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RESUMO

Diversas pesquisas foram realizadas com & finalidade de esclarecer as causas da
improdutividade de Coffen Dewesrei, da qual possuimos em colecio as seguintes varie-
dades: Abeokutae, Dybowskii, Excelsa e Dewevrei.

Um grande niimero de suto-polinizagfes e cruzamentos foi realizado dentro e
entre variedades. Com ésse trabaltho ficou comprovado que as auto-polinizacdes sdo
absolutamente improdutivas e que 86 sdo produtivas as combinag&es entre certos clones

Das observages citolégicas realizadas sébre a formagio e desenvolvimento do

saco embriondrio e sbbre o pélen concluiu-se nio existir qualquer anormalidade capaz
de impedir a fertilizacio,

Chegou-se & conclusio de que também nesta espécie dipldide existe o fenémeno
da incompatibilidade genética, cujo mecanismo ainda nio foi estudado.

S#o apresentados alguns dados sfbre a porcentagem de lojas vazias que ocorrem
nos frutos desta espécie.

1 — INTRODUCAO

O problema da incompatibilidade faz parte de um programa de estudos
das espécies dipldides de Coffea. No que se refere & espécie C. canephora
Pierre ex Froehner, os estudos reslizados acham-se publicados numa série
de trabalhos (5, 6, 7) através dos quais ficou esclarecido que tanto a micros-
porogénese como o desenvolvimento do saco embriondrio & normal; a este-
rilidade nesta espécie é devida & incompatibilidade genética, estando a
produg¢do de frutos na dependéneia de combinagdes compativeis.

No presente trabalho sfo relatadas as pesquisas efetuadas em outra
espéeie dipldide, €. Dewevrei De Wild. et Th. Dur., reslizadas para escla-
recer também a incompatibilidade das suas plantas.

(*) Recebido para publicackio em 3 de fevereiro de 1959,
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A microsporogénese nesta espécie i estd estudada (4): o processo é
normal, eom producio de pélen funcional com n=11 cromossomos.

Os resultados apresentados se referem ao trabalho realizado até 1953
e servem de orientacdo a futuros estudos sébre o meecanismo genético da
incompatibilidade nests espécie.

2 — DESENVOLVIMENTO DO SACO EMBRIONARIO

Para o estudo do desenvolvimento do saco embriondrio na espécie
Coffea Dewevret os ovérios foram colhidos em “Craf” e inclufdos pelo pro-
cesso comum do dlecool butilico. Na maior parte do material, porém, os
6vulos foram retirados do interior do ovério, sob a lupa, e entdo sdmente
éles foram incluidos, o que facilitou sobremaneira o trabalho, reduzindo
muitissimo 0 material a ser cortade e examinado. Os ovarios e também
os Ovulos pequenos foram cortados & espessurs de 12 micros; em Gvulos
mais desenvolvidos, as segdes foram de 16 micros. Para a coloragio usou-se
o proeesso da hematoxilina.

Os estados de desenvolvimento do saco embriondrio foram analisados
em Gvarios de trés tipos de flores:

a) fléres castradas e que ndo receberam pdlen de espéeie alguma;
b) fléres polinizadas com pdélen compativel;
¢) fléres livremente polinizadas.

Nos dois primeiros o material fol estudado a partir de 15 dias apds
a abertura das flores e a intervalos de, no minimo, 15 dias entre uma

colheita e outra. No terceiro item foi estudado apenas o material com
24 e 26 dias de idade.

a) Fléres castradas e nfo polinizadas. — Dos trinta e dois évulos
examinados provenientes de flores colhidas 15 dias apds a abertura, a maior
parte se apresentou em diferentes estidgios de degenerescéncia; na colheita
seguinte, isto &, aos 30 dias apds a abertura, o nimero relativo de sacos
embrionirios em degenereseéncia adiantada e completamente degenerados
aumentou, sendo que aos 60 dias quase todos os évulos examinados apre-
sentaram o saco embriondrio degenerado. Aos 107 dias a degenerescéneia
j4 havia atingido o préprio tegumento, progredindo da parte interna para
a externa (quadro 1).

Pode-se dizer que no material estudado, mesmo néo tendo havido fer-
tilizacdo de nenhum dos 6vulos, o frutinho pode permanecer préso i planta
até 107 dias apds a abertura das flores.
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Quanro 1. — Coffea Dewevrer, Observagdes sébre o desenvolvimento do saco embrio-

nério em fléres castradas e nio polinizadas (*)

v |

ias decorridos apds J Hacos embriondiros ndo Sacos embriondrios em

& abertura dag Ovulos examinados degenerados degenerescéncia ou
fidres | degenerados
‘—- 1
n.o no n.e r ne
& . 32 5 i 27
B0 .. ! 33 2 31
45 27 27
60, . 24 24_
W07 ... 14 14

) Os dadoa se referem & planta 63, da colegio de Campinas,

b} Fléres polinizadas com pblen compativel. — Aos 15 dias apds
a abertura das fldres, uma parte dos 6vulos estava fertilizada, no saco em-
brionfrio notava-se a célula-6vo préxima 4 micrépila e o nucleo primério
do endosperma; s vézes, em lugar déste, o endosperma se apresentava
em desenvolvimento com 5 a 20 nicleos, Foram encontrados sacos em-
briondrios nio fertilizados e em degenerescéneia, bem como dois casos em
que ndo houve formagéio do saco embriondrio {(quadro 2),

A medida que o tempo decorre vamos encontrando estados cada ves
mais adiantados de desenvolvimento: o endosperma se transforma em celular,
cérea de 100 dias apés a abertura; da mesma forma, a célula 6vo se divide
transformando-se em pri-embrigio, sendo que aos 142 dias encontramos pro-
-embrites maig desenvolvidos, multicelulares, com um COTPO € Um Suspensor.

Quadro 2. — Coffea Dewevres, Observagdes s6bre o desenvolvimento do saco embrio-
ndrio em fléres polinizadas com pélen compativel (*}
Dias decorridos Ovulos S.E. nio 8.E. em degenereacéncin, S;i}’!i:‘.r;res]xli:sati?lo:m
aple a abertura examinados fertilizado degenerado, ou évulo em subseqlientes de
das flores degenerescdncia desenvolvimento
e ne’ noe 7n.° ne
B 27 7 4 16
30 . 2B ... 5 17
45 . 4 |\ 2 12
6 . . £ O 4 7
107 29 | .. 6 23
M2 e 11

* Os dados se referem s crusamentos reciprocos entre as plantas 63 & 975, da colecio de Campinas,
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Em tédas as idades foram encontrados sacos embriondrios em dege-
nerescéneia sendo que aos 142 dias os possiveis évulos degenerados néo
foram examinados.

¢) Fléres livremente polinizadas. — Neste tipo de fléres s6 material
de 24 e 26 dias apés a abertura foi estudado. Foi observado que na maim
parte dos 6vulos os nicleos polares estavam fundidos, sendo que em muitos
déles havia vestigio de tubo polinico. Em um tnico caso o saco embrio-
nério apresentava o hicleo primério do endosperma. Comparado com o
material de 15 dias de cruzamento compativel, os ovirios de flores livre-
mente polinizadas se achavam em atraso (quadro 3.

Quapro 3. — Coffea Dewevrel. ObservagGes sbbre o desenvolvimento do saco embrio-
nério em flores livremente polinizadas (*)

ESTADOS DE DESENVOLVIMENTO

i v
Dias decorridos apds Owvules | Nicleos polares fundidos
a abertura das flores | examinados '

! Bacos embriondrios
denenerados

! ‘ Sem vestfgios de } Com vestigios de |
i tube polinico | tubo polinico ]
| | N
"o ‘ ne ! n.° | ne na
.
24 .. - 8 ’ 4 2 | 2
!
26 .. | 15 ‘ 6 | 5 | 4

(*) Os dados se referem & planta 63, da volecho de Campinas,

3 — ESTUDOS SOBRE O POLEN

Morfologia. — O pélen de (. Dewevrer pode ser considerado esférico
e apresenta uma exina bem distinta, cujo contdrno mostra trés poros.

Medicdes. — Para avaliar o seu tamanho foram feitas laminas colo-
ridas por carmim acético e medidos 100 grios de cada planta. Foram uti-
lizadas 17 plantas para ésse estudo. O difimetro dos gréos variou entre
19,32 e 35,14 micros, a média sendo 29,44 micros, praticamente igual & de
Coffea canephora, que é 29,66 micros, mas bastante menor do que a de
C. arabica, que ¢ 36,79 micros (3).

Longevidade. — Trés plantas da espéeie C. Dewepret foram utili-
zadas nas observacoes sobre a longevidade do pélen. As flores, protegidas
antes da abertura, foram nesse dia colhidas e trazidas ao laboratério. Uma
parte do pélen coletado foi semeada no mesmo dia; outra foi guardada em
caixas de Petri contendo CaCl,, dentro de um refrigerador cuja tempera-
tura se manteve entre 3 e 5°C. Com &sse pélen guardado foram feitas se-
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meagdes de 7 em 7 dias, até um méximo de 49 dias. Em cada dia de se-
meagdo foram feitas quatro laminas, contendo cada uma delas um mistura
de pdlen de 2 ou 3 anteras de duas fléres no minimo; foram contados 250
gréos em cada ldmina, em campos distribuidos a0 acaso, perfazendo um
total de 1 000 grios, no minimo, para cada planta, em cada ensaio. O meio
nutritivo foi sempre o mesmo, isto ¢, uma solugéio de dgar a 0,5% com 109,
de sacarose.

O pélen de C. Dewevrei germing normalmente, emitindo tubos poli-
nicos normais e longos; a porcentagem de germinago no mesmo dia da
abertura das fléres foi baixa {(quadro 4), mas pela grande quantidade de
pdlen que cada flor produz, ela é mais do que suficiente para garantir a
frutificagiic da planta. Embora haja vestigios de germinacio em pélen
conservado durante 42 e 49 dias, pode-se dizer que, nas condigtes das expe-
riéncias feitas o pélen de C. Dewerrei tem pequena longevidade, pois, depois
de sete dias de conservacio foi insignificante a sus germinacio.

Quabro 4, — Coffea Dewevrei, Germinacdo de pdlen de diferentes idades, em meio arti-

ficial
‘ Planta 63 Planta 788 Planta 31
Idade a partir da
abertura das flares .
grios germinacdo grics germinagio grios germinagio
contados ) contados i eontados
ne o no % ne %
1017 27.63 1011
1104 3,62 1133
1066 0,18 1134
i 987 3,72 1260
1455 | . 2,06 1230
1103 0,90 1024
1173 .85 1208
1104 0,27 1049

Penetraciio do tubo polinico em pistilos. - Estas observagdes
foram feitas tanto em auto-polinizagdes e cruzamentos incompativeis, como
em cruzamentos compativeis,

No dia da abertura, as flores préviamente emasculadas e protegidas
foram polinizadas, algumas com pélen incompativel ¢ outras com o compa-
tivel; os pistilos foram colhidos a certos intervalos de tempo, fixados e
coloridos para exame ao microscdpio.

Para as l&minas permanentes foi usado o fixador “Craf”’ ¢ o corante
hematoxilina. O pistilo de café & muito longo e se encurva um pouco dentro
do fixador; por essa razdio nao foi possivel conseguir cortes longitudinais
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continuos, nos quais fosse possivel acompanhar o tecido condutor ao fongo
de todo o seu comprimento. Mesmo assim, ¢timas l4minas foram obtidas.

Nas preparagdes tempordrias o pistilo era colhido no fixador, depois
era secionado longitudinalmente ao meio e colorido pelo corante préprio.

Foram usadas como fixadores solugdes alcodlicas de dcido acético e
formalina comercial; e, como corantes, carmin acético, orceina acética,
magenta, fucsina dcida e “light green” (1, 2), tendo sido experimentadas
diversas combinagdes de fixador e corante.

As observacoes foram as seguintes:

a) nas polinizagBes incompativeis e nas autopolinizag¢des havia muitos
grios de pélen sdbre o estigma, alguns germinando, mas cujo
tubo polinico ndo ultrapassava as papilas; mesmo em material
colhido 24 horas depois de polinizado ndo foi encontrado nenhum
tubo polinico dentro do estilo;

b) nas polinizagdes compativeis os grios de pélen estavam germinados,
com tubos longos, muitos dos quais se achavam & base do estilo.

4 — POLINIZACOES

O trabalho de autopolinizagdes e cruzamentos em Coffea Dewevret,
visando ao conhecimento de clones interfértels, foi realizado tanto entre
as suas diversas variedades como dentro delas. T nas variedades Excelsa
e Dewevrei que se concentra o maior nimero de informagdes; das variedades
Abeokutae e Dybowskii poucos dados existem.

No que se refere s autopolinizagdes, elas foram realizadas em nave
plantas da variedade Excelsa, oito da variedade Abeokutae, quatro da va-
riedade Dybowskiz e seis da variedade Dewevres. Tddas provaram ser auto-
estéreis.

Quanto s polinizagdes cruzadas, os resultados acham-se reunidos no
quadro 5.

5 — OCORRENCIA DE LOJAS VAZIAS

Como complemento interessante para melhor conhecimento da espécie
C. Dewevrei, estudou-se também a ocorréncia de lojas vazias; esta foi de-
terminada pela observacio em 16 plantas das variedades Excelse, Abeokutoe,
Dybowskii e Dewevrei; de cada planta foram coletadas ao acaso quatro
amostras de 100 frutos provenientes de livre polinizagfo. As observagdes
eram condensadas em ficha especial, conforme o modélo apresentado a
seguir.
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DADOS PARA ESTUDO DE PARTENCGCARPIA
N da planta: 1001 Espécie: C. Dewerrei var. excelsa
Data da colheita: 18-9-1951
Ndamero de lojas
Tipo da semente Conteiido das lojas N.o de
frutos [
com com i ndo Total
endosp. perisp. ! desenv,
Moea _._._.____ lend. 40 22 22 i 22 44
1 perisp. 4+ 0 2 2 2 4
Chato __________ | 2 end, 63 126 126
!t 1end., - 1 perisp. 5 5 5 10
. 2 perisp. a 10 10
De “3" ... . [ 3 end. 3 9 9
2 end. 4+ 1 periep. i
1 end. -+ 2 perisp. :
3 perisp. i
Total _._..____. \ | w0, 162 17 | 24| 203
% sbbre o nimero
total de lojas __ 79.8 8,4 1.8
Quabro 5. — Coffea Dewerrei. Relacio dos cruzamentos férteis e estéreis
!
Cruzamentos Cruzamentos
Variedades combinadas Variedades combinadas
Férteis I Hatéreis Férteis Eatéreis
|
. e e 3 e 4|2 4
Excelsa x Excelsa __.___ 63 x 766 | 64 x 63 | Dybowskii x Excelsa __ |1011 x 990 | 775 x 798
x 088 | 751 x 83 776 x 798
765 x 908 | 765 x 63
x 999 | 833 x1002' | Dybowskii x Abeckutae 776 x 773
769 x 833 776 x 773
833 x 785
1002 x 999 Dybowskii x Dewevrei _ 775 x ;55
x 762
Excelsa x Abeokutae . 63 x 975 ; 765 x1008 776 x ;gfn
x 762
Excelsa x Dybowskii ___ 63 x1011
833 x 775 Dewevrei x Excelsa ___ | 762 x 765 | 755 x TOR
x 776 x 998
909 x1011 763 x 63
781 x 63
Fxeolsa x Dewevrei __ __ 63 x 781 | 833 x 781 x 765
769 x 762 1021 x 63
833 x 755
x 762 Dewevrei x Abeokutae _ | 755 x 773
998 x 762
960 x 762 Dewevrei x Dybowskii __ | 755 x 775
1002 x 762 x 776
782 x 778
Abeokutae x Excelsa_____ T73 x 708 | 77Tl x 63
774 x 63 Dewevrei x Dewevrei __ | 75656 x1021 | 755 x 762
974 x 63 781 x 762 x 763
875 x 683 x 764
1008 x 63 762 x 756
x 763
Abeokutae x Abeokutae _ 975 x 772 763 x 755
x 762
Abeokutae x Dybowskii. _ 73 x 776 x 764
764 x 755
Abeokutae x Dewevrei __ | 773 x 755 x 763
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Os resultados do exame das plantas, feito como nos referimos atras,
sfio os do quadro 6, no qual apresentamos apenas os dados necessdrios para
o caleulo das porcentagens de lojas vazias.

Quapro 6. — Coffea Dewevrei. Ocorréneia de lojas vazias em plantas de diversas vatie-
dades da colegio de Campinas (*)

LOJAS DESENVOLVIDAS

VARIEDADE N.» da planta
Total coIn PErisperma
i B’ 1.9 %%

Excelsa ... ..ooooooo_.. 63 730 98 13,2
785 760 57 7.5

999 533 15 2,7

1001 699 51 7.3

Abeokutae ________._____.___ : 772 516 23 4,2
976 636 8 13

1003 617 23 3.7

1008 745 36 4.8

Dybowskiil _____.______. .____ 776 668 119 17.8
1014 594 38 6,4

10118 137 36 571

1019 611 21 3.4

Dewevrel ____.____.____ .. .. 755 R62 29 3,4
762 712 59 8.3

781 582 41 7.0

021 715 ' 24 3.4

(% Para cada planta foram examinadas quatro amostras de 100 frutos,

Existindo a auto-incompatibilidade nessa espécie, era de se esperar
uma alta proporcio de frutos sem sementes bem como grande porcentagem
de lojas vazias, uma vez que as plantas ng colegio se acham plantadas sem
qualquer sele¢fo de clones.

A fregiiéneia de lojas vazias, entretanto, é baixa; sOmente em duas
das 16 plantas examinadas encontrou-se porcentagem superior a 10.

Observagdes da mesma natureza, feitas em progénies normais da va—
riedade “Mundo Novo”, deram os resultados que se vém no quadro 7. Se
bem que é&sses dados ndoe tenham side obtidos com a finalidade de serem
analisados estatisticamente, pode-se dizer que as porcentagens de lojas
vazias encontradas na espécie C. Dewevrei foram ligeiramente superiores is.
que se observam normalmente em C. arabice var, “Mundoe Nova™.

6 — DISCUSSAO E CONCLUSOES

O material examinado para o estudo do saco embriondrio ndo permitiu
que se observasse o inicio de seu desenvolvimento e nem o momento exato-
em que se di a fertilizacfo. Entretanto, pelo que se observa em idades



Meniva & Conacin

Nov,, 1959 AUTO-INCOMPATIBILIDADE £M COFFEA 29
Quabro 7. — Cloffea arabica var. Mundo Novo. Ocorréncia de lojas vaziss em plantas
de diversas progénies existenbes na Eistagio Experimental de Monte Alegre (*)
LOJAS DESENVOLVIDAB
PROGENIES Frutos
Total com perisperma
n.e no n.e e
CP374-19-15 100 188 1 0,53
CP274-19-17 . 100 187 2z 1,06
CP274-19-20 __ i 100 184 6 3,25
CP381-18-4 ___ i 30 91 2 2,19
CP381-18-12 100 194 8 412
CP381-18-16 __ 50 90 3 3,33
CP381-1818 ___ - """ 150 285 17 596
CP381-18-20 ____ " TTTTC _ 100 201 6 2,98
CP38p.151 ____ T T TTTTT . 50 99 1 1,00
CP380-1537 ______ T T : 200 399 8 2,00
|
CPasg-158 . _______. . ! 50 95 3 3,15
Cpasg-159 ___ T 200) 394 8 1,52
CP389-15-10 ________ T °T 200 382 9 2,36
CPagp-15-11 __ 77T 50 94 2 2,12
CPaR9-15-12 __ T 100 203 9 4,43
CP38O-15-14 150 281 15 5,34
CP389-19-1 50 09 1 1,00
CP389-19-6 50 24 1 1,06
CP389-19.7 50 06 1 1,04
CP389-19-8 50 23 3 3,22
CP389-16-10 _.___._ . ___ i 50 101 0 0,00
CP389-19-11 ___ i 50 96 1 1,00
CP389-19-14 ____ 50 94 4 4,24
CP389-19-15 . i 50 94 g 2,12
CP389-19-20 __ " "TTT0 77T i 50 91 2 2,19
CP390-3-5 ___._____.________ i 100 188 1 0,53
CP3ag0-3.7 . " 50 99 0 10,00
CP390-3- ___ 100 179 6 3,35
CP300-3-16 __ = 50 100 11 11,00
CP390-4-1 ______ 77 : 100 192 12 6,24
CP390-4-8 _._____ i 100 196 13 6,63
CP390-4-12 | 50 00 2 2,00
CP300-4-17 _ , 50 92 3 3,26
CP390-4-19 _________TTTTTTC I 50 88 0 0.00

(* Parte dos dados c-xietentes na Se¢io de Citologia, ainda n#o publicados.

mais avangadas, pode-se deduzir que éle se forma normalmente, se com-
pleta e é fertilizado, pelo seguinte:

a) em fléres castradas e ndo polinizadas (quadro 1), tanto nos sacos
embriondrios em degenerescéneia como nos que se apresentavam
em bom estado, pdde-se verificar que &les haviam completado o
seu desenvolvimento;

b) em fléres provenientes de cruzamento compativel (pl. 63 x 975),
os 6vulos com 15 dias de idade mostraram sacos embriondrios
fertilizados e em diferentes estados de desenvolvimento {quadro.

2), embora uma parte dos mesmos (11 em 27) ndo estivesse fer-
tilizada.
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Por outro lado, ji se sabe que a microsporogénese é normal e que hé
formagéo de pdlen eom n=11 cromossomos.

Das observagdes sébre o pdlen verificou-se que em meio artificial sua
germinagio ¢ baixa e que o mesmo tem pequena longevidade nas condigdes
em que foi conservado. Sbébre os pistilos 0 seu comportamento foi o se-
guinte: quando em autopolinizactes ou polinizag@ies incompativeis nio
germinou; entretanto germinou muito bem quando se realizaram polini-
zagdes, que depois provaram ser férteis.

Pode-se, entfio, chegar 3 conclusio de que a esterilidade na espécie
(. Dewevrei nio é causada por anormalidades citoldgicas, mas sim, deve
se tratar de incompatibilidade genética, que se manifesta na ocasifio da
germinagéo do pélen sbbre o estigma, 3 semelhanga do que ocorre na espécie
(. canephora (5).

O mecanismo genético da auto-incompatibilidade ainda precisa ser
determinado; pars tanto, maior mimero de clones compativeis deve ser
estabelecido, diversas geracdes de hibridos e de “back-crosses” devem ser
estudadas. Para facilitar a continuago déste estudo, apresentamos um
quadro com as combinagdes ji realizadas, que servirdo de ponto de partida
para o programa futuro.

Como complemento ao conhecimento de Coffea Dewevred também foram
apresentados dados sébre a ocorréncia de lojas vazias, que é baixa mas um

A

pouco superior 4 encontrada em C. arabica var. “Mundo Novo’.

SELF-INCOMPATIBILITY IN COFFEA DEWEVRET

SUMMARY

Pollination studies in Coffea Dewerrei De Wild. et Th, Dur. showed that this species
is self-sterile. Several varieties of the group are now under investigation to explain such
sterility. Only crosses between certain plants are fertile.

Cytological investigation on the pollen and: embryo sac development indicated
that there is no abnormality that could preyent fertilization. Pollen behaves differently
when it is placed on the stigmas of compatible and incompatible plants. Only in the
first case does germination oceur.

All these facts led to the conclusion that self-sterility in Coffea Dewevref is also
of genetic origin, perhaps expressed in the same way as in C. canephore Pierre ex Frohner.
The exact mechanism of this incompatibility is not known yet.

The occurrence of empty locules have been recorded in case of several plants
of the varieties Abeokulae, Dybowskii, Ercelsa, and Dewevref. These results are presented
in- this paper.
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