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RESUMO

As pesquisas realizadas comt trés espécies de Coffea (cancphora, congensis
¢ dewsvret) durante o periodo de 1943 a 1950 sio aqui relatadas com a finalidade
principal de apresentar os dados colliidos para uma futura continuagio do traba-
o, Parte désses dados acha-se publicada parceladamente,

Essas trés espéeies sio auto-estéreis, isto €, uio produzem frutos quando
suas flores sio autopolinizadas. No entanto, o desenvolvimento do saco embrio-
nirio e a microsporogénese so normais; além disso nenhum outro fator mecini-
co ou fisico impede a polinizagio. Os griaos de pdlen mostraim uma grande va-
riabilidade em tamanho, ndo havendo diferenca estatistica que scpare as trés es-
nécies.

Em C. congensis de Uganda, a germinagio do pdlen foi .anormal, formando
expansdes disformes do citoplasma em vez de tubes polinicos. O pdlen conser-
vado em laboratdrio perdeu o poder germinativo ao fim de sete dias. As auto-
polinizaches efetuadas durante os atos de 1943 e 1944 ndo produziram frutos.
No periodo de 1944 a 1950 foram realizados cruzamentos intra-especificos entre
clones de cada espécie, procurando combinagdes compativeis. Nu espécie C. cane-
phora foram feitas outras obscrvagbes além dessas, tals como sdbre a queda dos
frutinhos ¢ a vitalidade ddas sementes.

As pesquisas realizadas levaram a conclusdo de que nas espécies C. cane-
phora, C. congensis ¢ C. dewerrei existe o fendbmeno da auto-incompatibilidade ge-
nética. Observagdes mais detalhadas na espécie (. congensis mostraram que, além
da awto-incompatibilidade, existe, nesta espécie, a esterilidade masculina.

Tendo-se analisado um grande ntimero de cruzamentos de C. canephora fo
possivel cstabelecer o mecanismo genético da auto-incompatibilidade; éste meca-
nismo ¢ o mesmo descrito para o género Nicotiena por Fast ¢ Mangelsdorf, segun-
do o ynal uma série de fatdres alelomérfos S controlam as relagdes entre tubo po-
linico e estigma. Os dados apresentados permitem adnutir para C. canephore a
existéncia de trés fatéres S e classificar uma parle das plantas estudadas em trés
grupos: 5:8:; 5:5: e S5:5.

(1) Recebido para publicagio em 26 de junho de 1961,
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1 — INTRODUGAO

As espécies conhecidas do género Coffea podem ser separadas em
dois grupos com relagio ao nimero de cromossomos: C. arabica, que
¢ tetraploide com 2n=44 cromossomos, ¢ as outras, como C. canephora,
C. dewevrei, C. congensis etc., que sio diploides, com 2n=22 cromosso-
mos.  Estes dois grupos também se distinguem pelo fato de C. arabica
ser a unica espécie autofértil; as demais até hoje conhecidas sio auto-
-estéreis.

Pela literatura que nos foi possive! consultar, sabe-se que a primei-
ra referéncia ao fenémeno da auto-esterilidade no género Coffea é de
von Faber (4). Num estudo detalhado da biologia da flor do cafeei-
ro (Café Robusta, Café Abeokutae, Café excelsa, Café Java e Café Quil-
lou) ésse autor relata suas observacdes sbbre a penetragio do tubo po-
linico em estilos da prépria flor e de fléres de outras plantas, chegando
a conclusdo de que, no primeiro caso, éle ¢ muito mais lento do que 1o
segundo; conforme suas observacdes, mesmo nos casos em que a auto-
polinizacdo se realiza ja no botio, como no Liberica, o pdlen estranho al-
canga o ovario antes do polen préprio. Para explicar éste fendmeno,
o autor supde que semelhangas ou diferencas quimicas sejam responsi-
veis pelo crescimento lento ou rapide dos tubos polinicos respectiva-
mente nos casos de autopolinizagio ou de cruzamento.

Nas suas pesquisas efetuadas em Java, Ferwerda (6) confirma a
auto-esterilidade para as espécies robusta, excelsa e liberica, estudando
0 seu comportamento em autopolinizagdes e combinacdes de clones: niio
féz, parém, pesquisas citolégicas.

Muito recentemente foi publicado um trabalho longo e detalhado
sobre a auto-esterilidade em C. canephora (2) e do qual tivemos conhe-
cimento enquanto escreviamos éste trabalho. Tivemos a satisfagio de
ver realizadas no Congo Delga as mesmas pesquisas que, entre os anos
de 1943 e 1950, realizamos aqui, pesquisas essas que conduziram os ex-
perimentadores as mesmas conclusdes a que chegamos. A interpreta-
¢do da auto-esterilidade no C. canephora coincide com a nossa. Apenas
pudemos ir mais adiante, estabelecendo um esquema que confirma a
hipétese formulada.

O presente trabalho ¢, a0 mesmo tempo, um relatério das pesqui-
sas realizadas durante o periodo de 1943 a 1950, com trés espécies (C.
dewevrei, C. congensis e C, canephora) e a apresentagio dos resultados
a que chegamos sobre a auto-incompatibilidade em C. canephora.
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2 — PESQUISAS CITOLOGICAS
2.1 — MATERIAL E METODO

As pesquisas citoldgicas incluiram o estudo da microsporogénese,
da formagio do saco embrionario, da morfologia do polen assim como
a sua germina¢io em meios natural e artificial.

Para a microsporogénese foram feitos esfregacos de anteras em
carmim acético e para o estudo do saco embrionario foram feitos cortes
de ovarios incluidos em parafina e depois coloridos pela Hematoxilina
férrica de Heidenhain. As anteras foram colhidas em fixador de Car-
noy (alcool 3 : acido acético 1) e os ovirios em fixador de Craf (17).
Também o polen foi examinado pelo carmim acético e a sua germinagio
foi tentada em algumas combinagles de 4dgar e aclcares, técnicas estas
que serdo melhor discutidas em capitulos préprios.

2.2 — MICROSPOROGENESE

A microsporogénese foi estudada nas trés espécies: canephora (15),
dewevrei (10) e congensis (1). Trata-se de um processo normal; os
cromossomos profasicos sio muito emaranhados, tornando muito difi-
¢il a sua identificacio individual; o nucléolo ¢ bem grande e colonido,
havendo sempre um cromossomo nitidamente a éle ligado. Em diaqui-
nese, metafase e anafase ¢ facil contar os 11 pares de cromossomos ca-
racteristicos das trés espécies. A separagio em anafase é normal, o
mesmo acontecendo com a segunda divisdo, que da origem aos gquatro
microgporocitos finais, cada um com n=11,

2.3 — DESENVOLVIMENTO DO SACO EMBRIONARIO

A formacio do saco embrionario acha-se muito bem estudada por
diversos autores que se ocuparam désse assunto nas diversas espécies
de Coffea (4,7, 8, 9. 11, 13, 16).

X um processo normal, dando como produto final um saco embrio-
nario tipico, com trés antipodas na regido chalazal, duas sinérgidas e a
oosfera na regido micropilar e dois nucleos polares no centro.

Um estudo detalhado sdbre a formagdo do saco embrionario em
C. canephora ja foi por nés anteriormente publicado (16).

2.4 — POLEN

Qs grios de pdlen das espécies dipldides de café resultam, como
ja ficou visto, dum processo normal de meiose; quando maduros e sol-
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tos das tetrades adquirem forma esférica hem regular; apresentam uma
exina lisa, provida de trés suleos germinais como a majoria dos dicoti-
leddneos (18, pig. 157},

Medigdes — As flores fornecedoras de polen eram protegidas an-
tes da abertura; os grios de pélen eram distribuidos em uma gota de
carmim acético, sdbre uma lamina; cada Jimina continha uma mistura
de anteras de trés ou quatro fléres, De cada planta foram medidos no
minimo 100 grios.

Foram feitas medigdes em grios de polen em 11 plantas de C. eon-
gensis, 17 plantas de C. dewevrei ¢ 59 plantas de C. canephora.

Os resultados sdo apresentados nos quadros 1, 2 ¢ 3. nos quais o0s
numeros em negrito significam os Himites extremos, isto é, 0 menor ¢ o
maior didmetros, o menor ¢ o maior didmetros médios,

Quapro 1. — Medidus de graos de polen em Coffea congensis
Didmetro do grio
Planta — : - .
i malor i T¢1or | ]T]Q(IIH
— | . . —
» " u

UsANpa |

T ! 39,10 20,50 33,74

XX 33,25 21,16 2947

33 o 33,25 24,18 2032

L T 33,235 251,16 27,51

PLS oo 33,25 21,16 26,27

796 43,70 20,90 34,52
BaNGELAN

BPL20 oo 36,28 21,14 27,36

IBE 42,32 21,16 31,98

793 30,23 24,18 33,25

794 45,30 30,20 32,95

R32 36,24 27,18 31,93

AMeédia geral .. o o 0L — — 324

Foi verificado, estatisticamente, que a variagido do tamanho dos
grios de polen é muoito grande tanto entre plantas de uma mesma espdé-
vie como dentro de uma mesma planta. Esta medida, portanto, nio
tem valor como caracteristica da espécie, mas da uma idéia do tamanho
relativo dos seus grios de pélen.
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Quapro 2. — Medidas de griios de polen em Coffea dewcvrei
Didametro do grao
Planta - Pl —
maior 1 menor ; meédia
2 I i
ExCELSA
PL 3 33,22 18,12 2446
731 36,24 27,18 30,83
L 46,00 27,60 35,14
ABEOKUTAE
PlL23 .. 34,50 20,70 26,06
2725 T 39,26 21,14 2781
PL19 . 24,16 18,12 21,25
DyBowsKyY
PL35 oo, . 32,20 18,40 25,53
PL 37 36,24 21,14 29,17
F 30,20 18,12 23,82
778 27,18 18,12 19,32
PLAY 30,20 18,12 23,40
DEwEVRET
PL64 60,40 2416 31,17
PL68 . 36,80 23,00 32.61
.3 33,22 21,14 27,66
02 32,20 23,00 26,70
O3 33,22 18,12 27,15
4 T 30.20 21,14 26,30
Média geral ... ... ... ... — — 29,44

A quantidade de grios normais é grande. perfazendo entre 80 e
9% quando examinados pela solucdio iedo-iedurada ou pelo carmim
acético. ' '

Germinacdo e longevidade — Um dos trabalhos mais antigos e mais
completos sébre éste assunto ¢ o de von Faher (5). O autor féz ensaios
de germinagio de polen de «C. fiberica, C. arabica, C. laurentii (Robus-
ta), C. abeokutae, C. excelsa, C. uganda, C. dewevrei e C. quillou»
semeando-os em liminas com meios nutritivos ¢ colocadas em cimaras
amidas,  Os meios por ¢le experimentados foram: agua de chuva, so-
lugdes aquosas de sacarose, agar com diferentes concentragdes de saca-
rose, glucose, lactose, dextrose e arabinose, solugdes de KNO,, Na(l ¢
acido malico, e também substancias protéicas como peptonas e albumi-
na. Nessas experiéncias, o melhor meio fol uma solugio de dgar a 1%
com 20% de sacarose, na qual os grios de polen de café germinaram
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Quapro 3. — Medidas de grios de polen em Coffea canephora

Diametro do grio
Planty - -
maior l tmenor I méclia
L M L2
CANEPHORA
PLL oo 36,24 27,18 32,89
T3 36,24 27,18 30.83
PLO 33,22 24,16 28,26
PLIO oo 42,28 24,16 30,86
PLIL o 39,26 27,18 33,89
PLI3 oo 33,22 24,16 29.44
PL 14 . 36,24 24,16 30,23
PLA7 33,25 | 2721 29,77
LAURENTIL |
RS 36,24 27,18 33,52
PL 2 39,20 | 27,20 | 3274
PL3 36,24 | 27,18 32,49
PLA 3926 | 27,18 32,46
PL8 . 3624 | 30,20 ! 33,25
PLO 36,24 27,18 29,80
PLIO ... 45,30 | 33,22 37,51
PLIU 39,29 . 30,23 | 34,85
PL2Z o, 3322 21,14 ‘ 28,60
PL W 36,24 27,18 . 30,95
PL 15 ... e 39.26 ’ 2718 \ 33,23
RBUKUBENSIS :
51 ] 45,30] 27,18 1 35,46
B ] 3624 | 27,18 | 33,10
PL3 36,24 ’ 24,16 ° 3074
KouirLLou i ! _
66-3 ... i 40,05 26,70 29,74
66-3 i 36,21 24,16 | 36,24
66-4 34,99 30,23 36,24
B0-5 ‘ 39,26 24,16 | 30,65
66-6 ... N 26,30 i 29,34
66-6 ... ... 32,35 27,18 | 33,25
667 40,05 26,70 | 29,45
O6-B .. i 34,71 2037 33,03
66-10 ... 36,24 27,18 . 31,39
66-10 ... 42,28 3322 38,09
66-11 . 42,28 27,18 33,40
66-15 | 40.05 29,37 | 34,92
66-15 ... ‘ 32,04 24,03 | 27,63
KourLLou !
07-1 32,04 18,69 : 23,12
67-2 ! 37,38 26,70 | 31,45
67-5 ! 36,24 27,18 | 32,34
67-10 ... 40.05 24,03 | 30,94
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Quabro 3. — {continuagio}

Diametro do grio

Planta - 1
maior menor média
T o u
KoulLLoU
67-12 e 42,72 26,70 33,03
67-13 34,71 24,03 20,45
Kouirrou
B8-1 e 37,38 26,70 32,33
BB e 34,71 24,03 30,57
B8-3 e 37,38 24,03 30,94
BB-4 e 36,24 27,18 33,34
S 37,38 21,36 30,30
B0 e 37,38 29,37 32,15
B8-8 i 34,71 26,70 30,20
68-10 . 45,39 26,70 35,70
B8-11 e 3471 26,70 30,68
0812 e 48,06 26,70 31,91
68-13 e 37,38 26,70 31,99
68-14 ... R 40,05 21,36 30,06
68-15 e 32,04 24,03 28,17
KouiLLou
69-1 e 30,20 24,16 27,72
69-2 32,04 24,03 28,49
69-3 e 34,7 26,70 30,89
69-3 e 32,04 24,03 27,37
00-0 e N 2403 29,13
B0-8 e 34,71 26,70 30,65
69-10 ... 32,04 18,69 26,59
69-11 ... 36,24 27,18 3204
69-13 .. 34,71 24,03 28,78
KouiLLou
FO-T oo 34,71 24,03 30,57
70-1 o 33,22 24,16 28,99
70-5 . 37,38 24,03 28,03
70-15 L 42,28 27,18 35.00
Média geral ................... — — 29,66

ripidamente, formando tubos longos; o limite da concentragdo de saca-
rose para permitir a germinacio foi 40 e 45%, mas os tubos formados
foram bem mais curtos. Iste mesmo autor também estudou a conser-
vagio do polen em ambientes de umidades varias, e o efeito da alter-
nancia do umedecimento e da secagem sébre vs grios de pdlen.

Para inicio do nosso trabalho foram feitas algumas observagdes pre-
liminares, experimentando-se as seguintes combinagdes:
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1) adgar a 0.5% com;

A} sacarose: 5, 10, 15, 20 ¢ 25 e

B)  glicose: 5, 10, 15, 20 e 25%
2 dgar a 1% com:

A) sacarose: 5, 10 e 15% ;

B glicose: 5, 10 ¢ 15%,

Ficou evidenciado que os melhores resultados eram ohtidos quan-
do usado um meio de 0,56 de agar com 10% de sacarose,

Foram entio feitos ensaios de germinacao com trés plantas de .
dewevrei, quatro plantas de C. congensis e quatro plantas de C. cane-
phora, usando-se o mesmo meio para todas, isto é, uma solugio de agar
a (L5% e 109 de sacarose. De cada planta testada foram feitas quatro
laminas e em cada uma foram contados 250 graos; ¢stes graos foram pro-
venientes de mistura de duas ou trés anteras, de duas flores no minimo.

Considerando o polen do dia da abertura das flores, os resultados
da germinagio foram os seguintes:

Em C. dewevrei a poreentagem de germinacdo variou entre 19.28%
e 27.63% (12); em C. congensis houve plantas (do congensis de Bange-
tan) com 50,24%, assim como plantas do congensis de Uganda cujo po-
len ndo germinou, produzindo expansoes disformes em vez de tuhos
polinicos (1); em C. canephora a melhor lamina teve 5352% de grios
germinados (14).

Nas condigfes em que o polen foi conservado, isto é, num refrige-
rador cuja temperatura oscilon entre 3 e &C, com umidade cantrolada
por CaCly, o polen de qualquer dessas especies perdeu o seu poder ger-
minativo depois de sete dias de conservacio. Para o polen de C. cane-
phora também foram experimentados os seguintes meios de conserva-
¢do: recipientes combinando as temperaturas ambientes 00 e 10¢C ¢
umidades relativas de 10%% ¢ 30¢% obtidas com solucdes de H,50, (14)
nestas condighes o pdlen sofren oscilacdes na porcentiagem de germina-
cdo ¢ uma queda rapida do seu poder germinativo. o qual nio duron
mais do que sete dias.

3 —- PESQUISAS GENETICAS

As pesquisas genéticas foram apenas inicladas; incluitam um ex-
tenso trabalho de autopolinizagdes e de cruzamentos, anotando-se sem-
pre o numero de flores trahalhadas e o ndmero de frutos e de sementes
produzidas em cada caso.



CANDIDA HELENA T, M, CONAGIN & A. J. T. MENDES
Agoste, 1961 PESQUISAS CITOLOGICAS E GENETICAS.. 793

O numero de plantas em experiéncia e o numero de flores subme-
tidas & autopolinizagido constam do quadro 4.

(Juapro 4, — Numero de autopolinizaches feitas em plantas de trés espécies de
Coffea
Espécie Plantas Flores Frutos
- [
| ne ; ne n?
i
C.ocaneplora .. ... o 22 ‘* 4 310 0
Codezoenrel oo e 32 E 6323 0
Cocomgensts oo 14 2761 0]

Como se ve, ndo fol abudeo um fruto sequer de 13 394 fldres auto-
polinizadas,

() plano de cruzamentos também abrangeu as mesmas trés espé-
cies. tendo sido feito, durante o periodo 1944-1950, o trabalho resumido
no quadro 5.

Quapro 5. — Cruzamentos realizados entre clones das espécies de Coffeq, no
periodo 1944-1950
Ano Espécie Natureza do trabalho
1944 C. dewerrel 12 cruzamentos
1045 C. dewevrei 2] cruzamentos
C. canephora 7 cruzamentos
C. congensis 7 eruzameuntos
1946 C. Canephora 21 ¢ruzamentos
1047 C. Canephora 29 cruzamentos, sendo
11 simples
18 duplos
46 «hack-crosses»
948 C. Canephora 10 cruzamentos
15 «back-crosses»
¢ -
949 C. Canephora ¢ 9 cruzamentos
7 «back-crosses»
i
¢ .o
1950 .o C. Canephora | 6 cruzamentos
i 10 «back-crosses»




796 BRAGANTIA Vol. 20, N.» 34

4 — AUTO-INCOMPATIBILIDADE 1M
COFFEA CANEPHORA

4.1 — POLINIZAGAO E FERTILIZACAQ

As observacfes feitas com o pélen de C. canephora resumem-se no
seguinte: o polen ¢ normal e germina perfeitamente quando o meio
nutritivo lhe € apropriado, embora as porcentagens de germinagio te-
nham oscilado um pouco. O exame de pistilos polinizados com o pro-
prio pdlen revelou que os grdos nio germinam. ou produzem tubos po-
linicos t8o curtos que nfo ultrapassam as papilas; quando recebem po-
len compativel, de outra planta, a germinacio se faz por meio de tubos
longos, normatis, que caminham pelo estilo e penetram no 6vulo: rea-
liza-se entdo a fertilizacfo, responsavel pelo posterior desenvolvimento
da semente. Ha claramente, portanto, uma incompatibilidade esporao-
fitica em C, canephora.

Para o estudo da fertiliza¢iio ¢ inicio do desenvolvimento do em-
brido e do endosperma, foram entio colhidos, durante 25 dias, ovarios
de flores que: a) haviam sido emasculadas e protegidas; b) haviam sido
autopolinizadas; ¢) haviam sido polinizadas com podlen constderado com-
pativel. Como se ver adiante, &ste pélen na realidade também era in-
compativel ; havia sido erradamente classificado como compativel.

Desta forma, apos a fixagdo em Craf, inclusio em parafina e colo-
ragdo pela Hematoxilina, os cortes seriados foram examinados num
total de 623 6vulos. O resultado foi sensivelmente igual para as trés
séries de 6vulos, encontrando-se sacos embrionarios normais. sem si-
nais de fertilizacio ou de desenvolvimento de endosperma, até mesmo
nos 167 évulos do material relativo 3 poliniza¢io compativel. O fato
de ndo terem sido encontrados sinais de fertilizacio nos ovarios das flo-
res que receberam polen considerado compativel, foi um tanto surpre-
endente. O cruzamento que forneceu éste material foi I”.6denx.3 x
P.6denx. 6. do qual possuimos os dados do guadra 6.,

A porcentagem de 1.3% de pegamento é muito baixa: ¢ muito mais
haixa que as médias de pegamento dos anos 1937 a 1947 {quadro 71

1,3% de pegamento dio a seguinte esperanca matemitica:
em 100 Ovulos,

1,3 devem ser fertilizados
98,7 devem ser nio fertilizados,

Supondo que a descida do tubo polinico pelo estilo ¢ vagarosa, pes-
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Quabro 6. — Sementes obtidas de um cruzamento suposto compativel, em C. Canephora
Cruzamento Hibrido Flores Frutos Sementes
nt no no

P édend x P.6dex6 ... H. 619 30 0 0
P.64en3 x P.64ex6 ... H.1557 76 22 8
P.64en3 x P.6dex6 ....; F.1339 66 0 0
P.6dend x P.6dex6 ....| H.179 134 1 2

P 6dend x P.6dex6 ....| H.1809 161 0 0
Total ....cvieiiietn - 367 23 10
rorcentagen ... ... —— — — 1,3%

dendo levar até sete dias para penetrar no saco embrionirio, podemos
excluir do calculo os évulos colhidos nos primeiros sete dias, ficando,
portanto, um total de 126 ovulos examinados. Temos entdo o seguin-
te calculo:

1 — 09871 = probabilidade de ser encontrado pelo menos um
caso de [ertilizagio.
log.0,9871% = 126 x log. 0,987
= 126 x (1,99432)
= 126 (— 0,00568)
= — 071568 = 1,28432
antilog.1,28432 = 0,1924
1-0,1924 = 0,307 ou 80,8%.

Portanto, se, apesar de haver 80,8% de probabilidade de ser ohser-
vado um caso de fertilizagio, nfo fol observado nenhum, a conclusio a
que se chega é que, na realidade, trata-se de um cruzamento incompa-
tivel e os frutos e sementes encontradas se originaram provavelmente
de contaminagio de polen. Por conseguinte, o cruzamento P6denx.3
x I’6denx.6 é incompativel.

Iista conclusdo é até certo ponto feliz. pois que haviamos feito um
esquema dentro do qual os fatores S da esterilidade explicam perfeita-
mente os resultados gerais das polinizagdes entre plantas compativeis e
incompativeis; o fato de o cruzamento em questio ser fértil, trazia difi-
culdades para o esquema; a incompatibilidade dessas plantas recoloca
0 esquema em funcionamento, como sera explicado adiante.

Em virtude do fato de ser incompativel o cruzamento Pédenx3 x
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P6denx6 (antes considerado compativel), o processa de fertilizagdo e
do desenvolvimento do endosperma nio pdde ser estudado.

4.2 — FRUTIFICACAO E QUEDA DOS FRUTINHOS

A frutificacdo na espécie C, canephora ¢ sempre muito baixa, quer
se trate de polinizagGes controladas ou livres,

Q quadro 7 mostra que em polinizagGes controladas, a purcentagem
de frutificagio variou de 1,0 a 00,7% e a de sementes {sdbre o nimerq
inicial de ovulos) variou de 1 a 58.3%.

A baixa produtividade desta espécie estd relacivnada com a gueda
dos frutinhos novos, cujo desenvolvimento chega até um certo ponto e
depois paralisa, seguindo-se a sua seca e queda.

Em 15 plantas da colecio e em 17 hibridos intra-especificos foram
marcados diversos ramos, deixando-os expostos a livre polinizagiio; pe-
riddicamente foram feitas contagens de frutinhos, obtendo-se, por di-
ferenga, o ndmero dos que foram se desprendendo. Telo quadro 8 po-
de ser visto que 15 dias depois da abertura das flores quase metade dos
ovarios havia caido; a queda continuou ainda acentuada até os 63 dias,
quando atingiu 83 a 989 do ndmero inicial de ovarios. A frutificacio
foi, no final, 2,3% nas plantas da colegio ¢ 6.0% nas plantas hibridas.

Em 1950 foram marcadas, da mesma forma, 20 plantas da colecio
e 15 hibridos intra-especificos, com um total de 12 633 flores nas pri-
meiras e 4299 flores nas ultimas; a porcentagem de frutificacdo obtida
foi, respectivamente, 79% e 48%. Os resultados das polinizacdes 1i-
vres nesse ano foram um pouco superiores aos de 1949, mas essa dife-
renga ¢é perfeitamente admissivel, em vista da variabilidade normal das
condigbes de clima e ambiente de um ano para outro.

4.3 — VITALIDADE DAS SEMENTES

I freqiientemente muito baixa a porcentagem de germinagio de
sementes de C. canephora semeadas diretamente na terra; se semeadas
em cadmara tmida (sébre papel umedecido, em caixas de Petri) obtém-
~s€ uma porcentagem melhor, mas ainda bastante haixa. fsse resulta-
do poderia ser determinado pela ocorréncia de sementes sem embrifio;
no entanto, examinando 1057 sementes colhidas de 44 plantas, foram
encontradas apenas 33 sem embrifio, ou sejam 3,19 .

Tendo, em outra ocasiio, semeado 1 621 sementes provenientes de
57 plantas, foi constatado que de 23 plantas nenhuma germinou (709
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Quapro 7. — Coffea canephora. Porcentagem de frutos e sementes obtidos em cru-
zamentos compativeis

Ano Hibride -— Plantas cruzadas Frutos Sementes
%o %o
1937 H. 47 — 35 <208 .................. 50,0 35,7
H.449 — 37 <208 .................. 66,7 33,3
H.479 — 67-10 x 68-13 .............. 51,8 43,2
H.481 — 68-13 x 69-10 .......... e 11,5 58
H.482 — 698 x 68-13 .............. 35,6 30,8
H.484 — 69-10 x 70-3 .............. 11,1 11,1
H.485 — 70-2 x 70-12 .............. 1,0 0,5
1938 H.5351 — 35 x Pédenxl ............. 16,7 9,5
H.554 — 35 x Podenx1 ............. 53,0 354
H.555 — 35 x208 ... ............ 7.3 3,6
H.556 -— 35 x Podenx2 ............. 63,2 45,4
H.558 — 37 x35 ... ... — —
H.608 — Po6denxl x 35 ............. 17,5 35,0
H.613 — Pédenx2 x 35 ............. 36,2 31,3
H.621 — Podenx x 35 ............. 20,5 18,2
H.622 — P6denxt x Podenxl ... ... 22,5 17,3
H.623 — P6denx? x Podenx6 .. .. ... 15,0 12,5
1939 i Mo — 33 x208 ... 00! 2,3 4.6
- H.699 — Podenxd x 208 ... ... ..... : 43.5 32,
1940 H.754 — 37 x374 ... ............ ! 17,8 16,7
H.834 — Podenx] x Pédenxé ....... 95 23
1041 H.904 — Pédenxt x Pédenx2 ....... 9,5 88
H.928 — Pédenx1 x 37 .......... ... 29,4 21,3
H.934 — Podenx2 x 37 ............. 224 13,9
1943 H.1073 — 431 x 748 ... . ... .. ... 392 25,0
1945 H.1403 — 70-10 x 748 ... .. ... 244 | 7.3
H.1417 — 431 < 786 ... .......... 65,6 38,
H. 1424 — 748 x 786 ............... 39,8 32,5
H.1455 — 786 < 451 ... ... ... ... 16,7 10,8
1946 H.1345 — 754 < 748 ... ... ... ; 161 11,3
| T 1546 — 734 x 801 ... ..., ; 7.5 7.5
DO HIS7 — 754 x 876 ... 10,5 6,6
H. 155 — Podenxd x 37 ... ..... 1 4.8 4.8
i H.1337 — PP6denx3 x Podenxd ... .. . — 23,0
| H.I538 — Pedenxb x 37 ... - 12,8 8,5
1947 SO M7 — 35 x Phdenxd L. 583 50,0
DOH.1743 — 37 x Pedenxd ..., 130 5,5
CoHLU1 744 - 37 x Podenx6 ... ‘ A 31
© L1788 — Pédenxd x 37 ... ... 3.6 2,7
H.1790 — Podenxd x Pédenx2 .. ... i 294 17,6
H. 1791 — P6denx3 x Pédenx6 ... ... ! 0,7 0,7
H 7,3 9,7

ITBU7 — Podenxt x 37 ... ... i )
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sementes) ; fazendo a disseccio destas, foi verificado que apenas 12
(1,7%¢) nio tinham embrifio. Kxaminando também 291 sementes nao
germinadas das demais plantas, 16 foram encontradas sem embriio
(5,59¢). Considerando, entretanto, o total das sementes semeadas
(1621), o total das sementes encontradas sem embridio (28) correspon-
de a 1.7% : as sementes nio germinadas, num total de 1300, correspon-
dem a 80%. Logo, a falta de germinagdo ndo tem como causa a au-
séneia de embrido.

A fim de verificar se as sementes que ndo germinam sdo estéreis
ou se germinariam sob outras condigdes, foi feita uma experiéncia em
(ue elas eram tratadas por uma solugio aquosa a 19 de cloreto de tri-
feniltetrazolium, que tem a propriedade de colorir os embrides quando
sio fertéis: sementes das variedades P64 e Bukobensis foram repartidas
em trés lotes:; um lote de cada variedade foi tratado pelo Tetrazolium.
A germinacio em canteiro foi menor do que em caixas de Petri; nes-
tas, porém, a porcentagem de germinagdo coincidiu perfeitamente com
a de sementes férteis, acusada pelo teste do Tetrazolium. Dai poder-
mos deduzir que as sementes que em geral ndo germinam em caixas
de Tetri sio estéreis,

o notivel, entretanto, que a ocorréncia de sementes estéreis varia
de planta para planta. Analisando a origem das sementes, pudemos
verificar que: a) daquelas que apresentaram 100% de germinagio, trés
plantas eram polinizadas artificialmente com pdlen compativel e uma
planta era livremente polinizada; b) das demais plantas artificialmente
polinizadas com polen compativel, quase todas apresentaram uma por-
centagem de germinacio elevada, o mesmo acontecendo com mais uma
planta livremente polinizada; ¢) plantas hibridas polinizadas por ou-
tras deram sementes de germinagio ligeiramente inferior as anterio-
res; d) plantas hibridas polinizadas por um dos clones de que se origi-
naram («back-crosses»), deram em geral uma germinagdo muito baixa,
sendo delas a quase totalidade das sementes que nio germinaram. A
anilise levada a efeito permite agrupar os dados da seguinte forma:

TRATAMENTOS Porcentagem de germinagdo
DPlantas livremente polinizadas . ................. 779
Plantas polinizadas com polen compativel ......... 53,0

Hibridos polinizados por outros hibridos

«Pack-CroSses® . .....vviiivnennns e 3,0
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Essa diferenga de viabilidade das sementes deve estar relacionada,
assim, com o fendmeno da auto-incompatibilidade da espécie C. cane-

phora.

4.4 — AUTO-INCOMPATIBILIDADE

O fato de serem produtivas as plantas de C. canephora quando li-
vremente polinizadas no campo, vem, juntamente com as observagles
relatadas, demonstrar que se trata de um caso de auto-incompatibili-
dade genética.

Para a andlise genética da auto-incompatibilidade na espéeie foi
admitida a hipdtese dos fatores S, como para Nicofiana (3). Esses fa-
tores controlam o crescimento do tubo polinico dentro do estilo: quan-
do o pdlen (hapldide) possui o fator § igual a um dos fatores do estilo
(dipldide), o tubo polinico formado nio penctra até o ovirio: guando
o fator 8 do pélen é diferente dos dois fatores S do estilo, o tubo poli-
nico caminha normalmente, penetrando no ovario e realizando a ferti-
lizagdo. No primeiro caso ha incompatibilidade, no segundo hi compa-
tibitidade,

O conhecimento das combinacGes compativers ji existentes ¢ in-
teressante ao continwador das pesquisas néste sentido, razio pela qual
entendemos nosso dever deixar a relacdo seguinte:

PLg P g P oL g PLe P g

35 x 208 68-13 x 69-10 786 x 451

35 x I’.6denx.] 69-10 x 70-3 —

35 x . 6denx. 3 70- 2 x 70-12 P6denx] x 335

37 x 35 70-11 x 748 P6denx] x 208

37 x 208 451  x 748 I6denxl x 7. 6denx.6
37 x 574 451 x 746 I'64enx3 x 37

37 x 1’.6denx.3 748 x 78A P’64enx3 x 208

37 x 1".6denx. 6 734 x 748 I*6denx3 x 1".64enx,2
67-10 x 68-13 754 x 201 ’6denx6 x 35

69-8 x 6%-13 734 x 876 i’6denxtr x 37

Das plantas que fazem parte desta relacdo, apenas seis tém sido
combinadas de diversas maneiras: 35, 37 Pédenx.1, Pédenx.2, 1P.64enx.3
e 6denx.6. Das demais nio hi dados suficientes para esclarecer uma
analise genética,

Apds numerosas combinagdes analisadas, chegamos 4 conclusio de
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que as seis plantas mencionadas pertencem a trés grupos distintos,
quanto aos fatdres S:

8.5, — planta 35

S:S, — plantas 37, T64enxl e 17.6denx.2

5,5, — plantas ’.6denx.3 e P.64denx.6.

TDentro de cada grupo, as plantas sic interincompativeis; as de
cada grupo sio compativeis com as dos outros dois grupos.

As plantas I’.64enx.1, enx.2, enx.3 e enx.6 provém, originalmen-
te, da multiplicagio vegetativa de duas plantas unicas, tendo se perdi-
do as anotagGes qué permitiam dizer quais enxertos eram de uma e
quais eram de outra planta. A incompatibilidade entre enx.l e enx.2,
e entre enx.3 e enx.6, e a compatibilidade entre enx.1 e enx.2, de um
lado, e enx.3 e enx.6, de outro, mostram que as duas primeiras sio
originarias de uma planta e as duas altimas de outra.

A existéncia dos trés grupos acima permite supor que a incompa-
tibilidade seja controlada genéticamente e, pelo menos para éste peque-
ne grupo de plantas, funciona perfeitamente um esquema de «upposi-
tional factors». Dentro déste esquema todos os resultados de polini-
zaches feitas se enquadram perfeitamente.

Fica, entretanto, faltando nesta analise genética, o estudo dos «back-
-crossesy», o qual poderd, quanda vier a ser feito, reafirmar a constituicdo
genética dessas plantas com relagdo aos fatores S por nds estabelecida.

CYTO-GENETICAL INVESTIGATIONS ON THREE SPECIES
OF COFFEA4
Self incompatibility in Coffea Cancphora
SUMMARY

Resuits from eight years of research on Coffea canephora, C. congensis and
C. dewevrer are reported. Some observations have already been published.

These three species are self-sterile, no fruit heing formed after selfing. Ne-
vertheless, embryo-sac development and microsporogenesis are normal and no
other factor prevents pollination.

The pollen grains vary greatly it size. Those of Coffeqd congensis from
Uganda germinate abnormally, producing eytoplasmic expansions instead of pol-
len tubes. Kept under laboratory conditions, the pollen of the three species lost
viability within seven days,

Througl intra-specific crosses several compatible clones have heen esta-
blished.

The observations made indicate that in Coffea canephora, C. congensis, and
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C. dewezrel there is genetic self-incompatibility; in . congensis there is in addition
male sterility.  In Coffea canephorg, a species that was stucdied in more detail,
it has been possible to determine the «S» factors for mcompatibility controlling
the relations between pollen tube and stigma. Some plants of this species could
already be classified in three classes: $,S., $.S; and S.S..
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