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RESUMO

Realizou-se ¢ estudo do comportamento meibtico de C. canephora
tetraplbide gom 2n =44 cromossomos por ratar-se de uma espécie consi-
derada possivel ancestral de C. arabica (2n = 44): constau-se, em 92,0%
das células-mdes de pdlen, em todas as fases da microsporogénese es-
tudada, 2n = 44 cromossomos. Em diacinese os cromossomos se apresen-
taram na forma de mono-, bi-, tri- e terravalentes. Em metifase 1, somente
13,16% das células apresentaram 22y, sendo a seguinte a férmula média do
pareamento: 3,61; 15,21y 0,71 e 1,93v. As imegularidades anafasicas
resumiram-se praticamente na disjungio desigual dos cromossomos para os
pélos de 21-23, 20-24 ¢ 19-25. Somente 37,65% das células apresentaram
segregacdo nomal de 22 cromossomos para cada pélo. Em anéfase W,
observaram-se sete tipos diferentes de distribuicdo cromatidica e, também,
somente em 26,0% das células foi encontrada distribuicio normal dos cro-
mossomos. Apés a citocinese, foram observadas triades {1,8%), #trades
{77,0%] e polfades {21,4%)]. Ainviabilidade dos grios de pdlen foi alta, 79,0%.
Observacles em cortes transversais medianos de frutos mostraram 43,4%
do-tipo normal, sendo 11,0% do tipo moca e 32,4% do chato. Em 56,6% dos
frutos, ndo houve desenvolvimento de sementes, formando-se apenas
perisperma.

Termos de indexag¢lo: cefé, Coffea canephore tetrapléide, microsporogénese.

{1 ) Recebido para publicagéo em 21 de maio e aceito sm 21 de agosto de 1980.
{ ) Seclo de Ciwlogia, Instituto Agrondmico, Ceixa Postal 28, 13001 Campinas, SP.
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194 , Y.MS. BOAVENTURA
ABSTRACT

MICROSPOROGENESIS IN A TETRAPLOID PLANT
OF COFFEA CANEPHORA PIERRE EX FROEHNER

Cymlogical investigations in a ®traploid plantof Coflea canephora with
2n =44 chromosomes were performed. In every meiosis phase studied,
92.0% of the pollen mother ceills were found as 2n =44 clvomosomes. In
diakinesis, the chromosomes were found as univalents, bivalents, wivalents
and quadrivalents.At first metaphase, only 13.16% were 22y. The average
chromosomic associatons were 3,67, 15.21y, 0.7, and 1.93yv. Irregular
chromosomic distribution 1o the poles included 21-23, 20-24 and 19-25, while
only 37.65% of the cells exhibited normal segregations of 22 chromosomes
 each pole atfirst anaphase. At second anaphase, seven different types of
chromatic distributon were found and only 26.0% of the cells showed regular
segregation to the poles. After cytokinesis, riads (1.6%), ®etrads (77.0%)} and
polyads {21.4%) were observed. Pollen viability was 21.0%. Observations
made on transversal slices of the fruits showed 43.4% normal, 11.0% being
of the "peaberry” type and 32.4% of the ™at” normal ones. Fruits without
normal seed development, were found in a percentage of 56.6, resulting in
empty fruit locus.

Index tarms: Coffes, Coffea cenephors wtraploid, microsporoganesis.

1.INTRODUGAO

Das espécies descritas de cafd, apenas duas, C. arabica L. e C.
canephora Piemre exFroehner, ttm interesse econdmico. Essas espécies apresen-
tam uma série de caracwristicas distintas, sendo C. canephora dipl6ide aut-
incompativel @ mais adaptada a regites de clima quent e Umido, enquanto C.
arabica é tetrapldide, autocompativel e cultvada em clima mais ameno (COSTA,
1978).

Com relagio ao nimero de cromossomos, o género Coffea compreende
dois grupos: um tetrapléide, com 2n = 44, que caracteriza a espécia C. arabica, e
outro dipléide, com 2n = 22, determinado nas outras espécies (SYBENGA, 1960).

Se bam que haja possibilidade de hibridagBes entre as espécies
dipldides e C. arabica, achou-se de interesse duplicar o mimero de cromossomos
de algumas dessas espécies para posterior cruzamento com C. srabica. Com esse
objetivo, MENDES {1839} conseguiu obter plantas de algumas espécies dipl6ides
de Coffea com 2n =44 cromossomos.

A duplicagio do nimero de cromossomos de C. canephora foi obtida
pela primeira vez por MENDES (1947) através do ratamento de sementes com
soluges de colquicina nas concentragdes de 0,15 a 0,60%. Essa duplicac3o foi
posteriormente conseguida por outros investigadores: VISHVESHWARA &
CHINNAPPA (1965}; CAPOT et al. {1968); BERTHOU ({1975); MONACO et al.
(1975).
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O estudo da microsporogénese das plantas tetrapidides das espécies
dipléides que foram duplicadas é de intaresse para investigagOes de natureza
evolutiva e para o melhoramento do cafeeiro, principalmente das espécies
C. congensis, C. canephora e C. eugenicides, consideradas, por suas caracterist-
cas morfoldgicas e genéticas, as que provavelmente participaram da origem de C.
arabica, se realmente essa origem se deu por alopoliploidia (CARVALHO &
MONACO, 1967).

A anilise do comportamento meidtico de uma planta tetrapléide de
C. eugenioides ja foi realizada {(BOAVENTURA et al,, 1988). Neste trabalho,
apresenta-se o estudo de uma planta de Coffea canephora tatrapléide: foi esco-
lhida por ter sido a primeira a ter o0 nimero duplicada de cromossomas e por ter
sido utilizada para estudos do endosperma, de embriGes e de hibridagbes que,
posteriormente, deram origem ao café denominado lcatu.

2. MATERIAL E METODOS

A planta duplicada de C. canephors em estudo, bem como o repre-
sentante da espécie dipidide astudada, pertencentes i colegdo de espécies de
Coffea do Instituto Agrondmico, encontram-se no Centro E xperimental de Campi-
nas, sob os nimeros C1330 Dp e C801.

De julho a setembro de 1981-1987, coletaram-se ramos com botdes
florais em fase ideal para estudos meidticos. A coleta, a fixacdo e a andlise
citolégica do material, bem como a anélise de frutos e sementes, foram realizadas
da mesma maneira que em outros trabalhos dos mesmos autores, em plantas
tetrapldides de ouiras espécies de Coffea duplicadas: BOAVENTURA & CRUZ
{1987); BOAVENTURA et al. {1988).

3.RESULTADOS

As observagles citolégicas em células-m3es de pélen de Coffea
canephora duplicado revelaram que, em 511 células, 92,0% apresentaram
2n =44 cromossomos, como esperado, embora houvesse variagbes 2n =42 a 46.

O material permitiu uma andlise a parir de células em diacinese. Nesta
fase, observou-se a formagio de mono-, bi-, tri- @ tetravalentes em 84,0% das 56
células analisadas {Figura 1A). Apsnas 5,0% das células mostraram 22y e, 11,0%
nimero cromossdmico diferente de 2n = 44, Observou-se, ainda um aglomerado
constante de 1 a 4 cromossomos na regido do nucléolo,

Em 114 células analisadas em metifase 1, 6 15 (13,16%) apresentaram
22y. Todos os tipos de pareamento cromossOmico encontrados nessa fase estio
no quadro 1, mostrando a formacgao de mono-, bi-, tri- e tetravalentes (Figura 1B},

podendo-se ainda notar que trds células apresentaram 2n = 43 cromossomos,
duas, 2n = 42 e, duas, 2n = 45,
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QUADRO 1. Tipos mais comuns de pareamento cromossdmico em 114 microsporécitos de
C. canephora tetrapldide em metifase I

Mono- Bi- Tri- Tetra- ' .
valelntes valei-Ftes valﬁrlites vaii:ectes 2n Freqiéncia
n® %
- 22 - - 44 15 13,16
4 16 - 2 44 10 8,77
2 17 - 2 44 7 6,14
2 15 - 3 44 7 6,14
5 14 1 2 44 6 5,26
- 20 - 1 44 6 5,26
- 18 - 2 44 6 5,26
3 15 1 2 44 5 438
- 16 - 3 44 5 4,38
;] 16 1 2 44 4 3,51
2 19 - 1 44 . 4 3,51
7 13 1 2 44 4 351
7 15 1 1 44 4 3,51
3 16 - 2 43 3 2,63
- 14 - 4 44 3 2,63
4 18 - 1 44 3 2,63
5 16 1 1 44 3 2,63
6 12 2 2 44 3 2,63
2 16 2 1 44 3 2,63
10 13 - 2 44 2 1,75
4 20 - - 44 2 1,75
4 12 - 4 44 2 1,75
3 6 3 5 44 1 0,87
5 9 3 3 44 1 0,87
13 9 1 2 42 1 0,87
4 14 2 1 42 1 0,87
4 13 1 3 45 1 0,87
1 22 - - 45 1 0,87
7 11 3 44 1 0,87
M 3,61 15,21 0,71 1,93 - 114 -

M = média.
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Figura 1. Microsporogénese em C. canephora tetrapléide — A: Diacinese
com 3 15y 1 2iv, 2n = 44 cromossomos. X 500. B: Interpreti¢io de uma
metafase | com 4 18) 1iv. C: Campo com grios de pélen vidveis e invidveis. X
314,
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0O ntimero de monovalentas, presente em quase todas as células, variou
de 1 a 13 e, 0 de bivalentes, de 6 a 22. Os tivalentes foram vistos em poucas
células, de 1a 3, e 0s etravalentas apresentaram uma variagio de 1 a 5. A férmula
média do pareamento determinada foi 3,61y; 15,.21); 0,71 e 1,93v.

Na anéfase |, entre 170 ¢células analisadas, 37,65% tiveram segregagio
normal dos 22 cromossomos para cada pélo. As imegularidades anafigicas se
resumiram praticamente na disjuncdo irregular dos cromossomos para os pélos
de 21-23, 20-24 e 19-25 {Quadro 2). Cromossomaos retardatirios foram vistos muito
raramente e pontes cromatidicas n3o foram notadas, seja em andfase |, seja em
anéafase Il.

Das 171 células analisadas em andfase I, apenas 26,0% apresentaram
segregacio normal das cromdtides para os pélos, enquanto 74,0% mostraram
disjungdo irregular de cromdtides, com duas células 2n = 42 cromossomos
(Quadro 3).

Apb6s a ocorréncia da citocinese, foram observadas triades (1,6%),
tétrades (77,0%) e poliades de micrésporos {21,4%), além da ocorréncia de
micrécitos {Quadro 4). A viabilidade dos grios de pdélen encontrada foi de 21,0%.
Grios de tamanhos diferentes do normal evidenciaram inviabilidade pela falta de
coloragdo com carmim {Figura ic}.

Observagies em cores transversais medianos de frutos em Coffea
canephore duplicado mostraram 45,8% de formagdo normal de sementes, isto 6,
quando considerado o conteddo das kojas (23 do tipo moca e 73 do tipo chato).
Em 56,6 nio houve desenvolvimento das sementes, formando-se apenas o
perisperma. Em 27,2% dos frutos houve aborto de um dos évulos (23 +34). Em
relagdo a C. canephora dipldide, houve grande variagio quantitativa nos frutos e
no desenvolvimento de sementes por fruto. O quadro 5 mostra os tipos de frutos
aencontados e seus respactivos contevdos por loja em C. canephora dipléide e
tetrapléide.

QUADRO 2, Disjungéio cromossémica na ansfase | em C. canephora tetraplSide

Distribuigo

dos Células  analisadas
Cromossomos
n? Y%

22-22 64 37,65
21-23 55 32,35
20-24 46 27,06
19-25 5 2,94
Total 170 100,00
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QUADRO 3, Distribuigiio cromatidica em anéfase N em C. canephora tetraplbide

Distribuigao
dos Células analisadas
Cromossomos
n? %

22-22 - - 22-22 44 25,75
22-22--21-23 36 21,04
21-23--21-23 28 16,37
22-22 - - 20-24 26 15,20
20-24 - - 20-24 18 10,53
2123 --20-24 17 9,94
22-22 « - 21-19* 2 1,17
Total 17 100,00

" 2n = 42 cromossomos.

QUADRQO 4. Formagao de micrésporos em tétrades, trfades, péntades e microcitos em

C. canephora letrapl6ide

Tg:;)s

Células analisadas

formagao
ne %

Tétrades 385 77,0
Trades 8 1,6
Péntades 13 2,6
Tétrades com micrdcitos

1 78 15,6

2 7 1,4
Trades com micrdcitos

1 7 1,4

2 1 0,2

3 1 0,2
Total 500 100,0
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4. DISCUSSAQ

A planta de Coffea canephora com nimero de cromossomos duplicado
(n® C1330 Dp) j4 havia sido utilizada por MEDINA etal. (1978} para determinagdo
do mimero de cromossomos em endospermas @ embrides de café. Em contagens
realizadas em 504 células de endosperma, encontraram-se varios nfveis cro-
mossdmicos, como 3X, 4X, 5X, 6X, 7X e 11X, Na andlise de 180 células de
embrifes, constatou-se a presenga de dois grupos, um de nivel tripldide onde 27
e 22% corresponderam a 32 e 33 cromossomos respectivaments e, outro, de nivel
tetrapldide, com 10% das células com 44 cromossomos. De todas as espécies @
formas de café estudadas, C. canephora tetrapléide apresentou o mais alo grau
de variagdo numérica @ maior quantidade de endospermas malformados e ndo
desenvolvidos, sugerindo que essa variacdo pudesse ser decorrente de uma
meiose altamente irregular, com ocoméncia de monovalentes e de diferentes
constituicdes dos gametas envolvidos na fertilizagdo. Apesar das variagdes cro-
mossdmicas detectadas, concluiu-se que esse exemplar de C. canephora real-
mente se apresentava com nimero duplicado de cromossomos (2n = 44).

BOAVENTURA etal. (1981), correlacionando o ndmero de cloroplastos
e nivel de ploidia em espécies de Coffea, verificaram um aumento substancial no
ndmero de cloroplastos, 58,7%, na planta C. canephora tetrapléide, em relagio a
dipléide. Combase nesse resultado, conclulram que, realmente, a planta estudada,
C1330 Dp, devia apresentar 44 cromossomos, o que foi confirmado no presente
trabalho, agora em células espordgenas.

A microsporogénese em C. canephora, com 22 cromossomaos, estudada
por Mendes, em 1950, mostrou um processo normal de pareamento e separagio
dos cromossomos, produzindo grios de pblen com 11 cromossomos. Somente
em pequena porcentagem (6,32) das células-mées dos grios de pélen em divisdo
meidtica foram contados 10 e 12 cromossomos em cada pdlo celular, como
resultado de uma separagdo anormal. Das células-mdes de grios de pdlen
estudadas, 93,68% se dividiram norma!mente, de onde se concluiu que o polen de
C. canephora era normal. Nesse trabatho de MENDES (1950), aobservou-se, em
paqufteno, a existéncia de um unico cromossomo ligado pelo brago curto ao
nucléolo, e em diacinese e metafase 1, somente bivalentes.

Em C. canephora tetrapléide, foi observado, em diacinese, de t a 4
cromossomos ligados a um Unico nucléolo, o que era esperado pela
poliploidizagio, isto é, até 2 bivalentes nucleolares. Os demais se apresentaram

na forma de mono-, bi-, tri- e tetravalentas, e assim se mantiveram até a
metifase |,

A andlise da microsporogénese demonsirou que a planta de C.
canephora tetrapléide C1330 Dpteve o seu nimero cromossdmico duplicado
(2n = 44) e maior taxa de imegularidades em todas as fases da meiose, quando
comparada com as observadas em C. eugenicides tetrapléide (BOAVENTURA et
al., 1988). No entanto, parece haver também no tecido somatico uma instabilidade
na divisio mitética, 0 que explica o aparecimento de algumas células-mdes de
pélen com nGmero diferente de 44 cromossomos, variavel de 42 a 46.

Bragantia, Campinas, 48(2):193-204, 1380
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VISHVESHWARA & CHINNAPPA (1965), analisando as associagbes
cromossdmicas em diacinese e metafase | de uma planta de C. canephora que
também teve seu nimero de cromossomos duplicado pela agdo da colquicina,
encontraram por célula média de 1,18;; 7,42i; 1.5n e 5,75v. A freqiéncia das
associagdes mostrou que os bivalentes nessa espécie sdo consideravelmente em
maior nimero que os tetravalentes, e os mono- e trivalentes sdo em nimero bem
menor e de médias quase iguais. OWUOR (1985),em outra planta de C. canephora
tetrapl6ide, analisando 38 células em metéfase |, observou uma freqiiéncia média
de associagfo cromossdmica de 2,4 +1,8; 14,9 +0,9y; 0,8 1,711 e 2.3 +1,0iv.

No presente trabalho, na anélise das associagdes cromossGmicas em
114 células em metafase |, notou-se que os dados eram mais semelhantes aos
observados por OWUOR (1985). Obteve-se quase a mesma freqliéncia de bi- e
trivalentes {15,211 e 0,71w); apenas os monovalentes se apresentaram em maior
nimero e, 0s tetravalentes, em menor, dando média de 3,61; e 1,93v por célula
(Quadro 1). O maior nimero de monovalentes observados indica que houve,
provavelmente, formagio de menor nimero de quiasmas, 0 quetem sido verificado
para tetrapldides de varias espécies que possuem Cromossomos pequenos
(SYBENGA, 1960).

Esses dados parecem indicar que, em café, ha maior independéncia de
homologla cromossOmica para 0 pareamento, atuando mais eficazmente o con-
trole genético.

As irregularidades anafésicas em C. canephora tetraplbide resumem-se
praticamente na distribuigao irregular dos cromossomos para os pélos, o que é
esperado, pois a formacio de multivalentes nas duas fases anteriores promove,
durante a anafase ), uma disjungdo desigual de cromossomos para os dois polos
(62,35%), refletindo na distribuigdo das cromatides em andfase Il (Quadro 3). Nesta
espécie, 37,65% das células analisadas em anafase | apresentaram uma
segregacio normal de 22 cromossomos para cada um dos pdlos. Resultado
semelhante foi encontrado por OWUOR (1985) em outra planta de C. canephora
tetraplbide, constatando que 40,3 +£3,0% das céiulas em anéfase | se separavam
normalmente.

Devido a grande regularidade na divisio meiética das células de
C. canephora dipl6ide (93,68%), MENDES (1950) concluiu que o pélen era normal.
Em C. canephora tetrapléide, apenas 21,0% dos graos de pdlen so vidveis, o que
é esperado em uma planta que teve o niimero de cromossomos duplicado.

A fertilidade do pélen & muito reduzida em autotetrapléides, quando
comparada A espécie dipléide original {BURNHAN, 1962). Anormalidades
meibticas que promovem uma separagao irregular e uma distribuigio desigual de
cromossomos para os diferentes pélos resultam normalmente na variagdo do
tamanho e na diminuigio da fertilidade do pélen, fertilidade essa que se reduz 3
metade nos tretrapléides induzidos, se comparados aos dipléides (DAS et al.,
1970). Esse resultado foi verificado para a planta de C. canephora tetrapldide
estudada, pois a fertilidade dos grdos de pélen sofreu uma redugdo muito grande
e apresentou graos de pélen de tamanhos diferentes (Figura 1C). Em C.eugenioi-
des tetrapléide, BOAVENTURA atal. {1988) encontraram 80% de grios de pélen
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vidveis e sem diferengas de tamanho, completamante diferente do observado para
C. canephora wtrapléide (21,0%), apesar de © nimero de bivalentes na meiose
ser semelhante. MUNTZING {1951) acredita que a fertilidade em auto-, bam como
em alopolipléides, é influenciada ndo-soments pela presenca ou pela auséncia de
mulivalentes, mas por tipos de controle genético. Os resultados obtidos nas duas
plantas duplicadas confirmam esse parecaer.

E ssas imegularidades sdo evidenciadas na frutificacio 8 nas sementes
de C. canephora tewapléide. Em café, observa-se a formacio de dois tpos
principais de frutos: o chato, que é o desenvolvimento normal de uma semente em
cada uma das duas lojas do ovdrio, 8 0 moca, que apresenta o0 dasenvolvimento
de semente em apenas uma loja (MENDES etal., 1954).

Quando se compara a produgdo de sementes nas duas plantas de ploidia
diferentes {Quadro 5), pode-se observar que a espécie C. canephora dipl6ide
apresenta uma quantidade elevada de grios moca, caracteristica que se acentucu
em C. canephora tetrapléide, pois, neste caso, somente 2,4% dos frutos analisados
foram do tipo chato e apresentaram apenas 96 sementes na andlise de 210 frutos,
contra 236 semantes da planta dipldida.

5. CONCLUSOES

1. A planta da espécie C. canephora teve o nimero de cromossomos
duplicado (2n = 44), apesar de apresentar 8,0% de células com ndmero cro-
mossdmico que variou de 2n = 42 a 2n = 46, em todas as fases da meiose.

2. Qcorreram irregularidades, em freqUéncias varidveis, em ®do o
processo meidtico, resultando em 21,0% de grios de pdlen vijveis.

3. O maior nimero de grios moca e de lojas somente com perisperma
sdo provavelmente decorrentes das anormalidades citolégicas e genéticas.
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