. Observagdes cfetuads nas 20 células do quadro 2 em metafase I na planta
n.e 63 da espécie Coffea Dewevre:

Distribui¢io dos bivalentes se-
gundo a posigio dos quiasmas
Nitmero de bivalentes com 2 quiasmas Frequéncia
das células
Simétrica Assimétrica
oS IR R e R e e e Gt 4 0 l 3
2 e e R AR s L e A 3 1 I 3
B TR R R s T B e i et s N 3 (1] @
ISR R SR R RN R 2| 1 1
e e S e A L e T i, 2 0 I 2
PO o~ A N BT S e S L L R M B orl R 1 1 1
T S R i R R o s 1 0 l 1
Motaaas tod i are S a3 S i 56* L 20
Médias ... 5 D ol e B o 2,8 (17 ] i et MR

* Totais considerando a freqiiéncia das células.

cxaminado como sendo Coffea Dewevrei, procurou-se uma explica¢io para
a discordincia dos dados agora analisados sob outro aspecto.

Os bivalentes com dois quiasmas ‘“‘assiméiricos’” ou seja, com dois
quiasmas do mesmo lado do centrémero, podem ser considerados como um
estado mais adiantado de bivalentes que, momentos antes, apresentassem
também um terceiro quiasma do outro lado do centrémero ; dependendo,
portanto, do seu estado pouco mais adiantado ou atrasado, éles poderiam
apresentar-se como bivalentes com dois quiasmasg ou com trés quiasmas.
Aqui estaria também a explicacdo para a ocorréneia de metéfase [ com mais
um par de cromossémios com trés quiasmas, além daquele considerado tipico
que, alids, ¢ aparentemente maior que os demais.

Os bivalentes com dois quiasmas “simétricos”, ou seja, com um quiasma
de cada lado do centrémero, segundo o mesmo raciocinio, apresentar-se-lam,
as vézes, com um quiasma tnico, devido ao desprendimento do outro, sendo
classificados, na observacdo, como bivalentes de um quiasma.

Dependendo, poiz, da marcha da terminalizacdo, um grupo de biva-
lentes apresentar-se-ia com dois quiasmas assimétricos (com, ou sem um
terceiro do outro lado do eentréomero) e um outro grupo de bivalentes apre-
sentar-se-1a com um quiasma (com, ou nio, um segundo, do outro lado do
centromero).

Grupando-se os dados obtidos nas duas séries de observagoes, tém-se
os dados do quadro 6, pelos quais se verifica a perfeita coneordincia das
médias para ambas as variedades estudadas.

4 -RESUMO E CONCLUSOES

O estudo da microsporogénese e dos grios de podlen, feito na espéceic
Coffea Dewevrei, relevou o seguinte :

Nos microsporéeitos em paquinema, 0s cromossdmios se apresentam
diferenciados em regides acromaticas e cromdaticas. O centréomero ¢ njtido,
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Quapro 6.—Conjunto de observagdes s8bre ndmero e posi¢giio dos quiasmag em met4-
fase I em duas plantas da espécie Coffea Dewevrei. Os quatro tipos de bivalentes séo
grupados em apenas duas classes

Bivalentes com um quiasma ou Bivalentes com dois quiasmas assi-
dois quiasmas simétricos métricos ou trés quissmas
Variedade ¢ | Namero
nimero da de
planta eélulas
Dois Doais
Um quiasmas [ Total | Média | quiasmas Tréa Total | Média
l quissme simétr. assimetr. | quiasmas
Excelsa 63__ 20 138 56 194 9,7 21 5 26 1.3
Abeocuts 1008 17 126 34 160 94 14 13 27 1,6
Total ... a7 264 90 354 |- 35 1 18 D3 [-evcane
Média oo |oennonons [ .......... [remeeeees — 9.6 } .......... i .......... oo 1,4

completamente acromdtico. Foi possivel reconhecer um par de cromossd-
mios de bracgos desiguais relacionado com o nucléolo. Liga-se a0 mesmo
pelo brago curto que é constituido de algumas regides muito crométicas.
Neste particular, assemelha-se bastante ao descrito em Coffea canephora. (7)

Das observagdes sGbre a ocorréncia de quiasmas, feitas em metifase 1
nas duas variedades — abeocutz e excelsa —, as seguintes conclusdes pude-
ram ser tiradas :

a) Um par de cromossémios, mais longo que os demais, apresenta-se
em metéfase I com trés quiasmas, sendo dois no brago maior e um
no brago menor.

b) Dos cromossémios restantes, 7,3 pares, em média, apresentam um
finico quiasma, e 2,7, apresentam dois guiasmas.

¢) Os cromossdmios que apresentam dois quiasmas podem ser sub-
divididos em dois grupos : 1.°) 0s que apresentam um quiasma de
cada lado do centrémero e que, eventualmente, terminalizam com-
pletamente em um dos bragos, passando para o grupo dos bivalentes
com um unico quiasma ; 2.°) 03 que apresentam os dois quiasmas
no mesmo brago do cromossdémio e que podem ser tomados como
bivalentes que tiveram trés quiasmas, um dos quais, no outro brago
do cromossémio, se terminalizou completamente.

O comportamento meiético dos cromossémios em tddas as fases é nor-
mal, tanto no seu pareamento como em sua distribuigio para os pélos nas
anifases I e II. Raramente se formam ntcleos com 10 ou com 12 cromos-
somios. Todos os microsporos examinados apresentaram 11 cromossémios.

SUMMARY

Coffea Dewerrei De Wild. et Th, Dur. is a diploid species with 2n = 22 chromosomes.
Details on the microsporogenesis are presented in this paper.

From pachynemsa to diakynesis the 11 bivalents were well differentiated into achro-
matic and chromatic regions; the centromere was in all chromosomes surrounded by
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deeply chromatic zones. Quly one pair of chromogomes was found to be attached to the
nucleolus ; it has a submedian centromere, the organizing region seeming to be located
in the short arm.

Chiasmatsa were seen in diakynesis and metaphase I; in this later stage they were
studied in detail and the chromosomes were classified as follows: a) 1 longer pair with
3 chiasmata; b) 2.7 pairs (average) with 2 chiasmata ; ¢) 7.3 pairs (average) with 1
chiasma.

The 2-chiasmats chromosomes were of two kinds : “symmetric”’ and “assymmetric”,
depending on the position of their chiasmata in relation to the centromere.

The anaphase is normal, pollen grains having 11 chromosomes. Very seldon are
pollen grains formed with 10 or 12 chromosomes. First mitosis in the microspores
occurs before pollen shedding.

It was concluded that microsporogenesis in the eoffce plants studied is normal.
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