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1-INTRODUGAO

O estudo dos detalhes da microsporogénese das principais espécies de
Coffea cresce em importincia & medida que se procura elucidar a compo-
sigdo dos hibridos interespecificos e das virias formas de café, com niimero
duplicado de cromossémios.

Quase nada se encontra na literatura sbbre as particularidades da mi-
crosporogénese de Coffea. Em vista disso, resolveu-se realizar, na Seccéo
de Citologia, uma série de observagdes s6bre o assunto, nas principais espé-
cies comerciais de café, quais sejam : Coffea arabica L. (1), Caffea canephora
Pierre ex Freehner (2) e Coffea Dewevrei De Wild. et Th. Dur.

Neste trabalho sdo apresentados apenas os dados referentes & micros-
porogénese da espéeie C. arabica, s mais conhecida do ponto de vista gené-
tico, e a de maior importdncia econdmica.

2-MATERIAL E METODO

Para a realizacdo désses estudos foi escolhida a variedade semperflorens
(Coffea arabica L. var. semperflorens K. M. C.). Esta variedade tem a parti-
cularidade de florescer varias vézes no ano, permitindo a colheita de material
em vérias épocas. Algumas observagdes foram também realizadas na varie-
dade caturra, da mesma espécie (Coffea arabica L. war. caturra XK. M. C.).

Os botdes foram colhidos durante os meses de abril e maio de 1948 e
1949, em fixador constituido por uma mistura de dlcool absoluto (3 partes)
€ acido acético (1 parte). Algumas vézes foi usado um fixador contendo
cloroférmio, e com a seguinte constituicio : Aleool absoluto 6 partes, acido
acético 3 partes e cloroférmio 1 parte. O material foi conservado em refri-
gerador duranfe cérea de dois meses, enquanto duraram os exames, verifi-
cando-se a sua melhor conservagio nesse ambiente frio do que no ambiente
normal de laboratério. As ldminas foram preparadas pelo método do car-
mim acético. Para o estudo do tubo polinico e da gametogénese, o pdlen
foi semeado em ldminas preparadas com 4gar a 0,59, e sacarose a 109, em
cimara Umida. Quando a germinag¢io do pélen se apresentava regular, o
que ocorre depois de algumas horas, as l4minas eram coloridas com carmim
acético, permitindo observacgio bastante satisfatéria das diversas fases.

(1) Trabilho apresentadc & Primeira Reunifo Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da
Ciéneia, realizada em Campinas, de 1 a 15 de outubro de 1049,
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3-MARCHA DA MICROSPOROGENESE

Os microsporocitos, nos botdes novos, em ldminas preparadas pelo car-
mim acético, mostram-se intimamente agrupados, colorindo-se com difi-
culdade. Durante dias seguidos, o material apresenta-se dessa maneira. Em
certo momento, porém, que provavelmente coincide com uma combinacio.
favoravel de umidade e calor, os botdes tomam um rdpido desenvolvimento.
Os microsporocitos desprendem-se, entdo, com maior facilidade, apresen-.
tando, bem evidente, um nucléolo grande, dentro de um nieleo claro, em
contraste com um citoplasma escuro. Os filamentos crométicos colorem-se
fracamente, percebendo-se, no entanto, que se espalham por todo o nticleo.
A partir de um momento, em que éles se enovelam ao lado do nucléolo para.
depois se espalharem de novo, a coloragc é mais intensa. Ao se abrir o
enovelamento (fig. 1-4), os cromossOmios se apresentam como longo colar
de contas irregulares, com secgbes mais finas e pouco coloridas, que ficam
despercebidas no citoplasma. Fste confunde-se com o carioplasma, colo-
rindo-se fracamente. O nucléolo, ao qual se vém ligar alguns dos cromossé-
mios, descolore-se gradualmente, apresentando muitas vézes virios vaciolos-
mais claros. A medida que os cromossémios se desenrolam, torna-se clara
a sua individualidade : s@o em nimero de 22 (figs. 1-B e C), e em cada um
déles se nota um centrdmero bem evidente, que nio se colore absolutamente,
e se acha ladeado por duas zonas bem coloridas (fig. 1-D). A estas segue,
de um lado e de outro, uma série de regides picnéticas (0s cromdmeros),
separadas por zonss mais claras. As extremidades dos cromossdmios sdo
pouco coloridas, desprovidas désses cromdmeros e acabam confundindo-se
com o préprio-protoplasma. Em alguns cromossémios percebe-se, principal-
mente nas regides claras, que éles sfo de constituicdo dupla. Déste ponto
até a metdfase I, as fases se sucedem com relativa rapidez. Os filamentos.
se encurtam e engrossam progressivamente, Em “diplotene”, quando os
pares se abrem largamente, éles j4 estdo bem curtos (fig. 1-E), nfio se perce-
bendo mais a regido do centrémero. O cromossdmio todo, nesta fase, nfo
tem uma estrutura bem delineada. Em “diaquinese” (fig. 1-F), os cromos-
sOmios apresentam-ge em 22 pares, cada um déles constituido de dois ele-
mentos, que se repelem pela parte escura (constitufida pela reunido dos
cromdmeros e onde se situa o centrdmero, que j4 nfo é visivel) e se unem
pela parte clara. Esta parte clara constitui como que uma “cauda’, de um
lado ou de ambos os lados do cromossdmio. E evidente a inexisténcia de
quiasmas no corpo propriamente dito do cromossdmio (a parte bem colorida).
Os elementos de cada par s6 se unem pela parte que mal se colore. Assim,
quando o cromossémio é constituido de um corpo e uma cauda, a unifo se
d4 de um 86 lado do centrémero ; quando o corpo é ladeado por duas caudas,
a unifio se d4 em ambos os lados. Podem-se contar os quiasmas: quase
todos os cromossdmios apresentam um quiasma em um dos prolongamentos,
ou dois quiasmas, sendo um em cada prolongamento. Dois a quatro ero-
mossdmios apresentam um sé quiasma em uma das caudas e dois ou trés.
quiasmag na outra cauda, mais longa. Um par de cromossémios (&s vézes
aparentemente 2 ou 3) une-se ao nucléolo. O nucléolo torna-se cada vez
mais claro e desaparece completamente em prometdfase (fig. 1-@), quando.
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Ficura 1. Diversas fases da divisio meidtica na variedade semperflorens (1070x).
A — Condigio em anfitene; B e C -— paquitenes em dois estigios; D — dais cro-
mossOmios em paquitene; E — diplotene; F — diaquinese; G ~—— prometifase com 17
cromossdmios; H — metafase I.
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os cromossdmios j4 estdo bem contraidos, mas ainda mostrando muito bem
seu corpo escuro e sua cauda clara, porém curta. Em metdfase I, os cro-
mossémios atingem o mdximo de contragdo, mostrando-se os dois elementos
de cada par estreitamente unidos. HA 22 bivalentes na placa mefafasica,
nos quais ainda se podem observar e contar os quiasmas (fig. 1-H). Em
anéfase I, os bivalentes se separam e v#o 22 univalentes para cada pdlo
(fig. 2-A4). Em tel6fase (fig. 2-B), os cromossdémios se colorem mais fraca-
mente, tornando-se como que vacuolizados. Nesta fase j4 se pode perceber
bem as regides dos centrdmeros. N#o h4, praticamente, uma intercinese ;
os cromossdémios contraem-se de novo e a anafase II se processa, imediata-
mente (fig. 2-C), podendo-se contar quatro grupos de 22 cromossdmios. Ao
mesmo tempo que 8stes cromossdmios perdem a individualidade em teléfage
II, o citoplasma se divide e cada grupo de ecromossémios passa a constituir
o niicleo de um dos quatro micrbsporos (fig. 2-D). Os micrdsporos ficam
unidos em tétrades por algum tempo e, finalmente, se soltam. Apresentam
um unico nicleo, que logo a seguir passa por uma mitose, donde resultam
dois nvicleos com n=22 cromossdmios (fig. 2-F). Um désses niicleos é o
reprodutivo, que se sobressal pela sua cromaticidade em relacgdo ao outro,
o nicleo vegetativo. Os grios de pélen estdo assim completos. Isto ocorre
vérios dias antes da abertura das flores e, portanto, antes da deiscéncia das
anteras.

Tanto na variedade semperflorens, como na caturra, os grios de pdlen
se apresentam binucleados trés a quatro dias antes da abertura das flores,
e assim permanccem até a deiscéneia das anteras. Nesta ocasido estdo, per-
feitamente desenvolvidos, tanto que muitos déles chegam a germinar nas
préprias anteras.

Os dois nicleos do grio de pélen, a principio de igual tamanho, sdo,
logo, perfeitamente distintos. O vegetativo é grande, esférico e homogéneo,
mais parecido com um nucléolo; mal se colore com o carmim acético e,
em seu interior, percebe-se, as vézes, um pequeno nucléolo. O ndceleo repro-
dutivo se concentra, tornando-se menor, reticulado e também semelhante
a um nucléolo. Este niicleo se colore bem, localiza~se na periferia da célula
e, em seu redor, destaca-se uma porcéo de citoplasma de forma lenticular
(fig. 2-F). No pélen deiscente nfdo se distingue separacio do citoplasma; o
nicleo reprodutivo é fusiforme (fig. 2-G); raramente, porém, pode apre-
sentar-se dividido em dois pequenos niicleos, arredondados (fig. 2-H).

Ao germinar o pdlen, os nicleos caminham pelo tubo polinico, procu-
rando localizar-ge préximo 3 extremidade (fig. 2-7). Nessa marcha, pode-se
encontrar, 4 frente, indiferentemente o nicleo reprodutivo ou o nicleo vege-
tativo. No tubo polinico, o nicleo reprodutivo se divide, produzindo dois
gametas arredondados (fig. 2-J).

4-PARTICULARIDADES

De diaquinese a metdfase I podem-se fazer observacdes s6bre o parea-
mento dos cromossémios e sébre o nimero de quiasmas por bivalente. Ten-
do-se analisado, na var. semperflorens, o pareamento em trinta e nove células,
observou-se que trinta e seis células apresentavam 22 bivalentes, nfio se
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Frcura 2-A a E — Fase da divisio mei6tica e formagio do microsporo na variedade
semperflorens, (1070x). A — andfase I; B — telétase I; C — andfase I, D —
tétrade de grios de pélen; E — grio de pdlen trés dias antes da deiscéncia. F a | —
Formagio dos gametas masculinos na vanedade caturra, F — grio de pélen maduro
{1070x); G — gifio de pblen deiscente (425x); H — grio de pblen deiscente com
o nicleo reprodutive j4 dividido (425x); I — pélen germinado (535x); J — detalhe
da extremidade de um tubo polinico (950 x).
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Quapeo 1.-Contagem de quiasmas em células meibticas de duas variedades de
Coffea arabica L.

Nidmero Némero de bivalentes com Total de | NGmero
Célul de biva- quiasmas | de quias-
as lentes Um Dois Tréa Quatro por mas por
por célula) quiasma |quiasmas | quiasmas | quiasmas | eélula | bivalente
VARIEDADE semperflorens — EM DIAQUINESE
1 22 7 11 2 2 43 1,96
2 22 7 12 2 1 41 1,86
3 22 7 12 3 0 40 1,82
4 22 7 13 2 0 39 1,77
5 22 7 13 2 0 39 1,77
6 22 8 11 3 0 39 1,77
7 22 9 11 2 0 37 1,68
8 22 10 9 3 0 37 1,68
9 22 10 10 2 0 36 1,64
10 22 10 10 2 0 36 1,64
11 21 9 9 3 0 36 1,71
12 21 10 9 2 0 34 1,62
13 22 15 4 3 0 32 1,46
14 22 13 9 0 0 31 1,41
15 22 15 7 0 0 29 1,32
Médias .. 21,9 9,6 10,0 21 0,2 366 | 1,67
VARIEDADE semperflorens — EM METAFASE I
1 22 6 12 4 0 42 1,91
2 22 7 12 3 0 40 1,82
3 22 8 i2 2 0 38 1,73
4 22 16 5 1 0 29 1,32
Médias . 23 9,2 10,3 2,5 0 37,3 | 1,69
VARIEDADE cafurré — EM DIAQUINESE
1 22 6 15 1 0 39 1,77
2 22 8 12 2 0 38 1,73
3 22 9 11 0 2 39 1,77
Médias 22 7,7 12,7 1,0 0,7 387 | 175
VARIEDADE cafurra — EM METAFASE [ .
1 22 4 16 2 0 42 1,91
2 22 6 14 2 0 40 1,82
3 22 8 14 2 0 40 1,82
4 22 7 13 2 0 39 1,77
5 22 7 13 2 0 39 1,77
6 22 9 11 2 0 37 1,68
7 22 11 9 2 0 35 1,59
8 22 11 9 2 0 35 1,59
9 22 11 9 2 0 35 1,59
10 22 11 9 2 0 35 1,59
i1 22 12 8 2 0 34 1,55
12 22 12 8 2 0 34 1,55
13 22 12 8 2 0 34 1,55
Médias 22 9,2 10,8 2,0 0 36,8 | 1,67
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constatando nem univalentes nem polivalentes. As trés células restantes
também apresentavam Unicamente bivalentes mas, em duas delas, o seu
ndmero era de 21 e, noutra, era de 17, em vez dos 22 pares normais de cro-
mossdmios. Para o fato de tais células terem perdido um e cinco pares de
cromossdmios, ndo se encontrou explicagéo.

Em dezenove das células, onde se contaram os bivalentes, pode ser
analisada a frequéncia dos quiasmas por bivalente (quadro 1), verificando-se
que a maioria dos cromossémios apresenta um ou dois quiasmas, e que dois
ou trés cromossémios apresentam trés quiasmas (raramente quatro). O
niimero de quiasmas, por-célula, varia de 29 a 43, com uma frequéncia maior
de 36 a 39. Nao hd variagfo sensivel entre as médias obtidas em diaquinese
e em metdfage. O numero de quiasmas, por bivalente, em diaquinese é
de g;—g=1,67 e, em metdfase, de 1—§—g=1,69. ¥sta média, para metéafase,
foi calculada apenas com base em quatro células e, no entanto, é bastante
aproximada da primeira.

Na var. caturra foram analisados os quiasmas em trés células em dia-
quinese e em treze células, em metafase (quadro 1). Como se pode ver pelo
exame do quadro 1, os nlimeros encontrados em metéfase sdo sensivelmente
iguais aos verificados na var. semperflorens; em diaquinese a variacio é
maior, porém devemos lembrar que neste caso contamos os quiasmas apenas
em trés células, o que é pouco. '

Raras anormalidades ocorrem na distribuicdo anafésica dos cromossd-
mios. N#o se observam ‘‘pontes’” e ‘“‘laggards”’, porém, em alguns casos,
se verificou que os niicleos resultantes da anifase I tinham um ndmero de
cromossdmios diferente de 22. Esta pequena irregularidade ocorreu em
cérea de 99, das células. Em trés células, das 46 examinadas, observaram-se
as seguintes distribuiges: 21423, 16428 ¢ 2141 isolado 4+ ? cromosso-
mios. Em anéfase IT, em uma célula em que nio foi possivel contar os ero-
mossémios nos quatro pélos, observou-se também um cromossémio isolado,
no citoplasma (quadro 2).

Quabro 2.-Contagem dos cromossdémios em café da variedade semperflorens, em 32
células em andfase I ¢ em 14 em andfase IT

. T . . Frequéncia
Fages Tipo da distribuigdo cromossdmica dos  tipos

Anédfage I 22 R 22 ‘ 19
22 ? 10
21 23 1
16 28 1
21 1 ? 1
Andfase II 22 22 22 22 4
22 22 ? ? 4
22 ? ? ? 1
22 22 44 ‘ 2
? ? 44 1
44 44 1

? ? 1 ? ? 1 -
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As observagtes feitas em teléfase II vém confirmar a raridade das
anormalidadeg, pois, em 100 células examinadas, 95 tinham quatro ndcleos
telofdsicos, grandes e iguais; uma apresentava quatro nidcleos mais ou
menos iguais e um pequeno e, as quatro restantes, quatro nicleos mais ou
menos iguais e alguns cromossdmios esparsos pelo citoplasma.

Como era de se esperar, o nimero de micrésporos, por microsporocito,
é também normal, pois, em 300 cagos examinados, apenas dois nio tinham
quatro microsporos.

5-RESUMO

No presente trabalho sfo apresentadas as observactes realizadas sdbre a.
microsporogénese nas variedades semperflorens e caturra, de Cojffea arabica L.

Notou-se que, no inicio da préfase, os cromossémios se colorem muito
mal, nfo permitindo observac¢des sdbre a sua morfologia; em paquitene,
08 cromossOmios se apresentam com vVArias secgdes heteropicnéticas sepa-
radas por secgdes muito finas, que se colorem mal ; o centrémero é bastante
nitido e se achaladeado de zonas bem heteropicnéticas ; as extremidades dos.
bragos dos cromossdémios se colorem mal e se perdem no meio do citoplasma, ;
o nucléolo é bastante visivel e a éle se acham ligados alguns cromossémios.
E dificil determinar o niimero exato de cromossémios ligados ao nucléolo,
tendo-se encontrado de 1 a 4. De paquitene a metdfase I, as fases se sucedem
ripidamente. Em diplotene, os ecromossémios sfo curtos, ndo mais se perce-
bendo o centrémero. Em diaquinese os 22 pares de cromossdmios se repelem
pela sua parte mais colorida, onde se encontra o centrémero, e se unem pela.
parte clara, onde se notam os quiasmas ; o niimero de quiasmas, por célula,
varia de 29 a 43 ; a média por bivalente é de 1,67, em semperflorens, e 1,75,
em caturra. Em metéfase I, o nimero médio de quiasmas, por bivalente,
é de 1,69, em semperflorens, e 1,67, em caturra. Em andfase I, os 22 pares
de cromossOmios se separam normalmente. Em teléfase I, os cromossémios
se colorem mal. N#o hd, praticamente, intercinese; os cromossémios con-
traem-se de novo e entram em anéfase II. A formagio dos micrésporos é
normal. Depois de soltos, ocorre a divis@o nuclear, dando origem a dois
niicleos com 22 cromossémios. Isto ocorre trés a quatro dias antes da aber-
tura das flores; o nicleo vegetativo é grande, esférico e homogéneo, colo-
rindo-se mal ; o nicleo reprodutivo é menor, reticulado, colore-se bem e se
localiza na periferia da célula ; ao seu redor se destaca uma porcio de cito-
plasma, de forma lenticular. A divisdo do nticleo reprodutivo geralmente
se dé no tubo polinico. Tanto o nicleo vegetativo como o reprodutivo.
pode ser encontrado na extremidade do tubo polinico.

Poucas irregularidades foram observadas na distribui¢cio dos cromoss6-
mios, tendo, a grande maioria dos gametas, n=22 cromossémios.

SUMMARY

This paper presents results of eytological observations on microsporogenesis of
the semperflorens and caiurra varieties of the species Coffea arabica L.

In general meiosis was found to be normal, the gametes having n =22 chromosomes.
Only minor irregularities were observed and these were limited to distribution of the
chromosomes.
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In the early prophase of meiosis the chromosomes did not stain well. In the pachy-
tene stage the chromosomes stained comparatively well and showed several betero-
piknotic regions separated by very fine sections which stained faintly. The centromere
was readily seen and was located between two heteropiknotic sections. The extremities
of the arms of the chromosomes stained very poorly and were lost to view in the cyto-
plasm. The nucleolus was easily visible and some of the chromosomes appeared to
be attached to it. The exact number of chromosomes that were attached to the nu-
cleolus appear to vary from one to four. From the pachytene stage the ehromosomes
passed very rapidly to metaphase I. In the diplotene stage the chromosomes were
observed to be very short and the centromeres could not be seen. In the diakinesis
stage the darkest colored parts of the 22 pairs of chromosomes, especially where the
centromeres were located, were well separated indicating that they repelled each
other. In contrast the slighfly stained regions of the chromosomes were intimately
associated and showed chiasmata. The number of chiasmata per eell varied from 29
to 43, the average per bivalents being 1.67 in semperflorens and 1.75 in caturra. In me-
taphase I the average number of chiasmata per bivalent was determinated as 1.69, in
semperflorens and 1.67 in caturra. In anaphase I the 22 pairs of chromosomes were
normally separated and in telophase I the chromosomes did not stain well, again making
detailed observations difficult. Practically no interkinesis was observed. Following
telophase I the chromosomes were observed to contract and entered into anaphase II,
that was observed to be normal.

The formation of microspores appeared to be normal. After separation of the
microspores there oceured a division of the nucleus giving origin to two nuclei with
22 chromosomes each. This was observed ot occur three to four days before opening
of the flowers. The vegetative nucleus was observed io be large, round, homogeneous,
and stain only faintly. The reproductive nucleus was observed to be small, reticula-
ted ; it stained well, and was located at the periphery of the cell. The reproductive
nucleus was usually found to be surrounded by a small amount of cytoplasm in a lenti-
cular shape. The division of the reproductive nuecleus usually takes place in the pollen
tube. Both vegetative and reproductive nuclei were observed to occur in the extre-
mity of pollen tube,
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