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RESUMO

O presente irabulho é um estudo da microsporogénese e do polen de Coffea con-
gensis: um estude semelhante ji foi apresentado sdbre Coffea canephora e C. Dewevrei,
como parte de um conjunfo de pesquisas para esclarecer a auto-incompatibilidade das
espéeies dipldides de café,

A microsporogénese ¢ normal, cada micraspordeito dando quatro micrdsporos
normais, com n==11 cromossomos. Os grios de polen sfio, em média, maiores do que
os de €. Dewevrei e de C. canephora e menores do que os de C. arebico.

Diversos cruzamentos e um grande nitmero de autopolinizaches foram efetua-
dos, ficando evidente que a espéeie Coffea congensis é auto-incompativel,

) comporiamento dos grics de poélen quando postos i1 germinar em mteio artifi-
vial ou em polinizagBes controladas, separa os grupos de plantas de Bangelan e de
Uganda bem distintamentc; o polen destas plantas nae produz tubo polinico, mas sem-
bre expansdes disformes, niao apresentando nem 19% de germinacio normal

Foram obtidos hibrides intrz e inter-especificos com as plantas do grupo Ban-
gelan wsando-as como plantas-mies e como plantas fornecedoras de pélen. As plantas
do grupe Uganda, entretanto, s produziram tais hibridos quando tsadas como plantas-
-maes,

Constataram-se, portanto, em congensls, dois fendmenos: a auto-incompati-
hilidade e a esterilidade masculing,

1 — INTRODUCAO

As espécies diploides do género Coffea tém sido objeto de estudo
no sentido de ser esclarecida a causa da sua auto-esterilidade. Diver-
sas pesquisas basicas tém sido conduzidas, podendo ser citados os tra-
balhos de von Faber (4, 5), Leliveld (5), Medina (6, 7, 8) e Mendes (1,

(1) Recebido para publicagio em 313 de maic de ro61.
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2, 8,9, 10, 11) sobre desenvolvimento do saco embriondrio, microspo-
rogénese, poder germinativo e longevidade do polen, ¢ meios nutritivos
para a sua germinagio.

() presente trabalho descreve, em linkas gerais, a microsporogé-
nese de Coffea congensis Frochner, ¢ tamhém o comportamento do po-
len quando posto a germinar em meio artifical ou em tecido estigma-
tico.

2 — MATLERIAL E METODO

Na volecdo de cafeciros do Tastituto Agrondomico, em Campinas. as
plantas da espécie Coffea congensis se separam em dois grupos quanto
4 sua origem: «Congensis de Ugandas e «Congensis de Bangelans.

A microsporoginese foi estudada nas plantas n.* 794 (Congensis
de Bangelan) e n® 749 (Congensis de Uganda). Os botdes foram co-
thidos em Carnoy (trés partes de dlcool absoluto e uma parte de acido
acttico glacial) e as anteras foram esmagadas em uma gota de carmim
acético férrico. Os desenhos foram feitos com camara clara. usando-sc
no microscopio Zeiss n.t 287 742 4 objetiva de tmersio 90 X e a ocular
10 .

Os graos de polen de 11 plantas (6 de Uganda ¢ 3 de Bangelan)
foram coloridos pelo carmim acético ¢ medidos com uma ocular micro-
métrica 7 X ¢ uma objetiva 40 > combinadas no microscopio 287 742,
tendo cada divisio o valor de 3,023 ..

A germinacdo de pdlen em meio artificial foi feita em liminas de
agar a 0.5% com 10% de sacarose.  Para as plantas 749 e 760 (Uganda)
e 794 (Dangelan} foi calculada a porcentagem de germinacio exami-
nando-se quatro Yminas de cada planta ¢ contande 250 grios em cada
limina. Das outras plantas foi feita apenas uma observacio sobre o

tipo da germinacao,

3 OBSERVACOES

3.1 — MICROSPOROGENESE

Os cromossomoes profasicos apresentam-se bastante longos e ema-
ranhados no inicio do processo (figura 1-A); em estados mais avanca-
dos da profase aparecem regides fortemente heteropicndticas além de
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Fioura 1, — Coffea congensis Froehner. A-G — Fases da microsporogénese. 4-B

—- Profase.  — Diaquinese, f) — Metafase I. 70 — Anafase T. F — Me-
tafase II. G — Telofase II. H — Gric de poélen com germinacio anormal.
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granulosinhos coloridos que sugerem ser «knobs» (figura 1-B); ape-

nas um nucléolo grande e Lem colorido ¢ encontrado em cada ntcleo.

Em diaquinese (figura 1-C) contam-se 11 pares de cromossomos,
cujos membros se prendem um ao outro por um ou dois quiasmas re-
sultando as configuraches em V ou Q. conforme o ca%0; ha também
um cromossomo com a configuracio o« sugerindo a existéncia de 3
quiasmas; o nucléolo se apresenta bem colorido. 19m metafase (figu-
ra 1-D) contam-se 11 bivalentes no centro da célula. A separagio ana-
fasica também ¢ normal, dando dois ntcleos telofasicos com 11 cromos-
somos (figura 1-E).

A metéfase da segunda divisdo é muito rapida. sendo logo seguida
da divisdo dos cromossomos (figura 1-F) ¢ da sua separacio em ani-
fase IT: o resultado final é a separacio dos quatro nécleos telofasicos
(figura 1-G.

Fm alguns casos, entretanto, a separac¢io em anafase T ndo foi
normal, dando 10 e 12 cromossomos, e em conseqiiéncia, em teldfase 1T
foram encontrados niuicleos com 10-10-12-12 cromossomos.  Istas divi-
sbes anormais sao, contudo, em muito haixa porcentagem {(6,19%), co-

mo pode ser visto no quadro 1.

Quanro 1. — Coffea congensis. Contagem de microspordeitos nos estados de anafase
T e andfase IT, para = observacio das porcentagens de <ivisdes 1tormais e anormais

fo1 possivel Células em Células em
Casos em que fol possivel a contagem divisio divicio Total
dos cromogsomos X ;
normal anormal !
i
n’ nt n’
Anafase T ... ... ... . ... ... ... 121 0 121
Telofase T oo o L. 51 9 60
Andfase 1T ... ... ... ... ..... 7 1 8
Telofase 1T .. .. .. .. ... .. . ... .. 8 2 10
Total ..o 187 12 199
Porcentagem ........ .. ... ..., 93,9 6,1 100,0

De acdérdo com o que ficou exposto, a meiose de Coffea congensis
estudada em plantas dos dois grupos, de Bangelan ¢ de Uganda, é bas-
tante normal e muito semelhante a meiose de C. canephora (10) e de
C. Dewevrei (6) .
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3.2 — POLEN

O pOlen de C. congensis ¢ esférico ¢ mede, em media, 32,04 4, ten-
do variado entre 21,6 e 45,30 x os seus diimetros extremos; é, portan-
to, malor que o polen de C, Dewevrei (29,44 p)e de C. canephora (29,66
1), mas menor do que o de C, arabica (36,79 »). Embora essas medi-
das no sirvam para caracterizar as espécies, servem para dar uma idéia
do tamanho relativo dos seus grios de polen (2).

Os grios de pdlen do Congensis de Uganda e do Congensis de Ban-
gelan nfo diferem nas dimensdes; comportam-se, entretanto, diferen-
temente quanto i sua germinagao,

Nas plantas de Uganda fo1 observado que o polen ou nio germina-
va, ou germinava anormalmente: em vez dos graos emitirem tubos po-
linicos, formavam-se expansGes disformes do citoplasma (figura 1-H).
Dde 15 plantas, apenas duas eram normais néste sentido.

As plantas do Bangelan tiveram, todas, um outro comportamento,
apresentando: 1) grics que emitiam tubos polinicos perfeitamente nor-
mais e longos; 2) grios (ue apresentavam uma expansio na extremi-
dade do tubo; 3) grios com o citoplasma expandido em formas diver-
sas como no Congensis de Uganda. Estes (ltimos eram encontrados
em porcentagern muito baixa. s trés aspectos descritos eram apre-
sentados simultineamente pela mesma planta.

Os dados das trés plantas, nas quais foi feito um calculo de porcen-
tagem da germinagio, estio reunidos no quadro 2.

Quapro 2. — Coffea congensis. Germinagio de grios de polen, semeados en1 meio
artifical, no mesmo dia da abertura das flores

- Grios de pdlen
Planta germinagio ; nho '
- ] . i Total
normal | anormal ‘ germinados
% ' % % ne

794 (Bang.) ............ 3567 | 11,91 32,42 1015
760 (Ugd .......oovs. 12,26 | 70,08 17,66 1036
749 (Ug) ..., ..o, 0,19 | 32,52 | 47,29 1124

Na planta 794 o porcentagem de grios de polen que germinam nor-
malmente (55,67) ¢ mais baixa que em Coffea arabica (1), onde se en-
contra 82,19 a 87,02% ; ¢, entretanto, igual & de C. canephora, 55% (9),
e mais elevada que em C. Dewevrei, onde ela varia de 19,28 a 27,63% (8).
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Nas plantas de Uganda a porcentagem de germinacic normal ¢ muite
haixa, sendo mesmo insignificante na planta 749.

Examinando o comportamento désse polen em autopolinizacdes e
polinizagbes compativeis pela téenica de coloracdo de pistilos, foi oS-
sivel verificar o seguinte:

Pélen de germinacio anormal:

a) quande usado em autopolinizaghes, produriv as mesmas ex-
pansoes sohre os estigmas: muito raramente foram formados tubos po-

linicos. mas éstes eram tio curtos que nio aleancavam o estilo;

b} guando usado em polinizagio compativel. formavam-se tubos
normais, mas de erescimento muito lento e ndo alcancavam o estilo nem

mesmea 3 horas apos a polinizigao,

Pélen de germinagio normal:

a) nas autopolinizacoes o tubo polinico formada se desenvolven
muite devagar, ndo se encontrando nem um tubo polinico dentro do es-

tilo em material examinado 20 horas apos a polinizacio;

b)  nas polinizaghes compativeis foram encontrados tubos polini-
cos dentro do estilo 4 a 6 horas apds a polinizacie ¢ em material colhido
22 horas apos havia tubos polinicos na base do estilo.

3.3 — ESTERILIDADE E INCOMPATIBILIDADE

Diversos cruzamentos inter e intra-especificos foram feitos combi-
nando a espécie Coffea congensis com as espécies C, arabica, C. Dewevrei
e . canephora:

a) Congensis de Bangelan — As plantas déste grupo provaram
ser férteis quando eram empregadas como plantas-mies ¢ como forne-
cedoras de pdlen;

by Congensis de Uganda - S4 foram férteis os cruzamentos em
(ue as plantas eram utilizadas como plantas-mies; quando eram utiliza-
das como fornecedoras de polen. nunca foi obtido um hibrido sequer.
Os quadros 3 e 4 resumem éstes dados.

Os resultados das hibridagdes estdo em acdHrdo com as observagdes
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Quavrg 3, — Coffea congensis. Cruzamentos infra e inter-especificos de plantas de
Bangelan
Espécies ‘ Identificagho das Hibridos
| plantas
!

? d | ? d ne
Arabica x Cong. Bung. ‘ R.P. 13 x 376 0
Cunephora x Cong. Bang, ... .00 .. e ! 37 x 239 &
Lawrentii x Conyg. Bang. ... .. ... ..., | 65 x 230 16
Lawrentti x Cong., Bang, ... ... ... ... ... i 23R x 230 13
fiveelsu x Cong. Bong. ... . ... ... 0. ‘ 63 x 239 0
Facelsa x Cony, Bang. ....... ... ......... I a3 x 576 4
Cong., Uy, x Cong. Bang, ... 00 ... 749 x 794 17
Cong, Uy, x Cong. Bang, ... . ... ... ‘ 749 x 832 ?
Cong. Uy, x Cong. Bang. ... ... . 000 .. 796 x 794 0
Cong. Ug. x Cong. Bang, .. ... ... ... : 706 x R32 4
Cong. Bang, ~ Ardbica ... ... 0. o ! 576 x R.I>.13 0
Cong. Bang., x Cunephore ... . ..o 0. ‘ 376 x 208 1
Cong. Bany., x Cuonephora ... ... ... ..., 376 x 537 0
Cong. Bang. x Canephora ... . ... 376 x P6dex2 0
Costgg. Bang, x Cancphorg ... . .0 0. 376 x 74R 4
Cong. Bang, x Kowillow ... ... 0 0. 730 x PL 43 15
Cong. Bang., x Liberica (... .. ... .. ... 230 x R.P.253¢ 9
Cong, Bang, x Cong. Uy oo 0 oo . 704 x 749 {]
Cong., Bammg, ~ Cong. Ug. ... ..o ... ! 794 x 706 0
Cong, Bang, x Cong, Vg, ... .. .. ... 832 x 749 0
Cong. Beng, x Comg. Uy, o0 0 ... R32 x 7% 1

Quabro 4. — Coffee eomgensis,  Cruzamentos intra e inter-especificos de plantas de

Uganda
" ldentificacio das
Espécies dentificagio das Hibridos
plantas

@ d 2 o "'

Canephora x Cong. Ug, .o iiiiininenes 17 x 622 0
Canephora x Cong, Ug. . ..o viiiiiiiiinn,s 574 x 622 0
Canephora x Cong. Ug, ..o 748 x 622 0
Bitkobensis x Cong. Uge o viveiiniviiiinans 431 x 749 0
Execelsa x Cong, Ug. vovviiviiiiiiiiiiiinnns 64 x 622 ]
Cong. Bang, x Cong. Ug. ... iviiss 794 x 749 0
Cong. Bang, x Comg. Ug. ................0 794 x 796 0
Cong. Ug. x C.arabica ... oiee. 622 x R.P.13 1
Cong. Ug. x C. cancphora ................... 622 x 37 0
Cong. Ua. x C.ocanephora ... ... ... .... 622 < 574 0
Cong. Ug. x C.ocanephore 0o oo L. 622 x P6dexl 2
Cong. Uy, x C.ocanephora o o000 o ol 623 x J7 |
Cong. Ug. x C. coneplora ©....o0 .o o ... 623 x 570 0
Cong. Ug. x C. canepliora ... ... .0 . . ..., 623 x 570 0
Cong. Ug. x Bukobensis ... .. ... ... .. ... 749 x 451 12
Cony, Uy, x C, Liberica .. ... oo it 622 x R.P.234 0
Cong. Ug. s Cong, Bang, ... ... ... .. 749 x 794 17
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microscopicas sdbre comportamentio do griao de polen: o pdlen das
plantas de Bangelan, com cérea de 55% de germinagio normal em meio
artificial, produziu hibridos inter-especificos com C. canephora vars,
typica, Laurentii e Kouillou, com C. liberica ¢ com C. Dewevrei var,
Excelsq e intra-especificos com o C. congensis de Uganda. O pdlen das
plantas de Uganda, entretanto, nio produziue nenhum hibrido, em ne-
nhuma das combinacdes feitas, fossem elas inter ou intra-especificas.

4 — CONCLUSOLS

A auto-incompatibilidade ja conhecida em Coffea canephora ¢ C,
Dewevrei foi também constatada em C. congensis.  As plantas desta es-
pécie, com que trabalhamos, pertencem a dois grupos quanto 3 sua ori-
gem: «de Bangelan» e «de Uganda». O comportamento das do pri-
meiro grupo em nada difere do que ji se conhecia naquelas espéeies. As
plantas do segundo grupo apresentam, porém, nitidamente, um compor-
tamento diferente: sdo auto-incompativeis e tamhém estéreis em cruza-
mento gquando fornecedoras de pdlen.

E a primeira vez que se encontra, em Coffea, o fendomeno da esteri-
lidade masculina,

MICROSPOROGENESIS, INCOMPATIBILITY, AND MALE
STERILITY IN COFFEA CONGENSIS

SUMMARY

Crossing and selfing tests, as well as studies on microsporogenesis and pollen
behavior under natural and artifical conditions were carried out with the diptoid
species, Coffea congensis {(2n=22),

Microsporogenesis was found to be normal and eleven pairs of chromosomes
could be counted at metaphase. Separation in anaphase was regular, two nuclei
being formed with eleven chromosomes each; at the end of anaphase II the four
microspores also had eleven chromosomes. Abnormal divisions, giving rise to
- and 1l-chromosome nuclei, appeared in only 6.1% of the p.m.c.

Pollen grains (32.04 micra in diameter) were found to be larger than in
Coffea Dewevrei and C. canephora, but smaller than in ¢ arabica.

The representatives of Coffea congensis studied belonged to two groups: (1)
the Bangelan group that produced viable male and female gametes, Plants of
this group, however, were self-incompatible. (2) The Uganda group, composed
of plants the pollen of which did not germinate under any conditions, thus mak-
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ing the plants of this group male sterile, This phenomenon was not vet known to
oceur in Coffea.
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