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[ — INTRODUCAO

Uma informagdo preliminar sbbre a ocorréncia de um cafeeiro
tripléide, obtide pelo cruzamento do C. arabica L. (2n = 44) com
C. canephora Pierre (2n = 22), foi publicada por Krug (3) em um dos
seus artigos sébre citologia de Coffea. A planta achava-se, nessa ocasido,
no inicio do seu desenvelvimento, e a determinacio do nimero de cro-
mosdmios (Zn = 33) [oi feita em pontas de raizes. Em metafase, alguns
dos cromosdbmios maiores do C. canephora puderam ser facilmente dis-
tinguidos. Em outros artigos sbbre o mesmo assunto, foi sugerido que
alguns dos hibridos interespecificos existentes em Java eram altamente
improdutivos devide & sua natureza tripldide, pois se esperava que uma
alta esterilidade ocorresse nestas plantas.

QO presente artigo confirma a hipdtese sébre a esterilidade déstes
tripléides e d& uma descricdo detalhada do comportamento meidsico de
seus cromosdmios. No decorrer de nossos trabalhos, mais alguns outros
hibridos da mesma natureza foram obtidos.

II — CARACTERES MORFOLOGICOS DE DOIS HIBRIDOS
IN [ERESPECIFICOS

(Coffea arabica x C. canephora)

Os hibrides interespecilicos estudados até o momento sdo, com
relacdo a maioria dos seus caracteres morfolbégicos, intermedidrios as
espécies que lhes deram origem. A germinagdo das sementes hibridas
é um tanto retardada e o crescimento inicial das plantas bastante vaga-
T0s0, O que pode ser consequéncia da falta de suficiente tecido nutritive
na semente. A partir de um certo ponto, o crescimento torna-se normal.
Nenhum vigor hibrido foi observado.

(*) O original em inglés déste trabalho foi publicado no "Journal of Genetics™,

sob o tltulo: “Cytological observations in Coffea — IV'.
Jour. of Gen. 39 (2): 189-203. 1940.
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No Quadro I apresentam-se as dimensdes das f8lhas das plantas
usadas nos cruzamentos e as das dos seus hibridos, todos cultivados a
meia sombra de um ripado; a fig. 1 mostra as diferencas entre as suas
flores (x 15).

Quadro I
Nod DIMENSOES DAS FOLHAS
.2 da
&rvore Espécies e hibridos Compto. | Largura fndi Angulo das
(mm) {rmm) ndlce nervuras
45 C. arabica var. bourbon 131,94 53,44 2,47 57
{(2n = 44)
45 x 37 | Hibrido tripléide 172,00 71,88 2,39 630
(2n = 33)
37 C. canephora 192,80 87,92 2,19 670
2n = 22)
34 C. arabica var. mokka 87,40 29,16 2,99 48e
(Zn = 44)
36 x 34 | Hibrido triplfide 126,34 43,82 2,88 BHe
(2n = 33)
36 C. canephora 210,62 88,52 2,38 69°
(2n = 22)

20 =4,

11)C arabica vorbourbort . @ . 27 )
Em=22,

oo .
?;/.\% ; (3/C canephore Ferre. |

@ C arabica vormolla.
2n«44.

Fig. 1
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Além dos dois hibrides citados no Quadro I, um outro foi obtido
pelo cruzamento do C. canephora com a var. murta do C. arabica, va-
riedade essa caraterizada por ser heterozigota para um certo par de
fatores (4) e pelas suas 16lhas pequenas. Os caracteres morfolé-
gicos désse hibrido sfo muito semelhantes aos do hibrido obtido pelo
cruzamento do C. arabica var. bourbon com C. canephora.

Os resultados obtidos nestes cruzamentos interespecificos sdo prin-
cipalmente de interédsse genético e por é&sse motivo serdo relatados em
futuras publicagdes sdbre genética de Coffea.

Todos estes hibridos interespecificos t&m florescide abundantemente,
sendo as flores normalmente desenvolvidas, mas foi praticamente nulo
o nimero de frutos que chegaram a se formar.

III — OBSERVACOES CITOLOGICAS NO TRIPLOIDE DE COFFEA
a) Material e métodos

Para o estudo da microsporogénese, botdes foram fixados de um
Unico hibrido [(45 x 37)-1], em uma solugdo de tirés partes de élcool
e uma de 4cido acético, sendo usado para coloragde do material o método
do carmim acético.

Qs desenhos foram feitos com o auxilio de uma cémara clara, usando
um aumento de 3350 vézes ; usou-se objetiva de imersdo 100x e ocular
20x, ambas Zeiss ; as figuras 15 a 18 foram, para reprodugdo, reduzidas

a 4.
b) Microsporogénese

Os estados iniciais da profase observam-se com dificuldade, pois os
filamentos crométicos ndo aparecem claramente. Neste estado, nota-se
que a maior parte déles se condensa perto de um nucléolo relativamente
grande. Gradualmente, o filamento comega a se expandir pelo nicleo ;
mas, enquanto o nucléolo & visivel, uma boa parte dos filamentos con-
serva-se mais ou menos ligada a é&le (Fig. 2). Os cromonemas aparecem
como meras linhas pontilhadas. '

Neste estado inicial, o nicleo da C. M. P. (*) conserva sua forma
normal arredondada, colorindo-se, porém, menos intensamente do que
o citoplasma envolvente.

' O volume da célula aumenta e o seu citoplasma se torna menos
denso colorindo-se mais levemente, quando os filamentos comegam a se

(*) Célula m3e do pblen..
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mosirar mais claramente. Fazendo-se uma pressdo sbbre a laminula, o
carioplasma e o citoplasma se confundem e os filamentos se espalham
e se separam melhor, verificando-se, entdo, algumas vézes, claramente
a duplicidade de alguns désses filamentos (Fig. 3). O pareamento é
diffcil de ser observado, na maior parte das células, devido & condensacio
dos filamentos junio ao nucléclo. Pode-se notar claramente, entretanto,
gue o pareamento dos filamentos se torna gradualmente mais frequente
e também que algumas vézes um terceiro filamento tende a se prender
a um par de cromosdmios ; aparentemente, esta tendéncia é mais pro-
nunciada nas regides em que os filamentos ndo estdo intimamente ligados.

Fig. 2 Fig. 3

Os filamentos crométicos comegam a se contrair e os cromosdmios
se tornam mais curtos e mais grossos; devido, provavelmente, & con-
tragdo mais intensa em alguns pontos do que em outros, éles aparecem
mais fortemente coloridos aquf e ali, ao longo do seu comprimento (Fig.
4). Como esta contragdo é terminal para alguns cromosémios e sub-
terminal ou mediana para outros, certas regides dos cromosdmios apa-
recem neste estado fortemente coloridas, a parte restante quase desapa-
recendo e se contundindo com o plasma (Fig. 5).

Neste estado de contragdo o nucléolo permanece visivel e os cro-
mosdmios se mostram em grupos bem definidos uni-, bi- e trivalentes.
Estes atingem seu méximo de contragdo ao passar de diaquinese d me-
tdfase, quando os univalentes tomam uma forma arredondada.

O Quadro II indica a frequéncia dos grupos uni-bi- e trivalentes
em diaquinese e metéfase, de 15 C. M. P. examinadas. Parece que na
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Fig. 4 Fig. 5

passagem de um para outro dos estados acima mencionados, os elementos
que se achavam unidos nfo se separam uns dos outros. Os univalentes
due se apresentarem neste momento, devem, portanto, ser considerados
como cromosdmios asinapticos, isto €, que ndo entraram em sinapsis nos
primeiros estados da divisdo.

Quadro II
PROFASES METAFASES
Uni- Bi- Tri- | Bi+tri- Uni- Bi- Tri- | Bi4-tri-
Células | valen- | valen- | valen- | valen- | Células | valen- | valen- | valen- | valen-

tes tes tes tes tes tes tes tes
A 11 il 0 11 H 6 9 3 12
B 11 8 2 10 I 7 7 4 11
C 11 8 2 10 ] 8 8 3 11
D 9 6 4 10 X 6 6 5 11
E 12 6 3 9 L g 6 4 10
F 16 7 1 8 M 17 5 2 7
G 17 5 2 7 N 29 2 0 2
- — — — 0 33 0 0 0
7 87 51 14 65 8 118 43 21 o4
Média | 12,4 7,3 2,0 9,3 Média 14,4 5,4 2.6 8.0

N.° total de cromosémios 231 N.° total de cromosdmios 264
Uh de bivalentes 43,3 0% de bivalentes 32,6
% de ftrivalentes 18,2 0% de trivalentes 23,9

0% de bi--trivalentes 61,5 0% de bi-+trivalentes 56,5
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As figuras 5 e 6 mostram dois casos de diaquinese, ¢ primeiro
com 111, 811 e 2111, € 0 segundo com llr e 111L

Fig. 6 Fig. 7

A Fig. 7 representa uma metéfase com 291 e 211; é interessante

notar nesta figura os cromosémios arranjados em irds grupos de onze.

Uma outra metéfase pode-se ver na Fig. 8, onde 33 univalentes se dis-
tribuem em dois grupcs, um com 12 e outro com 21 cromosé-
mios,

Sem se dividir, os univalentes passam para os polos logo no inicio
da anéfase, distribuindo-se aparentemente ac acaso, sendo retardado o
movimento dos bi- e trivalentes, como se v& na Fig. 9. A distribuicio

déstes elementos & extremamente irregular, sendo que algumas vézes
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Fig. 9

ambos os constituintes de um mesmo grupo bivalente passam para um
mesmo polo, como pode ser observado na Fig. 10.

Alguns déstes elementos se atrasam de tal forma, que ndo chegam
a se incluir nos dois ntcleos filhos resultantes dessa primeira divisdo,
passando, mais tarde, a formar micro-nficleos. O mesmo acontece, as
vézes, para algum cromosbmio univalente atrasado.

No Quadre III é dada a distribuicdo dos cromosémiocs, observada
em 37 células anafésicas; nota-se que hé uma certa tendéncia para a
formagdo de nfcleos filhos com, aproximadamente, metade do namero
somético de cromosémios, isto & com 16 e com 17 cromosdmios. En-
tretanto, devido a irregularidades que se observam durante a sua dis-
tribuigdo, retardando alguns déles em sua marcha para os polos, sdmente
5404 dos nlcleos-filhos contém estes nlimeros.
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Quadro 1II
Polo 1 “Laggers” Polo 2 N.° de células
15 2 16 S
16 0 17 )
15 1 17 5
16 1 16 3
14 3 16 2
13 4 16 2
18 0 18 2
14 2 17 1
14 1 18 1
15 3 15 1
13 3 17 1
12 5 16 1
11 5 17 1
13 0 20 1
11 3 19 1
207 33 255 37

Uma vacuolizagdo dos cromosémios e a formagdo de niclecs telo-
fasicos contendo um ou mais nucléolos, ocorrem, as vézes, logo apds
a l.® anéfase, como se vé nas figuras 11 e 12. Mais comumente, entretan-
to, os cromosémios néo passam por estas mudangas e iniciam a 2.* divisdo.

Fig. 11
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Fig. 12

N&o sabemos se uma 2.= divisdo realmente se dd quando nicleos
telofdsicos se formam no fim da 1.2 divisdo; é possivel, entretanto, for-
marem-se diades de pblen em vez des tetrades em tais casos. Exami-
nando-se, porém, cérca de 400 microsporocitos, nenhuma diade foi
encontrada. ,

A freqiiéncia dos “laggers'’ na 2. divisdo & menor que na primeira ;
em 43%% das divisdes observadas, os cromosémios se partem e suas me-
tades sdo uniformemente distribuidas para os polos. A fig. 13 d4 um
exemplo da 2.» divis8o: em um dos polos, veem-se 11 cromosbmios

Fig. 13
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caminhando para cada lado; no outro polo, 20 cromosémios vdo para
um lado e 18 para outro; além disso, notam-se 6 cromosdmios entre os
polos I e II. Como o nlimero dos cromosdmios nos polos é de 30, estes
6 cromosémios devem ter-se originado de 3 gue ndo caminharam para
os polos na 1.t divisdo e que se dividiram mais tarde. Numa outra figura
semelhante, aproximadamente a mesma distribuigdo dos cromosdmios
foi verificada, com a (nica diferenga que, num dos polos, 19 cromo-
sémios dividiram-se normalmente na 2.* divisdo.

Fm conseqguéncia destas anormalidades, resultam, da 2.* divisdo,
nlcleos, tendo, em geral, num nlmero menor de cromosémios do que
os resultantes da 1.* divisdo; 36,5% dos nficleos que dariam formagéo
aocs microsporos, revelaram possuir 15 ou 16 cromosdmios. Sdmente
9,50% déstes nticleos possuiam 11 cromosdmios, ndo tendo sido encon-
trado nenhum com 22.

O Quadro IV apresenta a distribuigcdo em 21 células examinadas
dos cromosémics na 2.* anéfase, e o Quadro V contém o resumoc déstes
dados, para pdr em destaque as freqiéncias das diferentes distribuigdes.

Quadro 1V
2.* Anéfase no Polo ] 2. Anéfase no Polo II
“Laggers”
da 1.» Anéfase
Polo I3 | “Laggers” | Polo I Polo II; | “Laggers’ Polo Ila
18 —_ 20 4 11 — 9
13 — i3 4 16 —_ 16
17 — 17 5 11 — 11
17 -— 15 14{1—2) 15 — 15
19 — 19 3—»6 11 — 11
20 — 18 3—»6 11 — 11
15 — 17 2 15 — 15
16 — 18 3 12 — 14
16 — 16 S 10 2 12
16 — 14 2 15 2 15
16 — 16 4 12 1 13
16 —_ 16 2 14 2 14
16 1 17 3 12 1 13
16 1 15 0 16 3 15
15 2 15 4 13 — 13
12 —_ 14 0 19 — 21
13 —_ 13 2 —_— — _—
17 —_— 17 4 — —_— —
15 — 15 4 — — -
14 1 14 3 — — —_
13 — 13 3 — —_ —
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Quadro V

N.e de

. 15
cromosfmios

9110'11 12 (13| 14

16 17‘18 19‘20]21 Total

Freqliéncia 1' 1’ 7] 5110 7'14'13 7’ 3 3' 2' 1] 74

Como menciondmos acima, os ‘‘laggers’’ resultantes da 1.* divisdo
dividem-se, algumas vézes, durante a 2.* Anéfase, mas ndo ge incluem
em nenhum dos quatro principais nicleos formados ; estes cromosdmios
ndo se dispSem regularmente em uma placa equatorial, ¢ nem se vé
um fuso junto acs mesmos (Fig. 13).

A Fig. 14 mostra um outro aspecto da 2.* divisio. O arranjo dos
cromosdmios nesta célula pode ter-se originado do modo seguinte :
na 1.* divisdo 15 cromosSmios foram para um polo, 16 para o outro e
2 se perderam no citoplasma; na 2.* divisdo, um outro cromosdmio
se perdeu em um dos polos, passando 14 para cada lado; no outro
polo, 15 cromosdmios foram para um lado e 16 para outro, um déles
sem se dividir.

Fig. 14

Microcitos contendo 1 a 10 cromosdmios sdo formados como con-
sequéncia do comportamento anormal de alguns dos cromosdmios; a
viabilidade déstes microcitos, &, entretanto, muito duvidosa.
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O citoplasma se divide no fim da 2.® divisdo, formando-se as “te-
trades’' ; como era de se esperar, estas sdc quase sempre anormais,
contendo mais de 4 microsporos (Figs. 15 a 18).

Fig. 17 Fig. 18

Uma contagem dos microsporos formados por 400 m1crospor001tos,
deu os resultados que se encontram no Quadro VI.
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Quadro VI

Niameros de microsporos formados por ‘“tetrade’

N. de 4 | 5 | 6 | 7 | 8 9 Total

MiCrosporos
Fregténcia 105} 195 86 11 21 1 400
0% 26.3 48.8 21.581 2.7 1 0.5 0.2 100

c) Caracteres dos‘grﬁos de pdlen

Como resultado da grande variabilidade do nimero de microsporos
formados a partir de cada microsporocito, o tamanho dos grdos de pdlen
é também exiremamente varidvel. 200 grdos de pdlen foram medidos,
verificando-se para éles um didmetro médio de 27,58 + 6 66p,, com
uma variagdo de 8 a 48. (C = 24,180%).

Em artigo anterior (3) foram publicados dados sébre o tamanho e
a variabilidade dos grdos de pélen de 3 variedades de C. arabica, uma
tetrapléide, uma hexapléide e uma octoplbide ; para efeilo de compa-
ragdo de sua variabilidade, reunimos a seguir estes dados juntamente
com os do hibrido tripléide :

, Didmetro do grdo de - Coeficiente
Espécie ou hibrido 2n pblen de
(dimensdes maximas) . variabilidade
C. arabica 44 28 a 44 8,00%
C. arabica ' 66 28 a 60 12,69
C. arabica 88 24 a 56 @ 12,0%
C. arabica x C. canephora 33 8a48 24,2%

A deé.f:eito das anormalidades que se constatam na meiose das
variedades hexa— e octopldides, verifica-se que a variabilidade do ta-
manho dos grdos de pélen & muito maior no hibrido tripléide.

Experiéncias de germinagdo com grdos de pdlen do tripldide, indi-
caram-nos que éle & estéril em bem alta porcentagem; em idénticas
condigdes, conseguimos fazer com que gerr_ninassem 900% dos grdos de
pblen do tetrapléide normal (C. arabica).
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IV — RESULTADOS DE AUTOFECUNDACOES E CRUZAMENTOS
DO TRIPLOIDE

Grande ntimero de flores dos hibridos tripléides foi protegido com
sacos de papel para efeito de auto-polinizacdo, mas sé um pegueno
numero de frutos foi obtido ; estes, em geral, ndo se apresentavam bem
arredondados como os normais e sémente alguns continham sementes,
as vézes muito irrequlares e com embrido muito anormal; nenhuma
dessas sementes chegou a germinar.

Ao mesmo tempo, muitas flores foram castradas e polinizadas com
pdlen de C. arabica e C. canephora, ndo se conseguindo obter nenhu-
ma semente.

Como os tripldides, que se achavam rodeados por cafeeiros per-
tencentes a espécies e variedades de constituigdo citolégica variada,
floresceram abundantemente ao mesmo tempo que &sses outros cafeeiros,
formaram-se nessas plantas tripléides alguns poucos frutos encerrando
sementes aparentemente normais. Obtiveram-se duas plantas dessas
sementes [da planta (45 x 37)-1], que revelaram fer 2n=44 cromo-
sdmios. Bem poucos désses cromosémios parecem ser do tipo canephora.

V — DISCUSSAO E CONCLUSCES

Como era de se esperar, a meiose do hibrido interespecifico tri-
pléide C. arabica x C. canephora é bastante anormal, resultando dai a
formagdo de grdos de pdlen estéreis, com nimeros varidvais de cromo-
sémios. E muito provavel que o mesmo comportamento anormal dos
cromosdmios notado na microsporogénese ocorra também na megaspe-
rogénese. A conhecida esterilidade de alguns dos hibridos interespe-
cificos existentes em Java, tem assim esclarecida a sua causa.

Com respeito ao comportamento dos cromosémios na meiose, al-
gumas conclusdes interessantes podem ser tiradas. Até o presente, nada
se sabe sbbre as relagdes genéticas que ligam as v4rias espécies do gé-
nero Coffea, e sbbre a origem de alguns tipos cultivados. O hibrido
tripléide que estudédmos, contém um grupo de 11 cromosémios de C.
canephora e outro de 22 de C. arabica; o fato de ocorrer um parea-
mento dos cromosémios no inicic da profase numa média de cérca de
61,50, indica que existe uma certa homologia entre vérios dos cromo-
sbmios ; devido ao fato de serem alguns cromosdmios do grupo cane-
phora mais longos que os do arabica, e levando-se em conta que C. arabica
& considerada como uma espécie tetrapldide, é provivel que na maior
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parte dos casos ocorra autosinapsis enfre os cromosémios do grupo
arabica. Todavia, ndo possuimos dados para falar sdbre a ocorréncia
de alosinapsis.

Se a espécie C. arabica 1dsse autotetrapldide, seria frequente a
existéncia de caracteres determinados por pares de gens em duplicata ;
entretanto, as anélises genéticas em estudo, revslam gue a maior parte
dos principais caracteres, até agora analisados, é determinada por pares
simples de gens. Se a hipdtese de uma origem autotetrapléide for con-
firmada por novas andlises genéticas e citolbgicas, deve-se supor que a
duplicacdo dos cromosébmios se deu em tempos muito remotos.

A ocorréncia de trivalentes na profase e metafase sugere uma certa
homologia entre os cromosdmios das espécies arabica e canephora, pois
ndo é provével a associacdo de 3 elementos do grupo arabica e nem
o pareamento de elementos do grupo canephora. Pode ser que certas
reqides de alguns dos cromosdmios canephora sejam anélogas a ouiras
existentes em outros cromosémios do arabica; pode ser, porém, que a
associagdo de um terceiro elemento a um grupo de dois, ssja meramente
devida & atragdo que exercem entre si, ‘as regides inertes, (1 e 2).
Os dados obtidos até agora, sdo muilo incompletos para que se
possa falar sbbre as rzlagdss genélicas entre as duas espécies
cruzadas. '

Com relagdo a constituigdo citolégica das duas plantas obtidas de
um dos hibridos tripldides, podem ser feitas as seguintes consideractes :
ambas tém 2n = 44 cromosdmios e aparentemente alguns de seus cromo-
gomios derivam-se do C. canephora. Essas plantas estdo ainda muito
pequenas e, assim, nada se pode dizer ainda sbbre os seus caracteres
morfoldgicos. Como j& foi dito, elas sdo originédrias de sementes formadas
por flores ndo protegidas. Analisando o Quadro V, pode-s2 concluir
que elas dificilmente se terlam originado por auto-polinizagdo, pois
apenas um nicleo com n = 21 foi encontrado entre 74 formados apbs
a 2.» telofase. E bastante improvavel, portanto, que, pzla auto-pslini-
zagdo, se associem dois gametas cuja soma de ssus cromosdmios seja
2n = 44. Levando-se em consideragdo a polinizagdo cruzada, convém
salientar que grdos de pblen das plantas vizinhas ao tripléide com n =
22 e 33 cromosémios foram produzidos em abundéncia. Os grdos de
pblen com n = 11 possivelmente ndo fertilizaram o tripldids porque
éle, provavelmente, ndo produz gamstas com 33 cromosémios. Dos
outros dois tipos de pélen, aquele com n = 22 certamente foi o ferti-
lizador, porquanto era o gue, com maior abundancia, existia ao lado
do tripléide, pois a (inica planta hexapldide, da qual se origina uma
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pequana porcentagem de grédos de pdlen com n = 33, floresceu muito
pouco. Um estudo futuro da meiose nestas duas plantas filhas, esclare-
cerd a sua constituicdo citoldgica.

V — SUMARIO

1. E dada uma pequena descricdo dos principais caracteres mor-
folégicos de dois hibridos interespecilicos tripléides (C. arabica x
C. canephora) ; seu crescimento & normal e a forma e tamanho das
f6lhas e das flores intermedidrios entre as duas espécies.

2. A microsporogénese é dada em detalhe; esperadas anormali-
dades foram observadas na distribuicdo dos cromosémios na 1.* e na
2.* divisdo, resultando a formacgdo de grdos de pdlen estéreis, extrema-
mente varidveis em tamanho.

3. Acredita-se gue anormalidades anélogas ocorram também na
megasporogénese. -

4. Ficaram confirmadas as provaveis causas da esterilidade de
alguns hibridos interespecificos obtidos em Java, que j& haviam sido
sugeridas em artigos anteriores.

5. O Intimo pareamento de alguns cromosdmios na profase e mesmao na
metéalase, sugere a possivel origem autotetrapléide da espécie Coffea arabica.

6. A formacgdo de trivalentes na prolase e na metafase, sugere que
alguns dos cromosémios da espécie canephora devem ter regifes ané-
logas a outros da espécie arabica. Nada pode ser dito, entretanto, sébre
as possiveis relagdes genéticas entre C. arabica e C. canephora.

/. Duas plantas provenientes de sementes de um tripldide e obtidas
de flores nas quais a polinizagdo ndo foi controlada, possuem 2n = 44
cromosbOmios. E sugeride que se tenham derivado de células-ovo do
tripléide com 22 cromosdmios, que foram fertilizadas por grdcs de pdlen
com 22 cromosémiocs, provenientes dz plantas arabdica cultivadas ao
redor do tripléide.
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