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1 — INTRODUCGCAO

- Num trabalho- precedente (Schreiber 34), foi examinado tedricamente
o problema do crescimento do ntcleo durante a interfase e as suas variagdes
em tamanho, para maior ou para menor, durante o desenvolvimento embrio-
né.no e postembriondrio.

- Tal estudo, executado por método cariométrico-estatistico, constltm
umsa tentativa de andlire do processo de duplicagio do genoma e suas
variagdes -quantitativas. Entreta.nto, ainda nio est§ perfeitamente escla~
recido se o volume nuclear exprime fielmente o que se passa no genoms
nas diferentes condigtes examinadas. De fato, na literatura existente sbbre
o sssunto acha-se ainda aberta & discussio se o néimero de cromossdmios

‘(") Do laboratério de citogenética do Instituto Butantd (Sdo Paulo, Brasil) e
da Escola Livre de Sociologia e Politica de Sdo Paulo.
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é proporcional a0 volume do nicleo, & superficie do mesmo ou a outros
valores quantitativos celulares (superficie celular por exemplo). O assunto
foi detalbadamente diseutido por Geitler (20) 3 limitdmo-nos, no presente
trabalho, a abordar o assunto em seus térmos mais simples, isto é, se o
volume nueclear é realmente proporcional ao ndmero de cromossdmios, ou,
mais exatamente, a valores multiplos do genoma hapléide ; ou, pelo menos,
em qual fase do ciclo nuclear esta propor¢io é vilida. :

Achamos especialmente indicados para esclarecer éste problema os
seguintes campos de pesquisas :

1) — O estudo do velume nuclear durante o ciclo ‘intéi'fésicb,
no qual o genoma multiplica-se duas ou mais vézes, como no caso da endo-
mitose. Vérios autores empreenderam éste estudo h4 anos, mas nfo sempre
s6bre material que pudesse ser confrontado e generalizado (Infusérics).
Mais recentemente, Wermel e colaboradores (39), através de observagdes
diretas e cmema.togra.fla das culturas em vitro, confirmaram os resultados
de pesquisas cariométricas. Este problema é, a nosso ver, de natureza
basica.

) — O confronto enire nﬁcleos de organismos da mesma
espécie, mas com nameros total ou parcial de cromossémios dife-
rentes (poliploides ou polissémicos). Nesta categoria agrupa-se a quase
totalidade de pesquisas feitas sdbre o problema desde as primeiras de Boveri
e de Herbst sdbre material embriondrio experimental, até as cldssicas de
Gerassimoff, Marshal, Wettstein, Gates, Lindstrom, Winkles, etc. (cit.
Wilson (41), Bhaduri, (11) ete., sdbre os vegetais, e de Dobzhangky, (15) Fank-
hauser, (17) Artom (1) Barigozzi (2) e outros, sbbre material animal. Muitas
destas pesquisas, porém, nem sempre se referem ao ntcleo, mas sim a célula ;
muitos fatdres diferentes podem modificar o resultado em tal caso.

3) — O estudo dos fendmenos de redug&o meibtica ou de dimi-
nuicdo durante o desenvolvimento embrionario. Os primeiros, espe-
cialmente, sfo particularmente apropriados para revelar as relages entre
volume nuclear e cromossémios, pois as variagdes déstes estdo perfeita-
mente esclarecidas em tédas as fases do processo [Jacobi (26, 27, 28), Sauser
(32), Freerksen (19), G. Hertwig (23), Wermel (38), B. Schreiber (33)]. Num
trabalho recente, G. Schreiber (35) estudou, sob éste ponto de vista, a
espermatogénese dos Offdeos, esclarecendo : 1) a absoluta correlagdo positiva
entre volume nuelear e valor multiplo do genomsa entre os elementos da.
série meidtica (meiocitos de 1.2 ¢ 2.* ordem e espermatides) ; e 2) a exis-
téncia no ciclo interfdsico das espermatogonias de um estddio ao valor 3n
que confirma uma série de indicagdes existentes na literatura cariométrica
e cuja interpretaco é ainda muito discutida. Nestas mesmas pesquisas
foi também confirmada a variagio de volume correspondente a um inter-
valo de duplicagiio durante o ciclo interfasico (2:4).

No presente trabalho queremos examinar, sob o ponto de vista acima
discutido, uma série de poliploides de café (Coffea), cujo estudo boténico
e genético estd sendo desenvolvido h4 alguns anos nas Secg¢oes de Genética
e de Citologia do Instituto Agronémico de Campinas. Aos Chefes dessas
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‘Secctes, Drs. C. A. Krug e A. J. T. Mendes, desejamos exprimir publica-
‘mente a nossa profunda gratidéo . por nos terem proporcionado a oportuni-
.dade de levar a efeito estas pesquisas com o material tdo precioso e tdo
generosamente pdsto 4 nossa disposigéo.

Achamos necessirio focalizar detalhadamente os fundamentos teéricos
do método empregado e t6das as possiveis causas de érro ainda que consij-
-deremos os resuitados obtidos como preliminares, devido ao pequeno niimero
de casos estudados e aos fatos inesperados que as préprias pesquisas reve-
laram, como no caso de Coffea congensis, os quais aguardam ulteriores
e mais profundas pesquisas.

IT — TECNICA
a) Esclarecimentos tedricos

O método usado consiste essencialmente na medida do volume nuclear
‘num complexo de nicleos suficientemente grande para se poder depois
analisar estatisticamente a sua variabilidade.

Foram desenhados, de cada exemplar, no minimo, 100 nicleos ; sébre

éstes desenhos foram medidos os didmetros maior e menor; o volume
dos nticleos era calculado como se fosse uma esfera de didmetro igual a
média dessas medidas. Os volumes ou os didmetros correspondentes foram
grupados em classes de frequéncia, desenhados os poligonos ou os histo-
gramas, e calculados os parimetros estatisticos.
' Devemos aqui frisar que, na realidade, as variagbes observadas numa
populagio de ntcleos, ndo sio devidas sdOmente & variabilidade flutuante
casual, mas, e%senela,lmente a0 crescimento proprio dos ndcleos na interfase.
As curvas e 08 hlstogra.mas construidos com os didmetros, e com os volumes,
nio sfo, portanto, ‘‘normais”. Apesar disso, para ter elementos de con-
fronto entre as diversas curvas, foram calculados os parimetros (média,
desvio padrao coeficiente de variagiio, valor modal); sdmente o valor
modal, por.m, por motivos que serfio esclarecidos adiante, foi conmderado
0 parﬁmetro de maior valor nestes estudos.

Como j4 foi pdsto em evidéncia por vérios autores (I. Fischer, (1%)
Thom} son D’Arey (£7) Wermel (£9) etc.), éste método de estudo estatistico
permite analisar o processo de crescimento dos niicleos, obtendo conclusbes
.de ordem dindmica do estudo de um material estatico como é uma massa
de nicleos fixados em preparagdes histologicas. De fato, se a variabilidade
do tamanho é determinada pelo crescimento, as frequéneias dos volumes
observados sfio inversamente proporcionais as velocidades de crescimento ; ;
encontraremos, portanto, num. determinado momento, ntcleos de tamanho
diferente : as frequéncias méximas corresponderdo. a. eta.pa.s do cresci-
mento. Este fato foi confirmado experimentalmente por Wermel e
Portugalow (:9) com o confronto das curvas de frequéneias cariométricas
€ a8 curvas volumétncas reveladas cinematograficemente nas culturas in
: Assim, pode-se confronta.r etapas de cresclmento de ndcleos de uma
~Jmesma populagao nuclear, e, portanto, estudar o ritmo de crescnnento
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déstes nicleos ; pode-se também confrontar populagbes diferentes de niicleos,
porém, em etapas correspondentes, isto é, fases homdlogas das variagtes.
quantitativas do genoma.

Foram levantadas vérias criticas a éste género de estudos, especial-
‘mente por ser o aumento volumétrico do nicleo devido nfo sdmente ao
real aumento do genoma, mas também a variagdes de ordem fisico-quimica,
como as embebicdes de dgua, variagbes de estado coloidal, etc. Devemos,
todavia, frisar que qualquer que seja a natureza destas variagdes mesmo-
que se conhegam os mecanismos fisicos ou quimicos que a determinam,
quando os resultados finais do aumento se ddo em relagdes simples e cons-
tantes e perfeitamente paralelas is variagdes simples e constantes do genoma,
¢ evidente que elas s@io quantitativamente controladas pelas variacoes.
désse genoma. Com isto ndo queremos absolutamente esquecer gue existem
variagoes controladas por determinados gens (Dobzhansky (15) 3 porém.
o caso mais geral da variacdo de tamanho durante a interfase nos mostra.
geralmente uma simples relagio quantitativa entre o genoma e o volume..

- As recentes pesquisas sObre o metabolismo dos 4cidos nucléicos e as:
relagdes entre niticleo e citoplasma durante éste metabolismo poderiam
sugerir algo sbbre a natureza das rela¢des entre o genoma e o ambiente
interno nuclear que determing o seu volume. Especialmente interessantes
se nos deparam tais relagdes durante a segmentagdo embriondria, onde
h4, 4s vézes, passagem de material citopldsmico para o nicleo progressiva-
mente durante as sucessivas geractes de blastomeros (Godlewsky). (22)

Em tudo isto, portanto, nio devemos confundir os fendémenos com:
03 seus mecanismos ; 0s resultados finais destas pesquisas nos autorizsi
a utilizar as medidas cariométricas como meio de anilise quantitativa do.
genoma em falta de outros métodos mais especificos e sutis.

Em um trabalho de Painter e colaboradores (12) o mesmo conceito:
foi discutido como resultado das pesquisas estatistico-cariométricas dos
tecidos neopldsticos ; as diferentes classes de volume correspondem aos
diferentes graus de pohplmdlsmo ou de politenia, verificadas pelo exame
citol6gico do niimero de cromossémios e do seu tamanho (nimero de cromo-
nemas). Conclusdes anflogas foram alcangadas recentemente por I’ Ancona
(13,14) Beams e King (4) e Sulkin. (39%).

b) Escolha e preparo do material

‘Para o estudo cariométrico, o material ideal seria um tecido de nidcleos:
perfeitamente csféricos como o do figado dos mamiferos e os elementos:
da série espermatogenética ; além disso, o figado, pelos conhecidos fend--
menos de endomitose ou endosquise foi um dos objetos mais estudados.
pelos . primeiros -autores que se ocliparam de eitologia quantitativa. O
material vegetal e em particular as pontas vegetativas das rafzes repre—
sentam, por outro lado, um 6timo material para o estudo de nidcleos ndo-
esféricos, tendo em geral niicleos elipséides a dois eixes {elipsbides de rotagio)
orientados com o eixo maior no sentido do eixo radieal. O fato de serem
éstes elipsfides rigorosamente orientados nos oferece a possibilidade de-
eliminar as objegbes. feitas ‘por- Meyer (34) aos estudos cariométricos nos:
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tecidos com ndcleos néo esféricos, e ndo orientados. Tivemos ocasido de
verificar em pesquisas ainda nfio divulgadas que, nas pontas vegetativas
das rafzes, a varia¢do do volume nuclear durante o crescimento interfdsico
se d4 principalmente pelo aumento do eixo longitudinal. Os niicleos discoidais
originados depois de tel6fase se tornam primeiramente esféricos pelo aumento
do eixo longitudinal e depois elipsoidais em virtude da constdncia do mesmo
fator ; o eixo maior désse elips6ide atinge um madximo na préfase. A anélise
estatistica déste fendmeno mostra com boa evidéncia as etapas do eresci-
mento interfisico. '

O material de que nos utilizamos j& se encontrava na maior parte
preparado em cortes transversais, sendo menos evidentes ai as variagdes
acima mencionadas ; tivemos, pois, de considerar os nicleos como esféricos
e as variagoes devidas ao acaso. O estudo futuro de cortes longitudinais
poderi esclarecer a variagio devida ao crescimento interfésico; porém,
o exame realizado serviu perfeitamente para se estabelecer um confronto
entre plantas pertencentes a uma série polipléide : as variagtes do cresci-
mento interfdsico em cortes transversais ndo influem sensivelmente de
modo & unpedir um tal confronto ; além disso, é de se supor que essas
variagbes sejam paralelas em tédas as plantas estudadas.

As raizes colhidas no Instituto Agronomwo de Campinas, sendo fixadas
em “Craf” e incluidas em parafina pelo método do 4lcool butilico. Seccio-
nadas transversalmente a 8y de espessura e coloridas pela hematoxilina
férrica de Heidenhain, destinavam-se 4 contagem de cromossdmios; as
léminas foram em seguida cedidas para o nosso estudo pelo Dr. A. J. T.
Mendes, da Seccdo de Citologia daquele Instituto. Uma parte do material
fol por nés seccionado e colorido segundo a mesma técnica, tendo recebido
as raizes incluidas em parafina daquela mesma procedéncia.

Foram duas as espécies estudadas : Coffea congensis Froehner, dipléide
2n=22, Krug, 24) e Coffea arabica L. com suas formas di-hapl6ide (2n=22,
Mendes e Bacchi, 30), tetraploide (2n=44, Krug, 24), hexapléide (2n= 66,
Krug 25) e octopléxde (2n =88, Krug, 25)

c) Téenica cariométrica

Limitdémo-nos na presente pesquisa a um pequeno nimero de pontas
radicais, escolhendo sdmente aquelas nas quais as medidas pudessem ser
executadas com suficiente seguranga. Em cada individuo foram medidos
sdmente os ndeleos das células do periblema, entre os dois ou trés primeiros
extratos debaixo do dermatégeno até o inicio do pleroma. Limitdmo-nos
também A zona imediatamente superior ao ponto vegeta.tivo sem satingir
a-zona -superior da raiz, onde se verifica geralmente o maior elongamento
das células e onde se déo os fendémenos de poliploidismo interno ou “poliso-
maty”, estudados por Berger (5-10) e outros autores [(Langlet (29), Erwin
(16), Genscheff e Gustawson 21), Wltkuss (42)] com consequente aumento
do volume nuclear. " -

Toédas- as ‘medidas. foram efetua.das em desenho a cﬁ.ma.ra. clara dos
ndcleos, usando objetiva de imersfio 1/12 ap. 1,30 e ocular acrom 4, ¢ a
f6lha do desenho & altura do pé do microscépio. Esta. disposigfio proporciona
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uma ampliagio de 1440 didmetros e, portanto, cada milimetro do desenho
representa 0,7 micra.

Em cada raiz foram medidos, pelo menos, 100 nicleos (s vézes 200) ;
pelas razdes de limites especiais acima mencionados, nas raizes de Cojfea
éste nimero nfo pode ser muito maior.

Sbébre os desenhos foram depois medidos, em cada ntcleo, os dois
didmetros cruzados, maior e menor, e com a média aritmética entre éstes
foi calculado o volume da esfera. Adotamos éste sistema, que, alids, ja foi
usado por muitos autores (I. Fischer, Clara, Jacobi, Beans e King, etc.,
citados em Schreiber (34,35) por ser infinitamente mais fécil e ripido do que
outros usados por outros pesquisadores como, por exemplo, a determinagdo
da drea do desenho com o planimetro. Nos ntdcleos pequenos, a diferenca
entre os dois diAmetros é insignificante, a0 passo que nos hexa-e octoploides
é mais evidente ; alids, nestes nicleos, provavelmente, o efeito do ecresci-
mento interfasico e também as contragdes devidas &s manipulagtes histol6-
gicas fazem-se sentir mais.

Nas pesquisas classicas de Wettstein (40) que, porém, se referem espe-
cialmente ao volume celular, o efeito do alto grau de poliploidia se manifesta
com uma menor regularidade e muito diferente nos hibridos, ao passo que
nesta série estudada, a correlagdo parece ser bem clara em t6da a extensdo
da série. Devemos salientar, porém, que o volume celular é algo bem mais
complexo do. que o nuclear e as relagdes entre volume e a superficie na
célula estdo sujeitas a maior ntmero de fatéres do que no nicleo.

d) — Elaboracdio estatistica dos resultados.

Relatamos aqui sémente os resultados das medidas sObre 11 raizes,
escolhendo entre as muitas estudadas apenas aquelas que deram curvas
de frequéncia mais f2cilmente analiziveis e deixando de lado as que, por
serem muito mais irregulares, mal se prestavam a umsa estimagio do modo
e A consequente comparagio com as demais. A variabilidade das outras
séries (polimodais e irregulares) poderia ser interpretada de varios modos,
porém ndo queremos entrar em discussdes que poderiam nos desviar muito
do assunto estritamente limitado desta pesquisa ; limit4mo-nos & comparagfio
das poucas curvas regulares e simples que provavelmente mostram ums
certa sincronia nos ndcleos. De cada grau de poliploidia foram medidas,
ao menos, duas rafzes diferentes, da mesma planta ou ndo, e, como se pode
constatar do exame simples dos gréficos, os resultados sdo geralmente
bem concordantes. No caso de Coffea congensis (séries n.° 3 e 4) a diferenca
com as correspondentes séries de 22 cromossOmios de Cofjea arabica &,
pelo contririo, bem significante e, como serd discutido mais adiante, éste
fato merece um estudo mais a.profunda.do em ulteriores pesquisas. _

Os resultados das medidas nucleares foram agrupados pelos didmetros
em classes de frequéncia de 0,5 mm (no desenho) e calculados a média aritmé-
tica, desvio padrdo e valor normal (modo); o mesmo foi feito para os
valores volumétricos calculados para cada classe de difdmetros (*). '

*) Por todos éstes edleulos estamos sumamente gratos. a0 Prof. Giérgio Mortarsa,
Consultor Técnico da- Comissio Nacional do Receniseamento -do Rio xde Janeiro,
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Como j4 foi salientado antes, a populacdo de niicleos nao tem uma
variagdo “normal”, e, portanto, qualquer cdlculo baseado s6bre a normali-
dade seria mais ou menos aproximado, mas néo real. Portanto, éste estudo
foi limitado & comparacio da variagdo do nimero de cromossémios com
a variacdo do valor modal dos volumes nucleares. A escolha do valor modal,
entre os pardmetros calculados foi j4 esclarecida pelos fundamentos tebricos
do método cariométrico.

Para a série dos valores modais dos volumes e os nimeros de cromos-
sbmios correspondentes, foi calculada a equacio de regressfo e assim tragada
a reta interpolar ; com relagdo a esta equacéo foi calculade o “érro de
estimagio’” (Sy). Este é o tinico elemento que nos proporciona um critério
de julgamento suficiente para os dados estatisticos sObre &ste material.
Qualquer outro critério geralmente usado seria afetado pelo fato de nfo
serem as curvas normais. Um outro critério simples para julgar a relacdo
entre volume e niimero de cromossémios por nds utilizado nesta pesquisa
foi 0 de calcular a razéo entre o volume nuclear (valor modal) e ndmero
de cromossémios. Estes valores, calculados para cada individuo, estfo
reunidos na Tab. IV ¢ mostram uma notivel homogeneidade.

Juntamente com a documentagdo estatistica da variagdo do volume
nuclear em relagdo ao valor polipléide, achamos interessante dar a documen-
tacio fotogrifica que nos proporciona um elemento de apreciagio e de
controle bastante significativoe. As microfotografias (1-5) mostram os
cortes das pontas radicais das plantas de diferente niimero de cromossdmios
da série 2n=22 44, 66, 88.

Os dados calculados estio reunidos nas tabelas I-1V, sendo na tabela
as indicagbes da variabilidade dos diAmetros das 11 séries medidas; a
tabela II contém a média aritmética (M), o desvio padrdo (¢) e o coeficiente
de variagio (Vm) dos didmetros e dos volumes; a tabela III contém a
média, a mediana e o valor normal dos didmetros e dos volumes ; o valor
mediano foi determinado graficamente s6bre a curva cumulativa das fre-
quéncias ; o valor normal (modo) foi determinado numéricamente pela
perequacio da série das frequéncias do didmetro d verificada depois grafica-
mente ; a tabela IV contém as razbes : volume nuclear/n.° de cromos-
sbmios.

111 — CONSIDERACOES SOBRE O MATERIAL ESTUDADO E
OBSERVACOES SOBRE 0S RESULTADOS

Damos aqui resumidos os dados de protocolo de todos os individuos
estudados.

N.0 1. e 2. Coffee arabica var. monosperma Ottolinder e Cramer.

Prot. (Campinas) F. 2220.

2n=22.

Fixador : Craf.

Sdo dois pontos radicais da mesma plants em corte transversal.
Microfoto Fig. 1.
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N.» 3 e 4. Coffea congensis Froehner
Prot. (Campinas) F. 2113.
2n=22.
Fixador : Craf.
Duas raizes da mesma planta em corte transversal.
Microfoto Fig. 2.

N.» b, 6 e 7. Coffea arabica.
2n =44,
Fixador : Craf.
Cortes transversais em trés plantas diferentes.
Prot. (Campinas): N2 5: ¥, 2241 C. arabice var. typica.

N o 6: F. 981 C. arabica fypica 44 x bullata 66.
N 7:F, 992 C. arabica typica 44 x bullala 66,

Microfoto n.e 6 fig. 3.

N.° 8 e 9. Coffea arabica var. bullate Cramer.

2n =66.

Cortes transversais. Duas plantas diferentes.
n.° 8 Prot. (Campinas) : F. 594 Fixzador Craf.
Mierofoto N.c 8 Fig. 4.

N.c 10 e 11. Coffea arabica var. bullata Cramer.

2n =88,
Fixador Craf. Cortes transversais
Duas rafzes da mesms planta. Prot. (Campinas) F. 1005.

O grifico I resume os poligonos de frequéncia dos 11 individuos estudados
grupados de acfrdo com o nimero de cromossdémios. As curvas estio bas-
tante regulares e bem concordantes entre os grupos singulares de mesmo
niimero de cromossémios. Faz excegdo uma das duas curvas de 66 cromos-
g0mios ; porém foi considerada junta com as outras pelo fato de contarmos
sOmente com éstes dois exemplares hexsplbides.

A variagfio progressiva do valor modal é aprecidvel, mesmo 3 primeirsa
vista, apesar de serem os poligonos de frequéncia notavelmente interferentes
entre si. fiste tltimo fato deve, porém, ser encarado sob a luz das premissas
do método usado, pois as populagtes de nucleos estio todas “em movi-
mento cariocinético”. Para cada individuo existe a0 menos uma variabili-
dade fisiolégica dos valores volumétricos nucleares no intervalo 2n~—4n do
creseimento interfisico. Para térmos um elemento de confronto absoluta-
mente certo dever-se-ia confrontar fases rigorosamente iguais da excursdo
mterfdsica, ou, por exemplo, sdmente as pr6fases. Neste caso, porém,
provavelmente intervirdo outros fatdres de variabilidade volumétrica como
as deformagbes que precedem a ruptura da membrana nuclear ou fatdres
de imbebigdo que, por enquanto, ndo sabemos controlar.

Como j4 foi lembrado, no estudo do crescimento interfisico do nitcleo
das espermatogonias tivemos ocasifio de demonstrar que nas variagdes
volumétricas déste perfodo. o ntcleo apresenta uma excursio bem evidente
de um intervalo de duplicagio (2n—4n). Além disso, ‘existe um estddio
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muito bem evidente e muito constante em tddas as espéeies examinadas
(ofidios) equivalente mais ou menos 4 metade do intervalo interfésico,
isto é, com boa aproximacéo estatitha a0 volume correspondente a 3n.
Este estadm que denominamos ‘‘sesquifase’”, foi verificado também por
outros autores nos estudos cariométricos de inlimeros tecidos e organismos
{biblicgrafia em Schreiber 24,5) e foi sujeita a uma série de inter-
pretagdes diferentes e muito discutiveis. Baseados nesta difusdo déste
estadio intermedidrio durante o intervalo de duplicagfo interfisica, temos
elementos suficientes para supor que os nicleos dos tecidos somdticos em
geral se encontrem na maior parte (isto é, com a frequéncia maxima e,
portanto, por um periodo mais longo de tempo) nesta etapa intermediéria, ;
© nao nos parece improvavel que também no caso do Café, os niirleos,
por terem na sua maioria um valor modal nico e bem evidente, e éstes
valores modais serem bem estritamente correlatos aos correspondentes
valores multiplos dos genomas, estejam provavelmente na mesma “fase’”
do ciclo interfdsico. Em resumo, os valores modais das diferentes raizes
s8o formados por ntcleos que se encontram em fases homdlogas de cresci-
mento e, portanto, perfeitamente confrontéveis.
O grifico IT mostra com boa evidéncia a correlagdo positiva entre
° de cromossémios e volume nuclear. O cilculo do “érro de esti-
magcio’’ indica que todos os pontos estdo entre os himites fiduciais da variabi-
lidade casual (+ 3 Sy). Calculamos também, pela férmula

. Sy*
2

o cocficiente de correlagdo, que resulta ser de 0.99.

Devemos agora esclarecer o caso do Coffea congensis. No grafico, os
volumes (modos) desta espécie foram colocados na abcissa de 22 cromos-
sémios e indicados com circulos. As ordenadas déstes pontos indicam,
com 1mpressmnante exatiddo, que na realidade a abmssa deveria ser de
33 cromossémios. De fato, a equacio de regressdo e o ‘‘érro de estimacio”
foram calculados com esta abcissa e assim os valores volumétricos da espécie
“‘congensis”’ entram perfeitamente na série linear das demais formas estu-
dadas. Nao queremos com isto declarar que o C. congensis tenha 33 cromos-
s0mios ; as contagens feitas precedentemente sb6bre o mesmo material
(Krug, 28) sdo isentas de qualquer diévida. Podemos somente dizer que
o0 volume modal dos niicleos de C. congensis correspondem a um valor do
volume igual a0 de “arabica’” de genoma 3x.

Para verificar se as diferengas enfre os valores de “arabica’” e os de
‘“‘congensis’”’ sfo estatisticamente significantes, isto €, se nfio poderiam
ser determinadas pela variagdo casual do volume, podemos antes de tudo
aplicar o érro de estimacdo. Neste caso, o valor teérico do volume corres-
pondente a 22 cromossémios, calculado pela equagdo de regressdo é de
375 ; as duas raizes de “congensis” tém, respectivamente, os valores modais
de volume de 615 e 669. As diferengas entre éstes valores e o valor tedrico
de 22 cromossdmios sdo, respectivamente, 230 e 246, isto €, distintamente
maiores que o limite de confianca da variabilidade casual + 3 Sy, que é 198.
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Grafico 1

Frequéncia dos volumes nucleares nos polipédides.

1.2 = 22 crom. (C. arabica v. monosperma).

3-4 — 22 crom. (C. congensis).

56-7 = 44 crom. (C. arabica).
89 = 66 crom. 10-11 = 88 crom. (C. argb. v. bullata}.
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Cortes transversais de pontos vegetativos de raizes de Coffea.
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IV — CONCLUSOES GERAIS E DISCUSSAQ

Das premissas detalhadamente discutidas e dos grificos de correlagdo-
podemos tirar a conclusio bastante legitima de que o volume dos nicleos.
na série polipléide de Coffea é diretamente proporcional ao nidmero de
genomas, ou de cromossémios. Salientamos mais uma vez que esta propor-
cionalidade vale sOmente para os volumes ‘“‘modais”, isto é, para
o volume no qual os nicleos permanecem por um tempo mais longo durante:
a excursdo interfisica (que abrange ao menos um intervalo de duplicacio).
Temos elementos para acreditar que estas fases sdo homoblogas nas dife-
rentes plantas e, portanto, a correlagio é valida.

Estes resultados ndo devem ser considerados como novos, apesar de
a enunciagdo acima ser dada de modo algo diferente do que é costume.

De fato, esta conclusio confirma uma série de indicagbes. existentes:
na literatura citoldgica, as quais igam o volume do niicleo ao nimero de:
cromossdmios. As presentes pesquisas, se bem gue executadas com material
nio muito numeroso, e com as limitagdes j4 esclarecidas, dfio a esta corre-
lacio uma confirmag¢do mais significativa e mais comprovada do ponto
de vista estatistico. Pelas mesmas razdes, achamos interessante comentar
os resultados curiosos e discordantes de Coffea congensis. Nao € aqui o
lugar, nem é nossa tarefa discutir o caso muito profundamente. E preciso
antes de tudo confirmar sébre outras plantas o fendmeno e depois estudar
mais detalhadamente a citologia desta espécie. Parece-nos, todavia, impor-
tante o fato de que uma pesquisa de citologia quantitativa pode criar assim
um problema de genética e de sistemética que antes ndo fora imaginado existir..

Trata-se de uma diferenga especifica genética nas relagdes causais:
entre o genoma e o volume nuclear? O mesmo ntmero de cromossomios
em C. arabica e em C. congensis determina, por diferengas génicas, volumes.
diferentes. Dobzhansky (15) mostrou em Drosophile a realidade déste
fator genético na determinagiio do tamanho celular ; &, porém, necessirio
salientar que aqui, como também nas pesquisas de Wettstein (42), se trata
do tamanho celular ¢ ndo nuclear, mas nio vemos, contudo, por que éste
fato exclua a possibilidade de um fa.to analogo para com o volume nuclear.
Barigozzi (4), em Artemia, também verificou variagdes de tamanho
nuclear especificas independentes do ntimero de cromossdmios.

O fato de ser o C. congensis outra espécie deveria ter a maior
significacio na interpreta¢io da diferenca dos velumes com o (.
arabica, mas o que queremos salientar aqui é o fato de ser esta diferenca.
um miltiplo exato do volume igual ao do hapléide de arabica, sem com
isto pretender especificar qualquer relagio qualitativa entre os gentomios.
das duas espécies (*).

(*) Comentando esta discussdo, o Dr. A. J. T. Mendes teve a gentileza de nos
dar a sua opinido pessoal sdbre o assunto, a qual tomamos a liberdade de transcrever aqui =

“Na nossa constante observagdo de material do género Coffea temos:
notado que em vérias espéeies dipléides (2n=22) os cromossdmios sfo-
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Deixando, portanto, o caso ‘‘congensis” como uma indicagdo para
alteriores estudos citogenéticos, podemos concluir que a anilise esta-
tistica de um grupo de plantas polipléides de grau progressivo de
poliploidia nos proporciona uma correlacfio evidente e significante
-entre o volume nuclear e o valor miltiplo do genoma.

Esta conclusdo, juntamente com aquelas tiradas do estudo da série
espermatogenética nos autorizam a acreditar no valor das medidas eariomé-
tricas como meio, seja mesmo bem grosseiro de estudo das variagdes descon-
tinuas do genoma durante os delicados e fundamentais processos de dupli-
cagio_que se verificam durante a interfase. Estes estudos, portanto, devem
sempre ser considerados estritamente no sentido de que s6 s&o validas as
medidas quando confrontadas em fases homoélogas do ciclo interfasico.

A existéncia da “sesquifase’” que confirmamos no ciclo da espermato-
gonia nos sugere a possibilidade de analisar no futuro, sob éste ponto de
vista critico, as varias indicagdes na literatura, que discordam no que se
refere 4 relagéo direta entre genoma e volume nuclear,

V — RESUMO

Foi estudado o volume nuclear de uma série de plantas de café com
22-44-66-88 cromossOmios : C. congensis, C. arabica var. monosperma,
C. arabica var. typica e C. arabica var. bullata e pelo método estatistico
cariométrico. Das curvas de frequéncia (que néo séo ‘“‘normais’), foi caleu-
lado o valor normal (modo) para cada nimero de cromossdémios.

Com éstes valores modais ¢ 0s respectivos nimeros de cromossémios
foi caleulada a equacgho de regressdo, o érro de estimagio e¢ o coeficiente
de correlagio.

A correlagio ¢ perfeita, sendo, porém, a espécie C. congensis discor-
dante dos demais elementos da série por ter um valor volumétrico corres-
pondente a 33 cromossémios apesar dos 22 encontrados nas metéfases
soméiticas. Iiste resultado é apontado para ulteriores investigacdes cito-
genéticas sdbre- esta espécie.

de um modo geral maiores yue os da espécie C. arabica (2n=44). Esta
diferenca, todavia, é evidente no sentido do comprimento dos cromos-
sOGmios ¢ ndo na espessura ; 1350 nos leva a crer que nfo deve haver dife-
renga em n.° de cromonemas de uma _espécie para outra, mas sim uma
diferenca de cromossdmios inteiros. I8 bem ‘possivel gue nos gendmios
de C. arabica nfo tome parte qualquer cromosstmio de C. congensis. Alids,
j4 conseguimos duplicar o n.° de cromossémios de um hibrido entre C.
congensis e C. laurentii e o tetrapléide obtido nio se assemelha & espéeie
C. arabica.

¥Fot baseado na diferenga de tamanho existente entre s cromossdémios
das diversas espécies que, em 1938, eu escolhi n espéeie C. excelsa para
iniclar um estudo da morfologia ¢ das dimensdes, dos cromossdmios de
Coffea. A espécie C. excelsa 6, das dipldides, a que aparentemente tem
cromossdmios mais longos.

Talvez a melhor explicagio para o fato da extranha relaciio encontrada
para C. congensis seja a de que os cromossdmios desta espécie sgo, de um
modo geral, 1,5 vézes mais longos que os da espécie C. arabica’.
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O resultado geral destas pesquisas mostra a perfeita correlacio entre
0 ntmero de genomas hapléides e o volume nuclear ; deve ser considerado,
porém, vilido sdmente no confronto entre nficleos que se encontram na
mesma fase do ciclo de crescimento interfisico.

SUMMARY

Caryometric researches on Coffea polyploids. General discussion of the problem
and preliminary results.

A series of polyploid plant of Coffea with 22, 44, 66, and 88 chromosomes (C.
congensis, C. arabica var. monosperma, C. arabica var. typica, C. arabica var. bullata)
have been studied with caryometric statistical method. The chromosome numbers have
been plotted againgt the modal value of the frequency curves of nuclear volume and
the regression equation, standard error of estimation and corremation coefficent have
been calculated.

The correlation results perfect between the chromosome number and the nuclear
volume for all the elements of the polyploid series of Coffea arabica. Coffea congensis,
althought with 22 chromosomes, has a nuclear volume exactly correspondent to that
of C. arabica with 83 chromosomes. This fact is appointed for further investigations.

As general result is emphasized the confirmation of the strict relation between
nuclear volume and the multiple value of the haploid genome (number of chromosomes)
but the result must be considered valid only when the nuclei are confronted at the
same phase of the interphasic growth cycle.
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TABELA TI1
Média aritmética (M) — Desvio padriio (5) e Coeficiente de variaces (V) dos:
Diimetros ¢ dos YVolumes nucleares

N o DIAMETRO VOLUME
ordem M ¢ | v Mo o \4

1 9.20 | 0.78 8.40 428.3 107 .4 25.08
2 9.51 0.90 9 46 463 .2 138.4 29.88
3 10.68 1.00 9.36 655.2 186.3 28.43
4 10.84 1.03 9.50 685.3 192.8 28.13
5 11.82 1.12 9.48 887.5 261.1 20 .42
6 11.70 1.01 8 63 856.6 296.3 26,42
7 11.48 | 1.10 9.58 814.2 238.5 29.29
8 13.54 1.02 7.53 1322.0 301.4 22 .80
9 13.76 1.75 12.72 1430.5 544 .1 38.04
10 | 15.49 1.36 8.78 1990 .5 529.8 26.62
11 | 15.15 1.56 10.30 1878.6 555.1 29 .55

TABELA I11

Média Aritmmética (M) — Valor Normal (Modo) € Valor Mediano dos Didmetros.
e dos Volumes Nucleares

o i DIAMETRO VOLUME
ord;em Média Vol Vol. Média Vol. Vol
Aritmétice | mediane normal Aritmética | medizno normal
1 .29 9.35 9.30 428 .3 428 .0 421.2
2 9.51 9 45 935 | 463.2 441.9 428.0
3 10.68 10.55 10.55 | 655.2 614.8 614.8
4 10.84 10.85 10.85 685.3 - 668.8 668 .8
5 11.82 11.70 11.65 887.5 838.6 827.9
6 11.70 11.65 11.50 856 .6 827.9 796.3
7 11.48 11.40 11.30 814.2 715.7 755.5
8 13 .54 13.456 13.40 1322.0 1274.0 1259 .8
9 13.76 13.75 . 13.95 1430.5 1361 .2 1421 .4
10 15.49 15.40 15.30 1990.5 1912.3 1875.3
11 15.15 15.20 15.25 1878 .6 1838.8 1857.0
TABELA 1YV
Razdio entre o Yol. Nuclear e o0 N.° de Cromossémios
N.o de ordem 1 2n. !Volume (modo)/2n.

| e 22 19,22

2 e et e e 22 19.45

- 2 DR (33)* 18.60

S {33)* 20.26

B e e 44 18.82

6........... I 44 18.09

Y ST DR 44 17.17

B 66 19.08

O e 66 21.53

B0 e 88 21.31

) 15 88 21.10

(*) C. Congensis. Valor miltiplo do genoma conforme a figura Il





