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RESUMO

Contagens de cromossomos foram efetuadas em endosperma de algumas espé-

cies de Coffea, empregando-se a técnica da orceina acética, ja referida em trabalko
anterior.

Os resultados encontrados para C. arabice (variedades typica, semperflorens,
2n=44, ¢ plantas monossémicas, 2n=43) ; C. canephora, 2n=22, C. dewevrei, 2n=22,
C. evugmwtdes x (. kapakata, =22 ¢ C engentoides duplicado, 2n=44, sio d:scutl-
dos em cada caso.

Em todo o material estudado foi constatada a endomitose. O endosperma é,
no inicic, um tecido de constituigio 3x, transformandeo-se depois num tecido quimérico
com células polissomaticas de dlferentes graus,

As numerosas figuras conseguidas, que permltlram contagens ou microfotogra-

fias, confirmam que, no cafeeiro, o endosperma ¢ um material favoravel para pesquisas
c:tologtcas

1 — INTRODUGAO

Em trabalho anterior (8) foram relatadas as observagdes feitas no
endosperma de C. arabica L. var. typica (2n=44) e em plantas monos-
sonicas (2n=43) da mesma espécie. Fol possivel, empregando-se a
técnica da orceina (9, 10), devidamente adaptada para o material em
questdo, contarem-se os cromossomos no endosperma, o que passou a
representar mais um recurso para estudos citolégicos no café.

No decorrer dessas observagdes, verificou-se o fenémeno da endo-
mitose, através do qual aparecem no endosperma células polissomaticas
com numero duplicado e reduplicado de cromossomos, além das inicial-
mente formadas (3x).

Os estudos tiveram prosseguimento a fim de verificar: 1°) se a
técnica poderia ser aplicada a outras espécies de café; 2.°) se, nas plan-
tas normais de C. arabica, os endospermas formados continham todos

(1) Parte déste trabalho foi apresentada na XVI Reunifo da S. B. P. C. realizada em
Ribeirio Préto de 5 a 13 de julho de 1964, Recebido para publicagio em 14 de julho de 1965.
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0s 66 cromossomos; e 3.2) se o fendmeno da endomitose se processava,
também, em outras espécies de Coffea.

Para isso, novas observacdes foram feitas tanto em endospermas
de outras plantas da espécie arabica como também de outras espécies,
a saber: C. canephora (2n=22), C, dewevrei (20=22), um hibrido entre
C. eugenivides e C. kapakata (2n=22) e C. eugenioides duplicado

(2n=44) (7). Os resultados dessas observagbes sdo apresentados e
discutidos neste trabalho,

2 — OBSERVACOES

Numerosas foram as figuras bem coloridas que permitiram conta-
gens dos cromossomos e obtencio de microfotografias, As ohservacdes

Quabro 1. — Contagens de cromossomos renlizadis uo endosperma de algumas
espécies de Coffea

Endospermas Endomitose

Espécies estudadns ne de

no de crs.
ode | )

- S

C. arabica
var. typica (2o=44) ... .. ... . ... : 1:

"

3 66 | 132 264

semperflorens (2n=44) ... ... . ..., : i 66 i
pls. monessomicas (2n=—43)

. Cit. 1442............... 62 .
64 . 128
66 | 132
68 ;
64 ‘
66 : 5
62 :
64 ‘
60
33 66
34

33 66

—_
[ —

—
Ll

C.cancphora (2n=22) ................ e

—_—

bk pet e bt D0 TN = D LU OV GO e Oh
[4%]
o

C.dewevrel (2n==22) .....................

44 88 176
44 88 176
46 92 184
53 106

C. eugenioides x C, kapakatq (2a=22) .....

C. eugenioides duplicado (n=44) .. .. ..., ..




Coffea arabica Estampa 1

Coffea arabica var. semperflorens. A4 — D. Fases da mitose no endosperma com
66 cromossomos; . a C: Profase em trés graus de adiantamento. D: Metafase.
A x1050. B x1380. C e D x1720.



Coffea canephora Estampa 2

Coffea canephora, Endosperma. 4 ¢ B — Metafases com 34 e 33 cromossomos, res-
pectivamente, A x2300, B x2240. C — Anafase em que se contam 33 cromossomos
dirigindo-se a cada polo. x2240. 7 — Prdfase com 66 cromossomos,  x2370.



Coffea eugenioides x C. kapakata Estamea 3

Coffea eugenioides x C. kapakata. Endosperma. A Profase com 46 cromossomos.
x1840, B — Metafase com 92 cromossomos. x2300. C — Profase com 92 eromos-
somos. x1440. DD — Préfase com 184 cromossomos, x1480.



Mitose no endosperma Estampa 4

Mitose no endosperma. 4 e B — Coffea eugenioides duplicado. 4 — Profase com
66 cromossomos. x1380, B — Metafase com 64 cromossomos. x1770. C e I
Coffea dewevrer. Metafase com 88 cromossomos. x1770,
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nem sempre foram feitas em placas metafasicas; a maioria das conta-
gens se realizou em préfases, as quais tém a vantagem de um maior
espalhamento dos cromossomos.

Os resubtados das determinagies efetuadas, sejam elas referentes
a0 numere normal de cromossomos esperado, sejam relativas 3 endo-
mitose, estio condensados no quadro 1.

2.1 — ENDOSPERMAS 3X OU APROXIMADAMENTE 3X

a) Coffea arabica I.. — Os endospermas das variedades fypica
e semperflorens (2n=44) continham, todos, 3x=66 cromossomos (estam-
pa 1-A a D}, ao passo que aquéles das plantas monossomicas (2n=43)
apresentavam 62, 64, 66 ou 68 cromossomos. Estes endospermas cor-
respondem, muito provivelmente, s seguintes combinages gaméticas:

9 d Endosperma
20 + 20 22 62
21 + 21 22 64
22 4+ 22 22 66
23 4 23 22 68

Tais nimeros poderiam ser obtidos através de outras combinacdes
gaméticas, como:

9 d Endosperma
21+ 21 20 62
22 + 22 20 64
23 + 23 20 66
24 + 24 20 68

nas quais a fertilizacio teria sido efetuada por grios de polen com 20
cromossomos. Neste caso, porém, ter-se-ia que admitir que pdlen com
21 e 23 cromossomos poderia funcionar, e endospermas com 61, 63, 65 e 67
cromossomos seriam encontrados. O fato de sb aparecerem endosper-
mas com numeros pares sugere que s6 o polen com 22 cromossomos foi
fértil, ao passo que, do lado feminino, gimetas n=20, 21 e 23 foram
funcionais, além dos normais com 22.

Conclui-se, portanto, que embrides com 42, 43, 44 e 45 cromos-
somos podem formar-se a partir de monossdmicas (2n=43) de
C. arabica.

e - or i, -
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b) Coffea canephora Pierre ex Froehner — Nesta espécie (2n=22)
encontraram-se, como era esperado, 33 cromossomos nos endospermas
examinados (estampa 2-B, C e D}, tendo sido possivel observar, com fa-
cilidade, alguns cromossomos com satélites. FEm alguns endospermas
havia 34 cromossomos {estampa 2-4), indicando fertilzacdo por polen com
12 cromossomos.  Sendo a espéeie canephora auto-estéril, sabe-se que
tal pilen é proveniente de outra planta, seja da mesma espécie ou de
outra espécie diploide situada nas proximidades.

¢) Coffea dewevrei De Wild et Th. Durand — Determinacdes
também foram feitas nesta outra espécie diploide, encontrando-se, na
maior parte dos endospermas, 33 cromossomos. Dois casos fugiram
ac normal:

1) com 35 cromossomos, o que é muito provivelmente o resultado
da combinagio 12 + 12 + 11, levando i conclusio que a planta estu-
dada formou gimetas femininos férteis com 12 cromossomos.

2) com 44 cromossomos, os quais terse-iam formado a partir de
11 + 11 cromossomos do lado feminino e 22 do polen. Pélen com tal
constituigdo poderia ser proveniente da espécie arabica, do 387 (5), que

também estd proximo, ou de um gimeta nio reduzido da proépria
dewevrei,

d) C. eugenioides Moore x C. kapakata Hirschfeldt — As duas
espécies envolvidas neste cruzamento sio dipldndes, sendo também
diploide o hibrido mencionado. ¥ de se esperar, porém, que a meiose
dessa planta seja anormal. De fato, encontraram-se, em alguns endos-
permas estudados, 44 ¢ 46 cromossomos {estampa 3-4) os quais se de-

vem ter formado, provavelmente, pelas seguintes combinagdes de gime-
tas: 11 + 11 + 22 e 12 + 12 + 22,

Apesar do numero relativamente pequeno de endospermas exami-
nados, oito, pode-se supor gue, nessa planta, gametas femininos com
11 ou com nimero de cromossomos préximo de 11 sio formados com
maior freqiiéncia ou tém mais possibilidades de ser férteis.

Tratando-se de duas espécies auto-estéreis, e estando tal planta

rodeada de exemplares de C. arabica, deduz-se que, muito provavel-
mente, o polen com n=22 proveio desta Gltima espécie.

e) C. eugenioides duplicado — E um exemplar C. eugenioides
(2n=22) que foi tratado com celchicina (7), visando 4 duplicagio dos
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cromossomos. Em contagens realizadas em seis endospermas encon-
traram-se 53, 64 (estampa 4-A), 66 (estampa 4-B), 67 ¢ 69 , indicando que
o numero de cromossomos foi, de fato, duplicado (2n=44); conclui-se
gue a fertilizagdo foi efetuada por gimetas com nimero de cromosso-
mos diferente de 22, resultantes de meiose irregular.

2.2 — OBSERVACOES SOBRE A ENDOMITOSE

De modo geral, a endomitose foi observada em todo o material
estudado. Assim é que, em gquase todos os endospermas examinados,
grupos de células com diferentes graus de ploidia foram observados.
Em C. arabica (2n=43 e 2n+44) havia células com 128 e 132 cromos-
somos, correspondendo i duphcagio daquelas com ¢ nimero inicial de
64 e 66, respectivamente. Em C. canephora (2n=22) e C. dewevrei
(2n=22) apareceram zonas de células com 66. No citado endosperma
de C. dewevrei com 44 cromossomos a endomitose produziu células com
88 (estampa 4-C e D) e 176; no hibrido C. eugenioides x C. kapakata
(2n=22), células com 88 e 92 (estampa 3-B e C) sio o resultado da
endomitose em endosperma de 44 e 46 cromossomos; a repeticdo da
endomitose levou 4 formagido de células com 176 e 184 cromossomos,
respectivamente (estampa 3-D), No material de C, eugenioides duplicado

(2n=44) o endosperma de 53 cromossomos produziu também; células
com 106 cromossomos.

2.3 — EMPREGO DO TERMO ENDOMITOSE

O aparecimento de células polipldides no periblema da raiz em
Spinacia é referido por Berger (2) como polissomatia.

Witkus (15) considera que o térmo endomitose sd deve ser em-
pregado nos casos em que tenha sido possivel observarem-se as quatro
fases: endopréfase, endometifase, endoanifase ¢ endoteldfase, tais como
foram descritas por Geitler pela primeira vez.

Segundo lorz (6), porém, a tendéncia, por parte de muitos inves-
tigadores, em usar o térmo endomitose para aplicar a todos 0s casos em
que reprodugbes repetidas dos cromonemas ocorrem dentro de uma
membrana nuclear intacta, nio é sem justificativa. Revela a necessi-
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dade de um térmo simples, incluindo todos os fendémenos intranuclea-
res que resultem em reproducgles extranumeririas dos cromonemas,

Serra (12) emprega o térmo endomitose para designar um fendmeno
geral da multiplicagdo dos cromossomos que nido é acompanhada pela
divisdo nuclear. Refere-se aos cromossomos politénicos como um caso
extremo de endomitose em que hd fusionamento dos homéloges. Este
mesmo ponto de vista é encontrado em Beermann (1).

Consideragdes bem detalhadas se encontram no trabalho de Hus-
kins (4). DPara éste autor, vs térmos polissomatia (endopoliploidia) e
politenia, apesar de indicarem situagdes um tanto diferentes — pois que
o primeiro significa a existéncia de c¢romossomos reduplicados, mas
separados um dos outros, e o segundo cromonemas reduplicados mas
ainda ligados — representam um mesmo fendmeno geral: que o ma-
terial cromossomico se reproduzin e se acumulou em células que nio
se dividiram. Refere-se o mesmo autor i existéncia de inimeros tipos
intermediarios, bem ¢omo & combinagdo entre politenia e polissomatia.

Parece ndo haver divida, pois, que o térmo endomitose cabe perfei-
tamente para o fendmeno obsgervado, do aparecimento de células polis-
somaticas no endosperma,

2.4 — ENDOMITOSE I SUA FUNCAO NO ENDOSPERMA

Que a duplicagio extranumeréaria dos cromonemas, aumentando a
atividade nuclear, estd relacionada com diferenciacio celular, é opinido
de muitos autores, como, por exempln, Lorz (6), Swanson (13) e
White (14). Referindo-se 4 endomitose, diz Beermann (1): «Whenever
the function of a growing cell involves the direct cooperation of chromo-
somal genes — as is likely in many types of synthetic activities —-
polyploidization should become a physiological necessity, toos.

A endomitose no endosperma do mitho foi descrita por Duncan e
Ross (3); foi ela interpretada através de observacdes sobre o volume e
superficie dos niicleos de diferentes regiGes, além de certas evidéncias,
como tamanho e forma dos nucléolos, espessura dos cromossomos,
nuamero de cromonemas, Contagens de cromossomos foram efetuadas
mais tarde por Punnet (11}, que encontrou células hexapldides. Os
maiores nucleos observados sfo os da zona central; o aumento de vo-
lume nuclear e o aumento do volume de todo o endosperma coincidem
com o inicio e um grande desenvolvimento do processo de depdsito de
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amido. Duncan e Ross concluem que a endomitose ¢ exibida por algu-
mas células num periodo de atividade fisiologica especializada do
endosperma.

Um maior depdsito de amido pode representar apenas o efeito
dessa atividade fisiolégica. A finalidade poderia ser, por exemplo, ali-
mentagdo do embrido. No caso do café, pode-se supor que a endomi-
tose seja 0 mecanismo através do qual as células aumentariam sua
atividade nuclear durante um certo periodo em que o endosperma, além
do processo de substituigdo do perisperma, tem de ceder substineias ao
embrido, o qual também esta se desenvolvendo com grande intensidade.
lstudos e observacdes em endospermas de diversas idades, feitos em
cortes seriados, poderdo esclarecer se existe ou nio relacio de endomi-
tose com o desenvolvimento do embrido.

3 - CONCLUSOES

1. A técnica da orceina acética adotada, pode ser generalizada
com bons resultados a outras espécies de Coffea, além de C. arabica.

2. Nas plantas normais de C. arabica (2n=44) sio formados
cndospermas com 3x=66. Nuameros diferentes de 66 foram encontra-
dos nas plantas monossoémicas (2n=43) e sio o resultado de combina-
¢oes de gimetas com nimero de cromossomos diferentes de 22.

3. Nas diferentes espéeies estudadas, formam-se, zlém dos gi-

metas normais com n cromossomos, gimetas férteis contendo n+1 ou
n—I cromossomos.

4. O processo da endomitose no endosperma deve ser geral para
as espécies de Coffea. uma vez que foi observado indistintamente em
todo o material estudado,

5. Parece. finalmente, que o endosperma € um tecido original-
mente 3x. mas que sc¢ modifica no decorrer do seu desenvolvimento,
produzindo células com outros graus de ploidia.

CYTOLOGICAL OBSERVATIONS ON COFFEE ENDOSPERM
SUMMARY

Chromosome countings have been made on the endosperm of Coffea using the
same technique of acctic orecin already referred te in previous work of the author.
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Endosperm from the varieties typica and semperflorens (Zn=44) and monosomic
plants (Zn=43) of C. arabica as well as of other species as C. canephora (2n=22),
C. dewevrel (In=22), C. engenioides x C, kapakate (2n=22) and duplicated C. euge-
nioides (In=44) were studied. Gametic number of chromosomes are discussed
leading in some cases to the conclusion that gametes with missing chromosomes and
gametes with supernumerary chromosomes were functional.

Endomitosis was observed in all material studied. FEndosperm tissue is consti-
tuted, therefore, by pelysomatic cells (6x, 12x) in addition to the monosomatic ones
{3x) initially formed through fertilization. The possible relation of endomitosis and
embryo development is also discussed.

The great number of photomicrographies obtained indicates once more that
coffee endosperm is a favourable material for cytological investigations.
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