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Estudo da Microsporogénese e Formacao de Sementes de uma Planta Monossomica
de Café (Coffea arabica L.)!

Abstract

Fhe hybrid offspring of two normal Coffea arehica plants
(2n = 44 chromosome), type engustifolio. one of which was
irradiated, was studied. The chromosome number was
determined, and microporogenesis, pollen grain viability and
fruit formation were cexamined. The plant was aneuploid
(monosomic) with Zn = 43. Many meiotic irregularities were
observed, such as the absence of pairing in segments of some
bivalents in some prophase stages: occurrence of monovalents
and quadrivalents in prophase | and prometaphase |, and
bridges and laggards in anaphase 1. In spite of fhe meiotic
trregufarities, pollen grain analysis showed a viability of
80%. and the study of fruit formation indicated a high
percerttage of ovale fertilization. The value of the observation
of quadrivalents as for the probable allopolyploid origin of
the species is discussed, The occurrence of quadrivalents
could be explained by the irradiation of the plant changing
the pairing regulation system, or by the absence of one
chromosome having one or more genes that inhibit the
formation of polyvalents in normal conditions,
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Resemo

Foi determinado o nidmero cromossdmico ¢ analisada a
microsporogénese, a viabilidade de griios de pélen e formagiio
de frutos de uma planta hibrida de Coffeq arabica. provenien-
te de duas plantas normais (2n = 44 cromussomos), Hpo an-
pustifodia. tendo sido o planta mie submetida a irradingiio. A
planta estudada ¢ apeupldide, monossbmica, com 2n = 43
vromossomos. Diversas irregularidades meidticas foram cons-
tatadas, como auséncia de pareamento em segmentos de
alguns bivalentes em certos estidios da prdfase I, ocorréncia
de monovalentes e de tetravalentes em prdtase [ e pro-meti-
fase 1, além de pontes e de cromossomos refardatirios em
anifase 1, Apesar das irregularidades, a anilise de grios de
pdlen mostrou 80% de viabilidade e o estudo da formacio de
frutos indicou bos porcentagem de fertitizagio de dvulos, A
observacio de tetravalentes permitin discutir hipdteses sobre
a origem da espécie através de auto ou de alopoliploidia,
Argumentos referentes a essas hipdteses, citados em litera-
tura, sdo discutidos, A ocorréncia de tetravalentes pude ser
assim explicada: 1) a irradiagio incidente na planta mie po-
deria fer alterado o sistema regulador do pareamento; 2} o
cromossomo ausente na plania mossossdmica seria portader
de um ou de virios genes que inibem a formagio de multiva-
lentes em condicDes normas,
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INFRODUCAO

género Coffea € representado por aproximada-
mente 100 espéeies {2) Lstas sao todas diploi-
J des {(2n = 22 cromossomos). com exceydo da
espéeie Coffea arabica que é tetraploide (2n = 44},
sendo também a mais imporiunte economicamente
(1} A condi¢do tetraploide dessa espécie propicia o
emprego de plentas aneupldides em programas de
meihoramento genético pois a falta ou o excesso de
cromossomos ndo  acarreta desequitibrio  genico tae
insustentivel quanto em individuos diploides (3)

Dentre os aneuploides. os monessdmicos tém sido
utilizados na transferéncia de cromossomos inteiros
ou de segmentos cromossdmicos de uma variedade
para outra, ou de wma espécie para outra (7). Dessa
maneira, 4 andlise do comportamento meidtico. assim
como a tentativa de identificagdo do cromossomo que
confere a coadigdo monossémica & planta, consli-
tuem-s¢ em informagdes impertantes em programas
de melkoramento geaético

Plantas monossomicas spresentam diferengas de
caracterisiicas fenotipicas em relagdo 4s encontradas
em plantas com NUMEres Cromossumicos normais
Estas diferengas estio associadus ae tamanho do
cromessomo ausente ou 4 quantidade de heterocro-
matina presente no homdlogo

Asgsim. objetivou-se confirmar um suposto caso de
aneuploidia. determinando o numere cromossomico.
0 comportamente desses cromossLINOS Na mMicEspo-
rogénese, # vishilidade de grdos de polen e a formagdoe
de frutos em uma planta com caraclersticas morfolo-
gicas diferentes das tipicamente enconiradas em um
cateeiro normal

MATERIAL E METODOS

A planta estudada (H 5287) pertence & colegdo de
espécies mantida no Instituto Agronomico (Centro
Experimental de Campinas), sendo proveniente do
cruzamento de duas plantas normais (2n = 44 ¢cromos-
somos) tipo engustifolic Uma das plantas-mae origi-
nou-se de sementes submetidas a wradiagio de
5000R, utilizando-se um aparelho betatren existente
na Universidade de Sdo Paulo A planta H 5287 apre-
senla um fendtipe diferenciado tanto das plantas
dissbmicas normais como do préprio tipe angustifolia
que lhe deu origem, sugerindo ser um aneupldide

Botdes florais foram coletados e fixados em
Carpoy 3:1 (dlcool: dcido acético) As ldminas para
andlise de c¢élulas maes de polen em divisio meiotica
foram preparadas pela téenica do carmim acético (9),
mediante esmagamento de anteras e, & seguir, obser-

vadas em microscopio fotonico loram analisadas
cerca de 50 células em microsporogénese, sendo
feitos desenhos esquemdticos e tiradas algumas foto-
micrografias

Fambém foram preparadas laminas para estudos da
viahilidade de graos de pélen, empregando-se a técni-
ca do carmim acético (9), ligeiramente modificada. A
determinacic da viabilidade foi feita em dois anocs
agricolas diferentes, amostrando-se cerca de 5 000
graos de polen

A andlise da formacio de sementes foi feita me-
disnte corles transversais em fhiutos verdes na mesma
fase de desenvoivimento, anctando-se o namero de
lojas com embrizo em cada um deles

RESUL TADOS

Constutou-se realmente que a planta em estudo €
aneuploide  do tipo monossdomica. tendo 2n = 43
LYGMEGSsomos

As  principais observacdes no comportamento
mejotico foram: 1) ocorréncia de monovalentes, na
maioria dos casos com formagido de 21 ) + 11, nas
fases de diacinese e pro-metdfase [; 2) auséncia de
paregmento cm segmentos de alguns bivalentes. na
fuse de pagquiteno (Fig 1); 3) formagio de alguns
tetravalentes, na fase de paquitenc. diacinese e pro-
metdlase I As Figs 2 e 3 mostram, respectivamente,
tetravalentes nas {azses de paquiteno e metdfase [ 4)
ocorréncia de pontes e de cromossomos retardatdrios
em andfase [ {Fig 4)

A andlise da viubilidade de grios de polen eviden-
ciou resultados semelhantes nos dois anos agricolas
analisados, encontrando-se spenas 209% de grdos
vazios.

O estudo de frutos mostrou boa porcentagem de
fertilizagido de ovulos. Dentre 200 frutos examinados,
P11 eram do tipo “chato”, apresentande desenvolvi-
mento normal de duas lojas, com formagao de uma
semente em cada uma delas G Quadre | mostra os
tipos de {rutos analisados e seus respectivos contefl-
dos nas fojas

DISCUSSAO

Conforme suspeitava-se pela andlise do fenotipo da
planta H 5287 confirmou-se a condigao monossémi-
ca da mesma A ocorréncia de monovalentes, tetra-
valentes. poates e de cromossomos relardatdrios du-
rante 4 microsporogénese sugere UIMa segregacio cro-
mossomicy desigusl para os microsporos resultantes,



FORNI-MARTINS DA CRUZ: ESTUDO MICROSPOROGENESE E FORMA(;;\O UMA PLANTA DE CAFE 325

Figs 1-4 Aspectos da microsporogénese no hibrido M 5287 de Coffes arahiva I — Paguiteno com regides de bivalentes nio pareadas,
% 1432:2 - Diptoteno com formacio de tetravalentes, x 1833:3 — Pro-metdfase | mostrando tetravalentes, bivalentes e mono-
valente, X 2291:4 - Andfase § com cromossomos retardatdrios e pontes de cromating, X 916

consequéncia de posssvel troca de pequenos segmen-
tos {inveisdes ou transiocacshes), porém a andlise da
viabilidade de graos de pdlem mostrou indices que
podem se1  considerudos relativamente normuais
(80% ) Essa aparenle normalidade pode ser explica
da pelo fato de a falta de um cromossomo em plan-
1as poliploides como & o caso de O arabica. ser me-
nos drastica que em individuos diploides embora
diferentes giaus de irvegularidades possam ser asso-
ciadas & falta especifica de um determinado tipo de
Cromossomo no genoma normal (3)

A monossomia da planta H 5287 também parece
afetar pouco a megaesporogénese ¢ a megagamelo-

génese, a se deduzir pela andlise de {rutos em desen-
volvimento (Quadro 1), porém estudos feitos por
Cruz (3} em plantas normais e em outras plantas
monaessomicas de caflé, distribuidas em oifo diferentes
classes fenotipicas, mostraram que, de acordo com o
Cromossomo ausente no genoma, os resultados foram
bastante varidveis. Assim, a porcentagem de frutos
tipo “‘chate”, com desenvolvimento normal de dois
endospermas variou de 150 a 73.0% e, para o ¢aso
do desenvelvimento de um endosperma e de um
perisperma a variagio foi de 1.0 até 15.0% . de acoi-
do com os diferentes aneupldides analisados Para os
frutos tipo “moca”. com desenvolvimento de apenas
um endosperma. 03 valores variaram de 19 até 68%
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Quadro 1. Tipos de frutos encontrados numa planta mono-
ssomice de Coffea arabica (H 5287).

Tipo de Contetdo nas Frufos analisados
fruto lojas Namero %
“*mogca™ | endosperma 52 26.0
1 perisperma 2 10
“chato™ 2 endospermas it 55.5
1 endagperma + 1 perisperma 24 120
1 perispermas 10 590
“de 37 3 endospermas 1 0.3

Ainda se comparados os resultados de Cruz (3)
para sete plantas de café de fendtipo e comportamen-
to meidtico normais com os do presente estudo,
confirma-se que a monossornia parece ter afetado
pouco o processo reprodutive da planta H 5287, pois
foram obtidos valores intermedidrios ou, ao menos,
proximos acs limites de variagao das mesmas { Quadro
1). Assim, no trabalho de Cruz {3), a variacdo na por-
centagem de frutos tipo “chato’ com dois endospes-
mas foi de 570 a 87 0% e para aqueles com um en-
dosperma e um perisperma foi de 20 a 13.0% Para
os frutos tipo “moca”™, com um endosperma, a varis-
cao citada para as planias normais foi de 8 0 a 26 0%

No presente trabalho, apenas em 18% dos frutos
foram observados perisperma (Quadro 1: 1% em fru-
tos “moca™ e 17% em frutos “chate™) nurn astdgio
em que tajs estruturas deverizm estar em TEEFEsSAo,
Segundo Mendes (10}, esse chamado perisperma surge
da divisdo ativa das células externas do integumento
logo no inicio da formagao do embriio e, & medida
que o numero de células do endosperma aumenta, as
células do perisperma sdc enlio comprimidas, dando
espaco ao novo tecido

Sybenga (14) apresentz uma revisao sobre possi-
veis causas de falhas na formacio de endosperma em
espécies de café, dentre as quais irregularidades mito-
ticas, com sugestdo de correlagio entre o defeito e o
nomero ge cromossomes do endosperma (Leliveld,
1938 apud 14). Nesses casos de formacio de sementes
vazias, o integumenio € induzido s desenvolver-se o
suticiente até formar uma pelicula prateada forte que
evita que o endosperma colapse sob a pressio do grio
vazio (Ferwerda, 1948 apud 14) Peiz descricdo, essa
pelicula parece correspoader ao chamado perisperma
de Mendes {10}, donde pode-se inferir uma correlagio
entre o numero de frutos com perisperma e com
endosperma mal-formados.

A observagao mais interessante na planta H 5287
foi a ovorréncia de tetravaiente em células em diferen-

tes estdgios da microsporogénese, jd que dentre os tra-
balhos realizados no Brasil sobre citogenética de C
arabica, apenas bivalentes foram observados (1) Em-
bora Jackson {5) mencione que o pareamento cromo-
ssomice nao reflitz, necessariamente, a homologia
entre genomas, & observacdo de multivalentes tem
sido frequentemente associada a origem polipldide
através de autopoliploidia

Entretanto, a espécie C arabica é tida como alopo-
liploide, com buse em diferentes resultados, como na
heranga dissdmica de hibridos (1}, no comportamen-
to meidtico (6) e nos estudo de pigmentos flavondi-
des {8). Além disso, apesar de jd ter sido citada a oco-
iréncia de multivalentes em algumas cultivares, Gras-
sias & Kamacher (4) ndo chegaram a associd-la a uma
provivel origem autopolipléide, sugerindo que a
espécie seria alopolipléide, formada por espécie que
manteriam alia homologia cromossdmica

A discussdo de hipOteses para explicar a origem
polipléide de C arabica torna-se mais complicada ao
se considerar que, mesme em autopoliploides, se os
cromossomios forem pequenos, a formacgio de tetra-
valentes pode ser dificultada (13) Além disso, em
muitos polipléides, come o trige (11, 12), hd evidén-
cias de genes controlando o pareamento cromossdmi-
co. os guais inibiriam a formagao de multivalentes
nao sd em auto comoe em alopeliploides

A hipotese de inibicao de pareamento cromossd-
mico por genes especificos poderia ser também aplica-
da a C arabica, tanto supondo origem autotetrapldi-
de como alepoliploide, com possivel envolvimento de
espécies portadores de elevada homeologia cromossé-
mica Assim, extrapolando o exemplo do trigo para
a planta monossdmica de C arabica aqui estudada,
poder-se-ia supor que a falta de um cromossomo em
relagio a0 complemento cromossdbmico normal
tivesse possibilitado a formacao de tetravalenies, me-
diante algum processo de desinibicio genética

Embora outros diferentes monossomicos de café,
fenotipicamente distintos, jd tenham sido anterior-
mente estudados por Cruz (3}, a ndo constatagio de
irregularidades no pareamente cromossdmico dos
mesmos parece confirmar que 2 planta H 5287 difere
também em relacio ao cromossomo ausenie no
genoma Este, especificamente, poderia estar envol-
vido no controle genético de pareamento cromossd-
mico

Ainda nio se pode ignorar a infiuéncia de fontes
mutagénicas, como a irsadiagdo, sobre o comporta-
mento de plantas 2 ela submetida Assim, devido ao
fato de a planta mie da planta monossdmica H 5287,
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agui estudada. ter sido irradiada, nio se pode descar-
tar uma possivel influéncia desse evento sobre os re-
sultzdos obtidos, a comecar pelo cardter monossomi-
co até a {formagdo ndo caracteristica de tetravalentes
em C arabica

CONCLUSOLS

A planta H 3287 de Coffea arabica, pertencente a
colecido de espécies mantida no Centro Lxperimental
de Campinas do Instituto Agronomico, é aneuploide,
monossémica, com 2n =43 cromossomos

Foram observadas diversas irrepularidades meioti-
cas na planta, como auséncia de pareamento em seg-
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