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1—INTRODUCAO

A variedade rugosa de Coffea arabica I.. foi descrita por Krug, Mendes
e Carvalho (4), baseando-se as observacdes em um cafeeiro encontrado no
antigo cafézal da Estagdo Experimental Central de Campinas. Esta planta,
que recebeu o nimero 134, tem sido propagada por enxertia, dela existindo
varios exemplares na colegio de cafeeiros dessa KEstagdo Xxperimental.
Difere da variedade typica da espéeie principalmente por apresentar porte
menor, ramos longos e pendentes com internédios curtos, f6lhas oblancio-
ladas de lAmina coriicea e de um verde bem escuro, muito ondulada na
superficie superior e rugosa na face inferior, flores menoreg, floragdo pequena
e frutificagdo baixa (4). Para aquéles que estdo familiarizados com as varie-
dades de café, as folhas do rugosa lembram, pela sua textura, as da varie-
dade bullata de C. arabica com suas formas hexaploide (2n=66) e octo-
pléide (2n=88). ‘

Os dados até agora obtidos pela Secgdo de Genética do Instituto Agro-
némico, embora insuficientes, devido & escassez de florescimento, tém indi-
cado que a variedade rugosa parece ser fértil nos cruzamentos com outras
variedades de C. arabica. Tanto nas progénies como nos hibridos obtidos,
até agora ndo se encontrou nenhum cafeeiro exatamente igual ao original.

Duas hipéteses foram entdo formuladas, e que poderiam explicar a
n#o transmissdo désse carater :

a) A planta seria uma quimera citoldgica, sendo a rugosidade das
f6lhas consequéncia da existéncia de camadas de células com nimero mil-
tiplo de cromossdmios, ndo tendo sido afetada a camada geradora dos
gametas ; b) Uma quimera genética, ocorrida em camada geradora que
toma parte na formagdo das folhas e nfo na dos gametas.

Satina ¢ Blakeslee (8), por meio de quimeras periclinais em Datura,
puderam determinar trés camadas geratrizes dos diversos tecidos da planta,
gsendo que a primeira delas é responsavel pela epiderme e a segunda, entre
outras fungbes, toma parte na formagio dos gametas. As trés camadas
contribuem para a formagio da fblha.

(1) Trabalho apresentado 3 Segunda Semana de Genética, realizada em Piracicaba, de 3-12 de feve-
reiro de 1949.
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Frost e Krug (2), trabalhando com quimeras citolégicas em Ciirus,
encontraram, no minimo, trés camadas geratrizes ; s6 as duas primeiras
entram na formagio das félhas.

Dermen (1) verificou também trés camadas histogénicas em macieiras.

Quanto ao cafeeiro, nada se sabe ainda a éste respeito. O presente
trabalho é o resultado dos estudos levados a efeito no sentido de verificar
a primeira hipétese atras citada, isto é, a existéncia ou nio de quimera
citolégica. KEssa pesquisa também contribuiria para o estudo das camadas
histogénicas em Coffea arabica.

2—MATERIAL E METODO
2.1-FOLHAS

Gemas foliares e folhas novas foram colhidas e fixadas imediatamente
de uma das seguintes formas : a) diretamente em “Craf’’ (6) durante vinte
e quatro horas; b) prefixagfo em “Carnoy’ (cloroférmio — trés partes ;
4lcool absoluto — duas partes ; acido acético glacial — uma parte), vinte
e quatro horas e subsequente transferéncia para “Craf’”’ por mais vinte
e quatro horas. Apds a fixagéo, o material foi lavado em &lecool a 709,
procedendo-se em seguida 2 infiltragdo pela parafina, através de uma série
com &lcool butilico. Os cortes foram feitos com a espessura de 6 a 10 micra
e a coloragfio pela hematoxilina de Heidenhain ou pelo violeta cristal. De
f6lhas desenvolvidas da variedade rugosa e de uma planta da variedade
bourbon foram também feitas lAminas para comparacio de sua estrutura
anatdmica, sendo o material tratado da mesma forma anterior. As melhores
ldminas foram obtidas com o material prefixado em “Carnoy” e colorido
pela hematoxilina.

Além do método acima, utilizou-se ainda, para contagem de cromossod-
mios, o da coloracgdo rapida de f6lhas novas pelo métedo do carmim acético
(5). O material foi colhido diretamente em “Carnoy”’, onde permaneceu du-
rante algumas horas ou até o dia seguinte, sendo daf transferido para uma
solugdo alcodlica de HCl a 179, durante 4 minutos. O excesso de 4cido foi re-
tirado por uma rapida passagem em ‘‘Carnoy” e em seguida fol o material
posto em novo recipiente com “Carnoy’’. As f6lhas foram retiradas uma a uma
e colocadas numa gbdta de carmim acético sdbre uma ldmina, que foi aque-
cida lentamente até o material tornar-se escuro. A seguir enxugou-se o
material e a lAmina com um pedaco de papel chupdo e adicionou-se nova-
mente, & ldmina, uma gbta de carmim. Depois de esmagar levemente a
f6lba com uma agulha de ferro, foi colocada sébre ela uma laminula. A
ldmina de novo foi aquecida, fazendo-se pressdo sObre a laminula com uma
rolha, de modo que o tecido se desagregasse e as células se apreseniassem
numsa s6 camada.

Se bem que tanto as preparag¢des permanentes como as temporarias
tivessem fornecido numerosas figuras, muito bem coloridas, as contagens
dos cromossOmios, em muitos casos, deram margem a didvidas. Tentou-se
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A — Metifase em folha nova, célula da epiderme inferior, Z2n = * 43, hemato-

xilina, X 4 200,

B — Ildem em célula da 3.2 camada apés a epiderme inferior,

2n = = 45, hematoxilina, X 4 200, C —- Metifase em célula de félha nova,
2n = = 46, nigrosina, X 2 140, D — Idem, 2n =44, X 2 140. E — Metafase em

onto de raiz, 2n = 44, hematoxilina, X 2 140. F — Metafase I em c.m.p. mos-
trando 22m, X 2 800. G — Metifase em microsporo, n = 22, X 1 400.
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também um terceiro processo, recentemente descrito por Rosen (7), de colo-
ragio rapida dos cromossémios pela nigrosina. Boas preparagdes foram
obtidas por éste processo, porém nio se pode dizer que as didvidas surgidas
nas contagens dos cromossdmios tenham sido menores que em ambos 0s
outros dois processos.

2.2—RAIZES

Os atuais exemplares da variedade rugosa se acham enxertados sObre
outra variedade de Coffea arabica. Para obtencio de raizes da haste, estacas
foram tratadas com Rizopon B (Estimurhiz B) (3), tendo-se conseguido
resultados satisfatérios. Tanto estas rafzes como as das plantas obtidas por
autofecundagéo, foram fixadas em ‘“Craf’’, incluidas em parafina pelo mé-
todo do alecool butilico, cortadas a 8 micra de espessura e coloridas pela
hematoxilina férrica.

2.3—BOTOES E FLORES

Para o estudo da meiose nas ¢.m.p. e da mitose nos grios de poélen,
foram colhidos botdes, didriamente, durante muito tempo, em uma mistura
de trés partes de aleool absoluto e uma parte de acido acético glacial. O
material foi sempre conservado em refrigerador, sdmente sendo retirado
para uma troca por fixador novo, vinte e quatro horas ap6s a colheita e no
momento do exame. As anteras foram coloridas pelo método usual do
garmim acético.

Botoes grandes foram protegidos com sacos de papel, para evitar con-
taminacgéio por poélen estranho, por ocasifio da abertura ; quando as flores
se abriram, ume parte foi conservada para estudo de autopolinizacio e
outra foi colhida e levada para o laboratério. Prepararam-se ldminas com
um filme de agar a 0,59, e 15%, de sacarose, semeando-se sObre elas o pdlen.
Ag laminas foram conservadas em ciAmara Gmida & temperatura ambiente.
Quatro horas depois, jA se podiam observar os grios de pdlen germinados.
éﬂconta,gem, porém, foi feita vinte e quatro horas depois.

" Os desenhos foram feitos em cémara clara com os aumentos que véo
especificados junto As figuras que ilustrain o presente trabalho.

3—RESULTADOS OBTIDOS

3.1--ESTUDOS DAS FOLHAS

Em células da epiderme, do meséfilo ¢ das nervuras, puderam sempre
ser verificadas metafases soméiticas com um niimero de cromossdmios pro-
ximo de 44 (est. 1—A, B, C e D). Encontraram-se figuras com 42, 43, 44,
45, 46, 47 e 48 eromossOmios, porém, apesar das numerosas lAminas exami-
nadas, nunca foi possivel confirmar essas contagens, sem deixar ddvidas.
Deve-se levar em consideragido que os cromossOmios de Coffea arabica sio
muito pequenos, oferecendo sérias dificuldades o seu estudo em material
impréprio, como uma f6lha em desenvolvimento.
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Em cortes longitudinais e transversais de folhas do exemplar rugosa
e do bourbon é dificil verificar qualquer diferenca, quer no tamanho das
células em geral, quer na organiza¢io das camadas e tecidos.

3.2—ESTUDO DAS RAIZES

Tanto em raizes de estacas da planta rugosa (est. 1—F) como em rafzes
de plantas provenientes de sementes autofecundadas e néo autofecundadas,
determinou-se sempre 2n=44 cromossémios, tendo sido as contagens reali-
zadas em células de tddas as camadas, desde a epiderme até o cilindro central.

3.3—MICROSPOROGENESE E ESTUDO DO POLEN

O exame do material colhido para éste estudo revelou, em metafase I,
22 pares de cromossOmios (est. 1—F). A distribuiggo dos cromossdmios em
anifase 1 é normal, ndo se observando ‘laggards”. Em metafase II, veri-
ficaram-se 22 cromossdmios em cada um dos pblos.

Na primeira divisio somética, ocorrida no microsporo, contaram-se,
também, n=22 cromossdmios (est. 1—G). Quando semeado em l4mina pre-
parada com Agar e sacarose, o polen germina dentro de poucas horas. Depois
de vinte e quatro horas, acharam-se 689, de germinacio, percentagem essa
normal, para C. arabica.

4—RESUMO E CONCLUSOES

A auséneia de plantas exatamente iguais ao rugosa, na descendéncia
da planta estudada, sugeriu a hipétese de se tratar de uma quimera cro-
mossOmica. A rugosidade das f6lhas seria resultante da ocorréncia de cama-
das de células de tamanhos diferentes, com niimeros miltiplos de cromosso-
mios, permanecendo tetrapléide a camada responsivel pela formagfo dos
gametas.

O exame de f6lhas novas, em crescimento, revelou que ai nfo ocorrem
camadas com ntmeros miltiplos de cromossdmios. As melhores contagens
feitas mostraram, sempre, nlmeros muito préximos de 44 cromossOmios.

Estudando-se a microsporogénese, verificou-se que os microsporocitos
tém 2n=44 cromossdmios e que os grios de pdlen sdo formados através
de um processo normal, apresentando n=22 cromossdmios.

As rafzes, tanto de estacas de hastes do cafeeiro original como de plantas
descendentes désse cafeeiro, mostraram, também, que o tecido somético é
inteiramente tetrapléide. |

De acOrdo com é&sses resultados obtidos, pode-se excluir a hipébtese de
que s planta rugosa seja uma quimera, com camadas de células com ni-
meros multiplos de cromossémios. Pode-se, igualmente, concluir que o
cafeeiro é tetrapléide, tal como as demais variedades de C. arabica.

Resta, todavia, a possibilidade de ser o carater rugose devido a uma
mutagfo génica, ocorrida em uma ou mais camadas que afetam a félha,
mas que néo entram na formacao das células reprodutoras. Esta hipétese,
todavia, é dificil de ser posta & prova.
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SUMMARY

The Coffea arabica L. variety rugosa has heen characterized as having rugose or
roughencd leaves. However, progenies of this variety obtained from selfed and open
pollinated flowers have not, as observed to date, produced plants with characteristic
rugose or definitely roughened leaves. This lack of rugose leaves in the seedling progeny
of the varicty rugosa led to the present eytological investigation to determine whether
rugose leaves might be due to differences in the polyploid nature of the component leaf
layers.

Chromosome counts were made in cells of tissue obtained from root tips of seedlings
and from root tips from stem cuttings, and from very young leaf buds. Chromosomes
were also counted in the microsporocytes and in the microspores. The results of the
eytological observations indicate that in the plant tissues examined there was an average
number of 44 chromosomes.

The counting of chromosomes in the coffee leaf buds was difficult due to the small

size of the chromosomes. Observations also showed that microsporogenesis in the variety
rugosa was normal and that the microspores contained 22 chromosomes.

The results of this investigation show that Coffeq arabica L. var. rugosa is a tetraploid
plant, as are scveral other varieties of €. arabica that have been studied. The cytological
observations also show that the rugose or rough condition of the leaves is not due to the
presence of tissue layers of different polyploid nature.
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