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Comportamento meiético em hibridos de café arabusta (C. arabica cv Bourbon
Vermelho e C. canephora cv Robusta)

RESUMO

As duas espécies de café mais importantes comercialmente sdo Coffea arabica e Coffea
canephora e hibridos entre essas duas espécies t€m sido obtidos através de inducdo de
autotetraploidia em C. canephora. Tais hibridos, geralmente, apresentam fertilidade
reduzida com producgdo varidvel de frutos e sementes ou esterilidade total. A meiose é
um evento com papel fundamental na microsporogénese que resulta na formagdo dos
gametas. O pareamento e a segregacdo precisa dos cromossomos, durante este processo,
quase sempre resultam na viabilidade dos gametas. A fertilidade dos gametas pode ser
afetada se irregularidades forem encontradas no curso da divisdo meidtica. O estudo da
microsporogénese foi realizado em individuos da populacao F, de hibridos arabusta de
café, bem como no hibrido arabusta F; e nos parentais C. arabica cv Bourbon Vermelho
(Co 667) e C. canephora cv Robusta (Co 254), com o objetivo de se estabelecer os
perfis dos hibridos quanto ao grau de sua fertilidade e estabilidade genética em
comparagdo aos parentais. BotOes florais foram coletados em diferentes estadios de
desenvolvimento, fixados em Carnoy e as laminas preparadas conforme padrdao da
técnica de esmagamento com carmim acético 1,2%. As células em divisdo meidtica
foram analisadas em microscopia de fase e as imagens capturadas com um analisador de
imagens computadorizado. Foi feita a andlise de 360 células para os parentais e para o
hibrido F;. Para cada planta F, foram analisadas cerca de 210 células, sendo em média,
30 células para cada fase da meiose (metdfase I, andfase I, tel6fase I, metafase II,
anafase II, teléfase II) e 60 de tétrades. Foram quantificadas as células com
irregularidades e as normais e em seguida obtidas as freqiiéncias das diferentes
anormalidades para o total das células analisadas. Os produtos finais da
microsporogénese, ou seja, o pélen produzido, também teve a viabilidade avaliada por
meio dos testes de coloragdo, com o corante Alexander, e através de testes de
germinacdo in vitro. As andlises revelaram que, na maioria dos hibridos, os
cromossomos associaram-se predominantemente como bivalentes, porém varios tipos
de anormalidades foram também observadas, tais como: variagdo no ndmero de
cromossomos, presenga de cromossomos monovalentes, multivalentes, retardatérios,
cromossomos com aderéncia, ocorréncia de segregacio precoce, presenga de bivalentes

nos poélos, pontes cromossdmicas, formacao de diades, triades, e tétrades com e sem a
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ocorréncia de micrdcitos. A freqiiéncia das anomalias variou de 51,1% na planta 94 a
93,3% na planta 143, indices estes relativamente altos de irregularidades meidticas. A
viabilidade polinica também variou entre as plantas da populacdo de hibridos F, de
26,24% na planta 74 a 79,16% na planta 45. A partir destas andlises foi possivel
estabelecer perfis relativos ao comportamento meidtico para as plantas amostradas da
populacdo F, de hibridos arabusta de café. As plantas estudadas apresentaram diferencas

marcantes quanto ao comportamento meidtico e a fertilidade.

Palavras-chave: irregularidades meidticas, hibridos interespecificos, estabilidade

genética, Coffea arabica, Coffea canephora

Meiotic behavior in hybrids arabusta of coffee (C. arabica cv Bourbon Vermelho x

C. canephora cv Robusta)

ABSTRACT

The most commercially important species of coffee are Coffea arabica and Coffea
canephora and hybrids of these two species that have been obtained through induction
of autotetraploidy in C. canephora. Usually they present reduced fertility with variable
production of fruits and seeds or have total sterility. Meiosis is an event with a key role
in microsporogenesis that results in the formation of gametes. The right pairing and
segregation of chromosomes during this process almost always result in the viability of
gametes. The fertility of the gametes may be affected if irregularities are found in the
course of meiotic division. The study of microsporogenesis was carried out in
individuals from a F, hybrids arabusta population of coffee as well as in arabusta F; and
also in its progenitors, C. arabica cv Bourbon Vermelho (Co667) and C. canephora cv
Robusta (Co254) in order to establish the hybrid profiles concerning their degrees of
fertility and their genetic stability. Flower buds were collected at different
developmental stages, fixed in Carnoy and slides were prepared according to standard
squash technique with 1.2% acetic carmine. Meiotic cells were examined in a phase
microscope and images were captured with a computerized image analyzer. It was
analyzed 360 cells for progenitors and hybrid F,. For each F, plant were analyzed about

210 cells, with an average of 30 cells for each stage of meiosis (metaphase I, anaphase I,



telophase I, metaphase II, anaphase 11, telophase II) and 60 for tetrads. Cell irregularities
were quantified as well as the normal ones and then the frequencies were obtained for
different abnormalities of all the analyzed cells. The products of microsporogenesis, the
pollen grain, had the viability tested by staining tests with Alexander dye, and through
in vitro germination tests. The analyses revealed that in most hybrids, the chromosomes
associated predominantly as bivalents, but many types of abnormalities were also
observed, such as variation in chromosome number, presence of monovalent and
multivalent chromosomes, lagging and stickness chromosomes, occurrence of early
chromosome segregation, presence of bivalents at the poles, chromosome bridges,
formation of dyads, tryads and tetrads with and without the occurrence of microcytes.
The frequency of abnormalities ranged from 51.1% in plant 94 to 93.3% in the plant
143. Pollen viability also varied among plants of the population F, of hybrids from
26.24% in the plant 74 to 79.16% in plant 45. From these analyses it was possible to
establish profiles to the meiotic behavior for population’s sampled plants of F, hybrids
arabusta coffee. The plants studied showed marked differences on the meiotic behavior

and fertility.

Key words: meiotic irregularities, interspecific hybrids, genetic stability, Coffea

arabica, Coffea canephora
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1 INTRODUCAO

A meiose é um evento com papel fundamental na formacdo dos gametas, pois
promove a reducdo do ndmero de cromossomos a metade, permitindo assim a
manuten¢cdo do numero cromossdmico da espécie ao longo das sucessivas geragdes
(GUERRA, 1998; PAGLIARINI, 2000). Durante a divisdo meidtica, ocorre o
pareamento cromossdmico, que ¢ uma evidéncia de que pode haver recombinacio entre
genes, resultando em variabilidade genética, o que é de méaxima importancia na
adaptacdo das populacdes e na evolucido dos seres vivos (Yen & Kimber, 1990 citado
por TECHIO & DAVIDE, 2007).

A segregacdo precisa dos cromossomos durante a meiose quase sempre resulta
na viabilidade gamética, mas a fertilidade dos gametas pode ser afetada se
irregularidades forem encontradas no curso da divisdo meiética.

A andlise do comportamento meidtico € uma ferramenta muito utilizada para
estudos evolutivos, assim como na escolha de gendtipos a serem utilizados em
programas de melhoramento genético, ja que permite o estabelecimento dos perfis das
plantas quanto a sua estabilidade genética e fertilidade, o que pode ser traduzido na
possibilidade de uma selecdo mais apurada dos gendtipos analisados.

As informagdes meidticas relativas a indices de pareamento, recombinacdo e
padrdes de segregagdo sdo relevantes, pois podem complementar estudos moleculares.
Além disso, os estudos do comportamento meidtico podem acrescentar informacdes a
mapas gendmicos, ajudando a explicar o tipo de herancga estabelecido por meio do
polimorfismo de marcadores moleculares.

Estudos meidticos t€ém sido realizados em espécies, tais como, Glycine max
(BIONE et al., 2000); Brachiaria brizantha (MENDES-BONATO et al., 2002); Carica
papaya (BAJPAI, 2006); Boehmeria nivea (PIEROZZI, 2008); e em hibridos entre
Passiflora edulis f. flavicarpa e P. cincinnata (BARBOSA et al., 2006); Brachiaria
ruziziensis € B. brizantha (ADAMOWSKI, 2008), a fim de explicar as causas da

reducgdo da viabilidade polinica ou examinar as relacdes entre genomas.

YEN, Y.; KIMBER, G. Genome relationships of Triticum searsii to other S-genome diplois Triticum
species. Genome, v.33, p.369-373.



Uma vez que a reduzida fertilidade é geralmente decorrente do comportamento
meiotico irregular, o estudo do pareamento cromossdmico e das anormalidades geradas
no decorrer da divisao meidtica pode revelar o grau de irregularidade existente em
plantas hibridas.

A andlise da microsporogénese apresenta ainda outra vantagem em relagdo a
outros métodos usados para distinguir genomas individuais, pois €é um método menos
dispendioso. Através da andlise meidtica pode ser demonstrado o fato de que se dois
genomas sdo suficientemente similares para ter pareamento na meiose estes podem
sofrer recombinacao genética (CHAPMAN & KIMBER, 1992).

Alguns trabalhos sobre comportamento meidtico em plantas de café foram
realizados em espécies dipléides (MEDINA, 1952; MEDINA & RIJO, 1969), na
espécie polipléide C. arabica (MENDES, 1950; MEDINA, 1950), em C. canephora
poliploidizado sinteticamente (BOAVENTURA, 1990) e em hibridos interespecificos
(KRUG & MENDES, 1940; MEDINA, 1963; MONACO & MEDINA, 1965;
KAMMACHER & CAPOT, 1972; LOUARN, 1976; OWUOR, 1985; BOAVENTURA
& CRUZ, 1987).

Dados sobre a viabilidade polinica complementam o estudo do comportamento
meiotico, pois permitem estabelecer a relacdo existente entre a fertilidade do pdlen e as
anormalidades meidticas (TECHIO, 2002).

Diversas plantas de cafeeiros hibridos F, foram obtidas a partir da hibridacao
interespecifica entre Coffea arabica cv Bourbon Vermelho Co 667 (2n = 44), um
diapldide duplicado sinteticamente e Coffea canephora cv Robusta Co 254 (2n = 44),
também duplicado sinteticamente, dentro do programa de cruzamento visando
melhoramento dessa cultura no IAC. Os hibridos F; provenientes desse cruzamento,
denominado de arabusta, resultaram em hibridos com caracteristicas de interesse e
foram mantidos. Por outro lado, as plantas hibridas F, resultantes de autofecundacdo
desta F; que ndo possuiam caracteristicas de interesse imediato, foram preservadas pelo
fato de poderem eventualmente possuir combinagdes génicas de interesse que podem
ainda ser exploradas em novos cruzamentos.

Por serem plantas hibridas, constituidas por genomas de espécies diferentes,
apresentam irregularidades meidticas e possuem um baixo potencial reprodutivo. Assim
o interesse em analisar as plantas F, de hibridos arabusta estd no fato de que essas

plantas apresentam caracteristicas morfoldgicas bastante distintas, bem como diferentes



niveis de produtividade de frutos, caracteristicas estas que eventualmente podem ser
aproveitadas.

Estudos de comportamento meidtico em hibridos arabusta F, de cafeeiros sao
inéditos e sdo apresentados aqui neste trabalho. Os objetivos deste trabalho foram
analisar o comportamento meidtico e a viabilidade polinica para uma amostra de uma
populacdo segregante constituida de hibridos arabusta F; e F, e dos parentais (Coffea
arabica cv Bourbon Vermelho Co667 e Coffea canephora cv Robusta Co254), durante
os ciclos florais de 2008 e 2009, visando ao estabelecimento dos perfis de fertilidade

para as plantas dessa amostra.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos econdomicos do café

O café estd entre os cincos produtos agricolas mais comercializados e
consumidos no mundo. Dentre as espécies do género, Coffea arabica e Coffea
canephora sao as de maior cota¢do no mercado internacional, sendo que cerca de 70%
do café negociado no mundo € do tipo Ardbica (C. arabica) e 30% é do tipo Robusta
(C. canephora) (MAHE et al., 2007; FAQO, 2007).

O Brasil é o maior produtor e exportador de café no mundo e o segundo maior
consumidor, além de ser responsdvel por mais de um ter¢o da produ¢do mundial, como
também, das exportacdes de café (FAO, 2007). Esse fato coloca o café entre as culturas
economicamente mais importantes na balanga comercial brasileira, com uma estimativa
de drea cultivada igual a 2.102.106 hectares (CONAB, 2009).

O Estado de Sao Paulo foi por muitos anos lider na produgao de café no Brasil,
porém atualmente, de acordo com a CONAB (2009), ocupa a terceira posi¢do no
ranking nacional, contribuindo com 8,66% da &rea cultivada, atrds de Minas Gerais
(47,62%) e Espirito Santo (23,61%).

Mais de 90% dos 5,5 bilhdes de cafeeiros do Pais sdo provenientes das cultivares
desenvolvidas pelo programa de genética e melhoramento do cafeeiro do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), o qual foi responsdvel por grande nimero de
linhagens, e vdrias cultivares, que foram lancadas e recomendadas para o plantio em
diversas regides cafeeiras do Brasil, contribuindo significativamente para o setor

produtivo e para a economia cafeeira (AGUIAR et al., 2004).



2.2 Consideracoes sobre o género Coffea

Atualmente, o café encontra-se classificado como pertencente a familia
Rubiaceae, subfamilia Cinchonoideae, tribo Coffeeae que € composta por dois géneros:
Coffea L. (subgéneros: Coffea e Baracoffea) e Psilanthus Hook f. (subgéneros:
Psilanthus e Afrocoffea) que juntos abrangem mais de 100 espécies (BRIDSON, 1994).

O género Coffea tem como centro de origem as regides tropicais e subtropicais
do continente Africano e, das espécies descritas para o gé€nero, somente duas delas,
Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex Froehner, t€ém interesse econdmico
(CHARRIER & BERTHAUD, 1985; WRINGLEY, 1988). Mas, apesar disso, as
espécies silvestres ndo cultivadas do género representam fonte de variabilidade
genética, e suas caracteristicas desejaveis podem ser transferidas para variedades
comercias (FAZUOLI et al., 1999).

C. canephora e C. arabica apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas.
Quando comparada a C. arabica, o cafeeiro de C. canephora é geralmente mais
vigoroso e produtivo (CLARKE & MACRAE, 1988), mas a qualidade de bebida de C.
canephora é geralmente inferior a C. arabica. Contudo, C. canephora é mais resistente
a condicdes adversas, particularmente a varias doencas e pestes, incluindo fontes de
resisténcia a ferrugem, doenca causada pelo fungo Hemileia vastatrix, a nematdides e a
Colletotrichum kahawae, fungo responsiavel pela moléstia coffee berry disease
(antracnose dos frutos do cafeeiro) (FAZUOLI et al., 2000).

Essas espécies distinguem-se ainda por caracteristicas genéticas e adaptativas. C.
canephora € uma espécie alégama, dipléide (2n=22), auto-incompativel e mais
adaptada a regides de clima quente e imido (MENDES, 1949), enquanto C. arabica é
tetraploide (2n=44), autocompativel e cultivada em clima mais ameno (KRUG &
CARVALHO, 1951; CARVALHO et al., 1969).

As evidéncias das pesquisas genéticas em Coffea arabica tém sugerido uma
especiacdo recente e as analises de pareamento e morfologia de cromossomos meiéticos
tétm demonstrado que ha similaridade entre os cromossomos do complemento
alotetrapléide de C. arabica, mais especificamente entre os genomas parentais que
constituem o complemento hibrido dessa espécie (PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998;
PINTO-MAGLIO, 2006).

Deste modo, tem sido demonstrado que a espécie C. arabica € mais

precisamente um alotetrapléide segmental (PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998),



provavelmente originado do cruzamento natural de C. eugenioides com C. congensis ou
com C. canephora (RAINA et. al, 1998; LASHERMES et. al, 1999).

A espécie C. canephora é importante por ser considerada uma das espécies
parentais de C. arabica e por ter relevancia para o melhoramento do cafeeiro devido a
resisténcia natural a certas doengas e pestes (FAZUOLI et al., 2000). Por isso, estudos
citolégicos t€m sido realizados em C. canephora, visando a investigacdes de natureza

evolutiva e o melhoramento do cafeeiro (MENDES, 1950; BOAVENTURA, 1990).

23 Importancia dos estudos de comportamento mei6tico

A meiose € um evento de alta estabilidade evolutiva que culmina na redu¢do do
nimero cromossomico. O curso normal e harmonioso da meiose, ou seja, a precisa
segregacao dos cromossomos acarreta na viabilidade gamética (PAGLIARINI, 2000). E
¢ de suma importancia para geracdo de variabilidade por meio da recombinacdo dos
genes e para a sobrevivéncia da espécie (GRIFFITS et al., 2006).

A meiose é também controlada por um grande nimero de genes e a interrup¢ao
ou o erro em algum passo da meiose, devido a fatores ambientais ou genéticos
(mutacOes) podem afetar a fertilidade gamética e, dependendo da severidade da
anormalidade, a esterilidade total pode ser esperada (PAGLIARINI, 2000).

Estudos relacionados a andlise do comportamento meidtico sdo de extrema
importancia, pois contribuem para estudos taxondmicos (PINTO-MAGLIO & CRUZ,
1998), evolutivos (SYBENGA, 1994) e também para o melhoramento de plantas, pois a
estimativa da afinidade genética fornece um indicativo da melhor combinacdo para
troca de alelos entre as espécies (BOREM & MIRANDA, 2005).

Os dados do pareamento cromossOmico sdo uma ferramenta de suporte
indispensdvel nas etapas de planejamento e selecio de gendtipos, manipulacdo e
monitoramento de um programa de melhoramento genético (TECHIO & DAVIDE,
2007).

Hibridos interespecificos, obtidos por meio de cruzamentos, apresentam
geralmente podlen com fertilidade reduzida. No entanto, a infertilidade de plantas
hibridas ndo pode ser facilmente detectada por andlise fenotipica, sendo necessdrio tanto
estudos de viabilidade polinica, como andlises de comportamento meidtico para
identifica-la. Na maioria das vezes, a reduzida fertilidade € decorrente do
comportamento meiotico irregular, e isto ocorre principalmente em funcao de diferentes

niveis de ploidia ou de homologia encontrados em espécies do mesmo género.



Conclusdes erradas podem ser obtidas se a hipdtese da existéncia de parentesco
genOmico for baseada apenas na formacgdo de hibridos férteis ou estéreis, sem a andlise
do pareamento cromossdmico, pois em hibridos entre espécies geneticamente similares
que se esperava que fossem férteis sao, na verdade, estéreis. Isso pode ocorrer devido a
alelos complementares letais, diferenciacdo entre genes e estrutura cromossdmica
(SINGH, 2002).

Para Crane & Sleper (1989, citado por ELISA, 2006), o pareamento
cromossdmico em hibridos permite ndo somente avaliar as relagdes gendmicas entre as
espécies envolvidas no cruzamento, mas também fornecer informacdes importantes em
programas de cruzamentos visando a introgressao de genes.

Entretanto, o grau de diferenciacdo entre espécies hibridizadas pode ser
estabelecido ndo somente pela andlise do pareamento cromossdOmico, mas também pela

estimativa e analise de anormalidades meidticas (RIESEBERG et al., 2000).

24 Estudos meiéticos em Coffea arabica e Coffea canephora

Trabalhos sobre comportamento meidtico foram realizados em espécies de café,
assim como em hibridos interespecificos, com diversas finalidades.

Em Coffea arabica, MENDES (1950) constatou o pareamento de 22 bivalentes
na metafase I da microsporogénese nas variedades semperflorens e Caturra de C.
arabica. Apesar desta normalidade no pareamento, este autor constatou algumas
anomalias na anéfase I, ou seja, 9% dos nucleos finais tinham um nimero diferente de
22; na andfase II, a presenca de um cromossomo isolado no citoplasma; e na tel6fase II,
algumas células apresentaram nucleos desiguais e cromossomos espalhados no
citoplasma. As demais fases mostraram-se todas normais.

Em andlises meidticas realizadas em quatro variedades de C. arabica: Tana,
Guinnée, Pita e Caturra Amarelo, foram descritas algumas irregularidades, tais como
cromossomos assindpticos, associacdes secunddrias entre bivalentes e a presenca de
alguns multivalentes. Estas irregularidades levaram GRASSIAS & KAMMACHER,
(1975) a concluirem que C. arabica é um téxon alotetrapléide segmental, ou seja,

formado por dois genomas com cromossomos que conservam grande semelhanca.

CRANE, C. F.; SLEPER, D. A. A model of meiotic chromosome association in triploids. Genome, v. 32,
n.1, p.82-98, 1989.



Como uma alternativa para superar o reduzido tamanho dos cromossomos
somaticos de café, PINTO-MAGLIO & CRUZ (1987) realizaram um experimento em
meiose visando a identificagcdo dos cromossomos nucleolares, de modo a verificar a
possibilidade de utilizar os cromossomos meidticos na fase de paquiteno para identificar
os cromossomos de café. Demonstraram que os cromossomos homdlogos
apresentavam-se totalmente pareados, portanto com nimero gamético “n”.

Com base na comparacdo morfoldgica dos cromossomos nucleolares, as autoras
sugeriram C. eugenioides, C. canephora, C. congensis ou C. liberica como possiveis
espécies parentais para C. arabica.

PINTO-MAGLIO & CRUZ (1998) apontaram a grande semelhanga entre os
dois genomas que compdem essa espécie a partir da andlise do padrdo de cromdmeros
em cromossomos meidticos na fase de paquiteno. A andlise revelou que os 22
bivalentes de C. arabica apresentam 54% de similaridade estrutural, o que evidenciou a
condicdo de alotetrapldide de segmento desta espécie. Apesar dessa similaridade entre
os cromossomos nao homodlogos de C. arabica, nao foi observada a formacdo de
multivalentes na meiose. Com base nestas observagdes, as autoras sugeriram a presenca
de um mecanismo de controle genético que impediria 0 pareamento entre Cromossomos
homedlogos em C. arabica, assim como ocorre no trigo e provavelmente dos
polipléides em geral, o que € fundamental para a estabilidade reprodutiva.

MENDES (1950) estudou a microsporogénese da espécie Coffea canephora,
espécie dipléide com 22 cromossomos, € demonstrou um processo normal de
pareamento e separacdo dos cromossomos, produzindo graos de pdlen com 11
Cromossomos.

A duplicagdo do nimero de cromossomos de C. canephora foi obtida pela
primeira vez por MENDES (1947) através do tratamento de sementes com solugdes de
colchicina, para tentar solucionar os problemas de esterilidade em programas de
melhoramento, advindos do cruzamento desta espécie dipléide com o tetrapldide
arabica, resultando em plantas F; tripléides (2n=33) e estéreis.

VISHVESHWARA & CHINNAPPA (1965), analisaram o comportamento
meidtico de uma planta de C. canephora que teve seu nimero de cromossomos
duplicado. As associacdes cromossdmicas em diacinese e metdafase 1 encontradas por
célula apresentaram médias de 1,181; 7,42II; 1,5IIT e 5,75IV. A freqiiéncia das

associacdes mostrou que os bivalentes nessa planta sdo consideravelmente em maior



nimero que os tetravalentes, € os mono e trivalentes sdo em nimero bem menor € com
médias quase iguais.

OWUOR (1985), estudando também uma planta de C. canephora tetrapléide,
analisou 38 células em metdfase I, observando uma freqiiéncia média de associagcao
cromossomica de 2,4+1,81; 14,9+0,911; 0,8+1,7IIT e 2,3+1,0IV. Em anafase I, o autor
constatou que em 40,3+3,0% das células os cromossomos se separavam normalmente e
retardatarios foram encontrados em 3,3+3,0% das células. A meiose era irregular,
resultando em uma baixa fertilidade de pdlen.

BOAVENTURA (1990) igualmente realizou analises meidticas em células-maes
de pdlen de C. canephora tetrapldide, as quais revelaram que em diacinese, 92% das
células analisadas possuiam 2n=44 cromossomos, porém em 84% destas células havia a
formacdo de mono, bi, tri e tetravalentes. Na andlise da metafase I, apenas 13,16% dos
meidcitos apresentaram 22 bivalentes. Para os monovalentes presentes em quase todas
as células, a variagdo foi de 1 a 13; para os trivalentes, de 1 a 3; e para os tetravalentes a
variacdo foi de 1 a 5. As irregularidades anafdsicas se resumiram na disjunc¢ao irregular
dos cromossomos para os polos, ja que cromossomos retardatarios foram vistos muito
raramente e pontes cromatidicas ndo foram observadas, seja em andfase I ou em anéfase
II. Apds a ocorréncia de citocinese, foram observadas triades, tétrades e poliades de

micrésporos, além da ocorréncia de micrécitos.

2.5 Estudos meiéticos em hibridos

O comportamento meidtico tem sido analisado tanto em espécies como também
em hibridos com diferentes finalidades: determinacdo da estabilidade genética de
hibridos; determinacdo de causas de fertilidade reduzida ou esterilidade;
estabelecimento de relagdes ou graus de afinidade genética entre espécies.

Normalmente, hibridos com genomas semelhantes apresentam pareamento
completo. Os hibridos resultantes do cruzamento de Triticum monococcum (2n=2x=14)
com T. urartu e T. turgidum (2n= 4x= 28) com T. urartu (2n = 2x = 14) foram
estudados com o intuito de se confirmar a similaridade dos genomas. O hibrido
resultante do primeiro cruzamento mostrou um pareamento completo, ja o hibrido entre
as duas ultimas espécies € um tripldide, 2n = 3x = 21, com formacao de sete bivalentes e
sete univalentes na diacinese e metafase I. Os resultados sugeriram que 7. turgidum ¢é
um alotetrapléide que carrega o genoma derivado de T. monococcum e T. urartu e que

essas espécies apresentam genomas similares (JOHNSON, 1975).



Por outro lado, um comportamento meiético bastante irregular pode ser exibido
em diversos hibridos. DUNDAS et al. (1987) estudou o hibrido entre duas espécies de
Atylosia nativas da Austrdlia, A. acutifolla e A. pluriflora, para avaliar seu potencial
para uso em programas de melhoramento para forragem. Os resultados encontrados
demonstraram uma meiose com uma baixa freqiiéncia de bivalentes na metafase I,
assim como a ocorréncia de univalentes, multivalentes, pontes, fragmentos de
cromossomos, cromossomos retardatarios e microndcleos. Essas anormalidades
indicaram um alto nivel de esterilidade do hibrido quando comparado com os parentais,
o que impede que essas espécies sejam utilizadas em programas de melhoramento.

Da mesma forma, o hibrido entre Hordeum lechleri e H. vulgare mostrou varios
tipos de irregularidades meidticas, assim como um tipo peculiar de eliminacdo de
cromossomos. Células em metéafase I mostraram uma variacdo extrema do nimero de
cromossomos (4 a 54) e a maioria dos cromossomos ocorreu como univalentes, apesar
de ter ocorrido certo nivel de pareamento cromossdmico com formacdo de bi e
trivalentes. Outras irregularidades tais como segregagdo irregular, micronicleos e
fragmentos de cromossomos ocorreram com alta freqiiéncia e a presenga de gametas
desbalanceados foi comum (LINDE-LAURSEN & BOTHMER, 1993).

BARBOSA & VIEIRA (1997), investigaram o comportamento meidtico de
hibridos sométicos obtidos por fusdo de protoplastos. Para isso, foram analisados quatro
genotipos do hibrido somadtico entre Passiflora edulis f. flavicarpa e P. amethystina.
Foram observados pelo menos 14 bivalentes na maioria das células analisadas, porém
anormalidades, tais como univalentes, quadrivalentes, cromossomos retardatrios e
pontes anafdsicas também foram registradas. A alta viabilidade dos graos de pdlen
indicou que esses materiais podem ser usados para o melhoramento genético,
objetivando a introgressao de genes.

Os estudos da meiose e da viabilidade do pdlen também foram realizados por
BARBOSA et al. (2006), com os hibridos entre Passiflora edulis f. flavicarpa e P.
cincinnata, revelando uma meiose normal e uma alta estabilidade, com a maioria das
células hibridas mostrando 18 bivalentes. Contudo, algumas instabilidades, tais como
um quadrivalente resultante de uma translocacdo entre os progenitores foi observado,
além da presenca de retardatarios e a formacdo de micronucleos. Devido as poucas
anormalidades, foi encontrado um alto valor de viabilidade do pélen (>70%) tanto nos

parentais dipléides como nas plantas hibridas.



ADAMOWSKI et al. (1998) descreveu o comportamento meidtico do
alopolipléide Paspalum subciliatum (2n=4x=40) que se mostrou normal até a fase de
diacinese, quando a formagdao de 20 bivalentes foi observada. Na metéafase I, o
comportamento dos cromossomos foi anormal, dez bivalentes encontravam-se alinhados
na placa metafdsica, enquanto que os outros dez permaneceram espalhados no
citoplasma. Na andfase I, os cromossomos tiveram uma segregacdo irregular, com
posterior formagao de micronucleos na teléfase 1. Esse comportamento irregular dos
cromossomos foi 0 mesmo na segunda divisao da meiose, mostrando clara assincronia
no ciclo celular, afetando a viabilidade do pdlen.

Durante a andlise da microsporogénese dos hibridos de capim elefante e milheto
por PAIVA (2006), foi verificado que a ascensdo segregacao precoce dos cromossomos
era responsavel pela maioria das irregularidades encontradas na meiose 1. A segregacao
irregular dos cromossomos, observada nos dez hibridos estudados, resultou na formacao
de fusos anormais. Na telofase I, foi constatada a ocorréncia de micronucleos, indicando
a presenga de cromossomos retardatarios nao incluidos nos nicleos em formacao, o que,
por conseguinte, resultou na ocorréncia de micrécitos adicionais nas tétrades.

TECHIO et al. (2006) relataram também em hibridos tripléides de capim-
elefante e milheto, uma alta freqiiéncia de distirbios meidticos, desde as fases iniciais
até a formacdo dos produtos meidticos. Entre as anormalidades observadas,
encontravam-se a formacdo de univalentes e multivalentes, ascensdo precoce de
cromossomos tanto na primeira divisdo meidtica quanto na segunda, segregacdo
irregular, pontes simples e multiplas, cromossomos aderentes, nucleo assincronico,
formacdo de células com tamanhos desiguais, citomixia, fuso anormal, células
binucleadas e formagao de microntcleos.

RISSO-PASCOTTO et al. (2005) analisando hibridos entre Brachiaria
ruziziensis € B. brizantha observaram que a maioria dos cromossomos pareou-se como
bivalentes, embora tenham sido encontrados trivalentes e quadrivalentes.
Irregularidades meidticas, tais como segregacao cromossdmica irregular, cromossomos
com aderéncia e citocinese anormal, levaram a uma esterilidade de 65% dos graos de
polen. Segundo as autoras, em ambas as divisdes meidticas, houve a migracio precoce e
tardia de cromossomos para os podlos, além da alta freqiiéncia de formacdo de
microntucleos. Os micrésporos originados na meiose Il resultaram da citocinese anormal

apos a telofase 1.
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Anomalias na microsporogénese foram igualmente relatadas em um hibrido
interespecifico entre um acesso sexual poliploidizado artificialmente (2n=4x=36) de
Brachiaria ruziziensis e um acesso tetrapléide apomitico de Brachiaria brizantha. Os
cromossomos associaram-se predominantemente como bivalentes, mas mostraram uma
segregacdo irregular. Durante a metéfase I, em 27,8% dos meidcitos do hibrido entre as
duas espécies, os bivalentes distribuiram-se em duas placas metafasicas. Na andfase I,
em 29,7% das células maes do pélen, um dos genomas nao se dividiu sincronicamente,
resultando na presenga de cromossomos retardatirios. A segunda divisao foi também
irregular, resultando em poliades (MENDES-BONATO et al., 2006).

ADAMOWSKI (2008) também estudou o comportamento meidtico de trés
hibridos interespecificos entre Brachiaria ruziziensis X B. brizantha retrocruzados com
B. brizantha. Os cromossomos parearam-se predominantemente em multivalentes,
sugerindo recombinac¢do genética e introgressao de genes especificos de B.brizantha em
B.ruziziensis. Estes trés hibridos apresentaram alta freqiiéncia de irregularidades
meidticas, principalmente aquelas relacionadas a segregacao irregular de cromossomos,
tipica de polipldides. As anormalidades registradas foram: migracdo precoce aos polos
na metafase I e II, bivalentes ndo unidos na placa equatorial, genomas arranjados em
duas placas distintas na metafase, cromossomos retardatdrios ou ainda um genoma
inteiro como retardatdrio na anédfase I e II, pequenos ou grandes micronicleos na
telofase 1, 11 e tétrades.

O exame da meiose de um hibrido interespecifico entre Brachiaria ruziziensis
(2n=4x=36) e B. decumbes (2n=4x=36) revelou sincicios, envolvendo um grande
nimero de células, em 15,40% dos meidcitos. Na metafase I, um grande nimero de
fragmentos cromossdmicos foi encontrado e um grande nimero de células apresentou
segregacdo cromossOmica irregular em ambas as divisdes meidticas. Essas
anormalidades acarretaram a formacgdo de nucleos picnéticos e de microndcleos. As
tétrades observadas mostraram de um a varios microntcleos em cada micrésporo, o que

ocasionou a completa esterilidade do pélen (MENDES-BONATO et al., 2007).

2.6 Estudos do comportamento meiotico em hibridos de café

A transferéncia de genes desejdveis de espécies selvagens para variedades
cultivadas por meio de cruzamentos € uma das estratégias do melhoramento genético
vegetal. Contudo, problemas inerentes a cruzamentos interespecificos, tais como

instabilidade hibrida, infertilidade, segregacdes ndo mendelianas, e baixos niveis de
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crossing-over intergendmico, podem constituir importantes limitacdes (STEBBINS,
1972).

Em café, a transferéncia de caracteristicas desejaveis, em particular, resisténcia a
doencas entre espécies proximas, como de C. canephora para C. arabica, sem afetar as
caracteristicas de C. arabica, tem sido o principal objetivo do melhoramento do cafeeiro
no mundo (HERRERA et al., 2002).

Contudo, hibridos interespecificos sdo dificeis de serem mantidos devido a
incompatibilidade do nimero cromossomico ou pela diferenca entre os genomas das
espécies parentais (CAPOT, 1972; BETTENCOURT, 1973). Isso ocasionou no
interesse em estudar a meiose de hibridos de café para elucidar as possiveis causas da
baixa fertilidade, assim como o grau de afinidade dos genomas das espécies que formam
os hibridos.

KRUG & MENDES (1940), publicaram um trabalho elucidando o
comportamento meidtico de um hibrido tripléide entre C. arabica e C. canephora. A
metafase I mostrou médias para univalentes, bivalentes, trivalentes iguais a 14,4; 5,4 e
2,6 respectivamente. Na continuacdo da meiose, a distribuicdo dos cromossomos foi
extremamente irregular, sendo que algumas vezes, 0os cromossomos de um mesmo
bivalente passaram para o mesmo pdlo. Em 46% das células analisadas encontraram
cromossomos atrasados que nao foram incluidos nos nicleos em formagao e formaram
microntucleos na tel6fase. Ja na segunda divisdo, a freqiiéncia de retardatarios foi menor
que na primeira (43%), o que resultou em tétrades quase sempre anormais.

Da mesma maneira, observando-se a microsporogénese de um hibrido tripléide
de C. racemosa com C. arabica (2n=33), verificou-se em metifase I uma média de
13,11; 9,71I; 8,0Ill. A separacdo dos cromossomos processou-se de forma bastante
irregular em andfase I, com monovalentes que adiantaram para os pélos e outros que
permaneciam na placa equatorial da célula. Essas irregularidades acarretaram também
problemas de segregacdo na meiose II, com muitos retardatdrios retidos no citoplasma,
como também na formacao das tétrades (MEDINA, 1963).

Estudos meidticos em hibridos F; de C. excelsa x C. eugenioides e de C. liberica
x C. eugenioides foram realizados por VISHVESHWARA (1963). Estes hibridos
mostraram irregularidades tais como: auséncia de pareamento, distribuicao desigual dos
cromossomos (segregacdo desbalanceada), pontes cromatidicas e citocinese precoce.

Essas irregularidades foram consideradas as provaveis causas da esterilidade gamética.
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Observacgoes realizadas na meiose de um hibrido tripléide entre C. arabica e C.
kapakata demonstraram um pareamento de 10,071 + 9,4511 + 1,33IIl, em média, para
diacinese e metafase I. Foram encontrados cromossomos retardatarios na anafase I, e
conseqiientemente na metafase II, encontraram-se monovalentes que se dividiam
precocemente. Na anafase II, foram observados retardatirios e auséncia de 2 a 11
cromossomos. Como conseqiiéncia, as tétrades eram irregulares com a presenca de
microniicleos e micrécitos (MONACO & MEDINA, 1965).

CHINNAPPA (1970) descreveu a morfologia de plantas e a associagdo de
cromossomos na metafase I de seis hibridos entre C. canephora e C. liberica. O autor
relatou alta freqiiéncia de bivalentes, além de trivalentes e quadrivalentes que foram
observados pela primeira vez em tais hibridos. Apesar de apresentarem aparentes
barreiras de hibridacdo, as duas espécies mostraram considerdvel homologia
cromossdmica.

Variagdes no nimero de quiasmas e alta freqiiéncia de bivalentes foram
encontradas em diferentes hibridos interespecificos de café. No hibrido interespecifico
entre Coffea congensis x C. eugenioides, alguns cromossomos monovalentes registrados
na metédfase I, formaram retardatdrios na anifase I e pontes também foram observadas,
porém em menor freqii€éncia. Ja para o hibrido C. liberica x C. dewevrei menores
porcentagens de irregularidades foram encontradas, 17,3% e 23,2% para as anéafases I e
IT respectivamente, assim como a formagdo de 11 bivalentes em 100% das células
(MEDINA, 1972).

GRASSIAS (1977) observou uma alta freqiiéncia de univalentes em dois
hibridos arabusta (C. arabica x C. canephora), a maioria atribuida a separacdo precoce
de bivalentes, uma vez que em estdgios subseqiientes poucos cromossomos foram
perdidos e a distribuicdo na andfase I foi comparativamente pouco irregular. Concluiu
entdo que a baixa fertilidade dos hibridos arabusta foi devido a distirbios meiéticos.

Também ao analisar a meiose de C. arabica e C. canephora tetrapldide, o
hibrido arabusta F;, OWUOR (1985) encontrou uma alta freqiiéncia de univalentes e
multivalentes (trivalentes e tetravalentes) na metafase I. A associagdo cromossdmica
média por célula foi de 6,1+0,81; 17,4+0,411; 0,8+0,11II; 0,2+0,2IV e em anafase |
registrou-se uma freqiiéncia média de retardatarios por célula de 2,5+1,1.

O hibrido conhecido como Icatu, também derivado do cruzamento de C. arabica
e C. canephora foi obtido por meio da hibridagao entre um hapléide de C. arabica com

nimero cromossomico duplicado (2n=44) e C. canephora tetrapldide. A
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microsporogénese foi analisada e a férmula média do pareamento em metéfase I foi de
6,981; 15,2911; 1,0911I e 0,851V. Na andfase I, 24,8% das células mostraram disjun¢do
normal e 18,3% apresentaram separacoes irregulares. Ja na anafase II foi observada a
presenca de retardatdrios e somente em 25,38% das células houve distribui¢io normal
de 22 cromossomos para cada podlo celular. No entanto, 69,4% das tétrades

apresentaram-se normais (BOAVENTURA & CRUZ, 1987).

2.7 Viabilidade polinica

Estudos de comportamento meidtico e fertilidade do pdlen sdo estimativas
importantes para determinar a variabilidade genética da espécie, como também para a
caracterizacdo de germoplasma, estudo da biodiversidade e ainda para ajudar na sele¢do
de plantas a serem incluidas em um programa de melhoramento de plantas.

Dados sobre a viabilidade polinica permitem fazer correlacbes com
anormalidades meidticas e auxiliar na selecdo de genétipos, tornando-se uma ferramenta
util na condugdo de experimentos nas areas agricola e biotecnolégica (TECHIO, 2002).

Os principais métodos utilizados na avaliacdo da viabilidade de pdlen sdo os
testes de coloracdo e testes de germinacao in vitro € in vivo, respectivamente.

A coloragdo € um procedimento simples, fornecendo os resultados rapidamente.
Considerando que existe uma correlagdo entre viabilidade-colora¢do, a estimativa é
dada pela contagem dos graos de pélen com citoplasma colorido e ndo colorido que se
mostram vidveis e invidveis, respectivamente. Varios corantes sdo empregados com essa
finalidade, como carmim acético, azul de anilina, azul de algodao, iodeto de potdssio
(SHIVANNA & RANGASWAMY, 1982) fluoresceina di-acetato e verde malaquita
com fucsina basica (ALEXANDER, 1980).

Segundo TECHIO (2002), o método de coloracdo, ndo é totalmente confidvel,
apesar de ser um procedimento simples e barato, pois pode fornecer uma informacgao
equivocada da viabilidade. Nesse caso, pode-se optar pela observacdo da capacidade
germinativa dos graos de pdlen, em razdo de ser um cardter que se correlaciona
diretamente com a capacidade para fertilizagao.

Na germinacgdo in vitro, o pdlen € espalhado sobre um meio de cultura contendo
sacarose e a viabilidade € observada por meio da porcentagem de graos de pdélen que
emitem tubo polinico. O grao de pdlen é considerado vidvel quando o comprimento do

seu tubo € maior que o seu didmetro (BETTIOL-NETO et al., 2009).

14



A maioria dos problemas de fertilidade relatados € resultante da ocorréncia de
anormalidades meidticas tais como problemas no pareamento cromossdomico.

Um dos trabalhos mais completos e antigos sobre a viabilidade polinica em café
¢ de FABER (1912). O autor fez ensaios de germinacdo de pdlen de C. liberica, C.
arabica, C. laurentii, C. abeokutae, C. excelsa, C. Uganda, C. dewevrei e C. quillou (C.
canephora), semeando-os em laminas com meios nutritivos e colocados em camaras
umidas. Este autor utilizou diferentes meios e em diferentes concentracdes, porém,
nessas experiéncias, o melhor meio foi uma solu¢do de Agar a 1% com 20% de
sacarose, na qual os graos de pdélen de café germinaram rapidamente, formando tubos
longos.

MENDES (1950) estudou o comportamento meiético e a viabilidade polinica em
plantas de C. canephora dipldide e com complemento cromossomico duplicado. Devido
a grande regularidade na divisdo meidtica das células de C. canephora dipldide
(93,68%), concluiu que o pélen desta era vidvel. J4 analisando a viabilidade de pdlen de
C. canephora (4x), observou que apenas 21,0% dos graos de pdlen eram vidveis, o
esperado para uma planta com o nimero de cromossomos duplicado sinteticamente.

Posteriormente, este mesmo autor analisou também a viabilidade polinica por
meio de germinacdo in vitro, em trés espécies de café (C. canephora, C. congensis e C.
dewevrei), utilizando meio de germinacdo contendo agar (0,5%) e sacarose (1%). Os
resultados da germinacao revelaram que em C. dewevrei a porcentagem de germinacao
variou entre 19,28% a 27,63%; ja para C. congensis houve plantas com 50,24% de
viabilidade, assim como plantas cujos polens nem germinaram. C. canephora obteve
55,2% de graos germinados em sua melhor lamina (CONAGIN & MENDES, 1961).

OWUOR & VAN DER VOSSEN (1981) estudaram a fertilidade do hibrido
arabusta F; e das espécies parentais. Para isso, foram feitos testes de viabilidade polinica
por coloracdo com carmim acético 1% e por germinagdo em meio com 10% de
sacarose. Os valores encontrados para os dois testes foram respectivamente 97,4+0,3 e
72,0+£2,6 para C. arabica; 94,4+1,8 e 64,0+6,3 para C. canephora tetrapldide e 62,4+1.5
e 7,920,6 para o hibrido F;.

Outro estudo da viabilidade polinica com o hibrido derivado do cruzamento de
C. arabica e C. canephora, conhecido como Icatu foi obtido através da hibridagdo entre
um hapléide de C. arabica com cromossomos duplicados (2n=44) com C. canephora
tetraploide. O trabalho foi realizado objetivando verificar as causas responsaveis pela

baixa e varidvel producdo de frutos e sementes nesse hibrido. Os resultados
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demonstraram uma viabilidade dos graos de pdlen de 30,7% (BOAVENTURA &
CRUZ, 1987).

Apesar do nimero de bivalentes entre C. eugenioides tetrapldide e C. canephora
tetraploide ser semelhante, C. canephora sofreu comparativamente uma maior reducao
da viabilidade polinica (21,0%) e apresentou também griaos de pdlen de tamanhos

diferentes (BOAVENTURA, 1990).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Dados climaticos
Os dados climaticos referentes aos anos da coleta de ramos florais dos cafeeiros
estdo apresentados na Tabela 1 e foram fornecidos pelo Centro Integrado de

Informacdes Agrometereoldgicas (CIIAGRO).

Tabela 1 - Temperatura média (°C), precipitacdo total (mm), umidade média relativa
(%) e evapotranspiracdo potencial (mm ano-1)

2008 2009
Dados climiticos  Mococa Campinas Mococa Campinas
Temperatura média 22,4 21,9 21,3 21,6
Precipitacao 1306 1315 1794 1594
Umidade relativa 66,3 76,0 73,0 70,0
ET, 1481 1128 1218 1139

3.2 Material

O material biolégico avaliado constituiu-se das plantas parentais C. arabica cv
Bourbon Vermelho Co667, C. canephora cv Robusta Co254, o hibrido F; arabusta e de
uma amostra de 30 plantas de uma populagdo F, de café obtida da seqiiéncia dos

seguintes cruzamentos interespecificos:

16



Coffea arabica cv Bourbon Vermelho Coffea canephora cv Robusta
(Co 667) (2n=44) X (Co 254) (2n=44)

F; (H2460)

©l
F>

Os parentais e o hibrido F; estdo localizados no Centro Experimental do IAC em
Campinas-SP, Fazenda Santa Elisa (latitude 22°54S, longitude 47°03W e altitude
854m). A populagdo arabusta F, (Figura 1) estd localizada em um campo experimental
do pélo da APTA Regional Nordeste Paulista (da Secretaria de Agricultura do Estado
de Sao Paulo) localizado no municipio de Mococa-SP (latitude 21°28S, longitude

47°01W e altitude 665m).

3.2.1 Origem do material

O parental Coffea canephora cv. Robusta (Co 254) foi obtido por meio da
duplicacgdo artificial do nimero de cromossomos de um individuo dipléide normal (2n =
22) via colchicina, pelo pesquisador Antonio José Teixeira Mendes, em 1940
(MENDES & BACCHI, 1940), da antiga Secao de Citologia do IAC.

J& o parental C. arabica cv. Bourbon Vermelho (Co 667) foi obtido a partir de
um individuo hapléide (n = 22), também duplicado via colchicina pelo mesmo
pesquisador em 1943 (MENDES, 1944).

O hibrido arabusta F; (H2460) foi criado por MENDES (1950) a partir do
cruzamento interespecifico entre os parentais acima, o Co 667 - Coffea arabica cv.
Bourbon Vermelho (receptor, P;) e o Co 254 - C. canephora cv. Robusta diploide
duplicado (doador, P,).

A populagio de hibridos F, ¢é formada por plantas resultantes de
autofecundacgdes do hibrido arabusta F; (H2460) que foram realizadas entre os anos de

1992 e 2003.
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3.3 Métodos

3.3.1 Meiose
3.3.1.1 Coleta do material

Para o estudo da meiose, os ramos florais com botdes jovens foram coletados
nos meses de julho, agosto e setembro de 2008 e 2009, durante os ciclos florais do
cafeeiro.

Os ramos com botdes florais jovens foram mantidos em condi¢des de
laboratério, em uma camara imida até a maturacdo dos mesmos e desencadeamento do
processo meidtico. Os botdes florais foram coletados aleatoriamente de diferentes
inflorescéncias, obtendo-se assim botdes em diversos estdgios de desenvolvimento.
Ap6s a retirada do perianto, os botdes foram fixados em Carnoy (dlcool absoluto e dcido
acético glacial na propor¢ao 3:1 respectivamente), em seguida passados por uma bomba

de vacuo e a seguir acondicionados em freezer (-20° C) até o momento das andlises.

3.3.1.2 Preparacao de laminas

Nas andlises meidticas foram utilizadas as anteras dos botdes florais para as
preparacdes citolégicas.

As laminas foram preparadas com o procedimento padrio da técnica de
esmagamento usando-se coloragdo com o corante carmim acético 1,2%. Para isso, trés
anteras escolhidas aleatoriamente foram esmagadas sobre uma lamina contendo duas
gotas de carmim acético. Essa operacdo foi executada com o auxilio de um bastdo de
vidro para evitar a oxidagdo do material.

O excesso de material, células de diferentes tecidos das células em divisdo
meidtica (CDM), foi retirado da 1amina para garantir um bom espalhamento das células
e evitar a formacdo de planos Opticos devido a espessura dos debris. A seguir, uma
laminula foi colocada sobre o material e a preparacdo aquecida na chama de uma
lamparina.

Posteriormente, o conjunto de lamina e laminula foi pressionado fortemente
enquanto ainda estava quente, entre um papel de filtro, a fim de acentuar o
espalhamento das células. Apds o esmagamento, as laminas foram seladas com cera
para utilizacdo em curto prazo e guardadas em freezer (PINTO-MAGLIO & CRUZ,
1998).
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Figura 1: Plantas da populag¢do de hibridos F, de cafeeiros arabusta no P6lo da APTA
Regional Nordeste Paulista (Mococa-SP), destacando-se as caracteristicas morfoldgicas
distintas. Barra = 30 cm.
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Figura 2 - Protocolo para coleta de material. A: Inflorescéncia com flores abertas para
coleta de pdlen; B: Botdes para coleta de preparagdes meidticas; C: Ramos com botdes
florais mantidos em condicdes de laboratério; D: Pré-fixacdo para andlise de botdes.

3.3.1.3 Analise das laminas de meiose

As laminas foram analisadas em microscépio de luz com condensador de
contraste de fase com as seguintes combinagdes Opticas: ocular 10x, objetiva 100x,
variador de aumento 1,5x.

Para obtencdo de ndmeros cromossomicos diploides, analisou-se a fase de
metédfase I, estimando o nimero de cromossomos por meio do ndimero de bivalentes,
trivalentes, tetravalentes e polivalentes.

Para cada planta F, foram observadas 240 células, sendo 30 células para cada
fase da meiose e 60 células para as tétrades. Ja para cada um dos parentais, C. arabica
cv Bourbon Vermelho, C. canephora cv Robusta e para o hibrido interespecifico F;
arabusta, foram analisadas 360 células. As fases da meiose analisadas incluiram
metéafase I, anédfase I, telofase I, metdfase II, andfase II e tel6fase II, sendo quantificadas

células em estdgios normais e as irregularidades meidticas.
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3.3.2 Viabilidade do pélen
Para determinacdo da viabilidade do pélen os ramos com botdes florais foram

mantidos em uma camara umida, até a fase de maturacdo do botdo e inicio da antese.

3.3.2.1 Testes de viabilidade

A viabilidade do pdlen foi estimada tanto pela capacidade de coloracdo do
citoplasma dos mesmos como por meio de testes de germinacao in vitro.

Na andlise da viabilidade polinica por colora¢do (VPC) foi utilizado o corante
Alexander n° 2 (ALEXANDER, 1980). As laminas de cada planta foram preparadas
com todas as anteras de um botdo floral. Para isso, as anteras foram esmagadas sobre
uma lamina contendo duas gotas do corante especificado. O excesso de material foi
retirado e apds um leve aquecimento, estas foram vedadas com cera e conservadas em
geladeira até o momento da analise microscopica.

Para a andlise da viabilidade polinica por germinacdo in vitro (VPG) foram
realizados, anteriormente, testes com seis meios de germinagdo, utilizando polens da
planta 16 da populagdo F,, com o intuito de encontrar o meio de cultura mais adequado
para germinagdo dos graos de pdlen de café.

Meio 1: 1,25g de sacarose, 0,9g de agar (cultura de tecidos tipo E-Sigma),
dissolvidos em 100 ml de dgua destilada (CONGER, 1953).

Meio 2 e 3: 2,5g de sacarose e 1,75g de agar, dissolvidos em 100 ml de dgua
destilada. Estes dois meios possuem a mesma composi¢do com excec¢do do tipo de agar:
no meio 2 utilizou-se o agar proprio para cultura de tecidos, tipo E-Sigma e no meio 3 o
agar proprio para bactérias, o Bactoagar Mikrobiolie (Merck).

Meio 4: 20g de sacarose e 2g de agar dissolvidos em 100 ml de 4gua destilada
(CONAGIN & MENDES, 1961).

Meios enriquecidos 5 e 6: 5g de sacarose; 2g de agar; 0,01g de acido bérico;
0,03g de nitrato de cdlcio; 0,02 de sulfato de magnésio e 0,01g de nitrato de potéssio,
em 100 ml de dgua destilada (BETTIOL-NETO et al., 2009). Estes dois meios também
possuem a mesma composicao, diferindo apenas no tipo de agar utilizado. Para o meio
5 utilizou-se o agar proprio para cultura de tecidos, tipo E-Sigma e no meio 6 foi usado
o Bactoagar Mikrobiolie (Merck).

Os meios foram homogeneizados em forno de microondas (poténcia maxima por
dois minutos). ApOs resfriamento, mas ainda liquidos, os meios de cultura foram

vertidos sobre 1aminas de vidro para microscopia, formando uma pelicula sélida sobre
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as mesmas. Em seguida, os grios de pdlen dos botdes florais foram espalhados com
auxilio de um pincel sobre uma ladmina contendo o meio ja solidificado e a temperatura
ambiente.

As laminas foram colocadas em placas de Petri com papel de filtro umedecido,
formando uma camara Uimida, e incubadas em estufa, no escuro, com temperatura de
28C° durante quatro horas.

Depois de quatro horas, foi usado o corante Alexander n°® 2 para interromper o
crescimento dos tubos polinicos e promover a coloracdo, possibilitando uma melhor
observacao e a diferenciacdo dos graos de pdélen cheios e vazios, assim como, tubos sem
coloragdo e com pouco material genético.

Ap6s os testes com os diferentes meios de germinacao, constatou-se que o0 meio
6 (BETTIOL-NETO et al, 2009) proporcionou a melhor germinagdo dos graos de pdlen,
sendo entdo utilizado para anélise da VPG das plantas em estudo, repetindo-se 0 mesmo

processo de preparagdo das laminas como descrito anteriormente.

3.3.2.2 Analise das laminas de pélen

As laminas de viabilidade do pdlen foram analisadas em microscopio de luz com
condensador de contraste de fase com as seguintes combinacdes Opticas: ocular 10x,
objetiva 10x, variador de aumento 1,0x.

No teste de viabilidade por coloragdo foram considerados vidveis, os graos de
poélen que apresentaram contetido citoplasmético colorido pelo corante Alexander, e
invidveis, aqueles sem coloracdo, por auséncia de citoplasma, e/ou, com tamanhos
muito menores que a maioria ou ainda com diminui¢do da porcao citoplasmatica. Foram
analisadas quatro laminas por planta, sendo 10 campos em cada lamina.

A viabilidade do pdlen, determinada através dos testes de germinagdo, foi
estimada em fun¢do da porcentagem de graos de pdlen germinados, sendo considerados
vidveis os grdos de podlen que apresentavam tudo polinico germinado e com
comprimento maior ou igual ao didmetro do pdlen. Foram analisadas duas laminas por

planta, sendo 10 campos em cada lamina.
34 Analise estatistica

Foram contabilizadas as células normais e aquelas com anomalias meidticas para

cada uma das fases da meiose. Posteriormente, as porcentagens dos nimeros de células
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em divisdo meidtica (CDM) sem anomalias e com anormais foram obtidas, para cada
anomalia e em cada categoria de plantas (parentais, Fj, F,).

Os numeros de bivalentes, univalentes e multivalentes também foram
contabilizados e os resultados foram expressos como médias e os respectivos desvios
padrao. E posteriormente, aplicou-se o teste F seguido pelo teste de Tukey para
comparacdo das médias.

Para determinacdo do indice meidtico, ou seja, a porcentagem de tétrades
normais foi avaliada 60 tétrades por planta (parentais, F;, F,). Sendo consideradas
plantas com produtos meidticos normais, aquelas que apresentaram indice meidtico
entre 80 a 90%.

Para as porcentagens dos totais de células em divisdo meidtica, anormais,
tétrades anormais, VPC e VPG, foram também calculados os intervalos de confianga,
como apresentado por PIMENTEL-GOMES (1973).

A correlacdo entre a quantidade de irregularidades meidticas e viabilidade

polinica foi estimada por meio da correlagao de Pearson.

3.5 Imagens

As imagens dos meidcitos, das tétrades e graos de pdlen foram capturadas com
microscopio Olympus BX50 e camera digital refrigerada Olympus Q-Color 3. A
captura foi feita através de um sistema de andlise de imagens computadorizado e com o

software Image-ProPlus versdo 6.0 (Media Cybernetics, Inc, Silver Spring, MD, USA).

4 RESULTADOS

4.1 Meiose
4.1.1 Plantas parentais

O ntimero cromossdmico foi contabilizado nas células analisadas de C. arabica
cv Bourbon Vermelho (Co 667) e C. canephora cv Robusta (Co 254) como um dos
parametros para estabelecer o grau de normalidade dos parentais. A andlise dos
meiocitos do parental C. arabica indicou 44 cromossomos em 58 células e apenas 2

células com 42 cromossomos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Numero cromossdmico para células analisadas nos parentais C. arabica cv
Bourbon Vermelho (Co 667) e C. canephora cv Robusta (Co 254) e no hibrido
interespecifico arabusta F,

P, P, F
2n N % N % N %

40 0 0,00 1 1.67 4 6,90
M 0 0,00 0 0,00 2 3,45
42 2 3.33 5 8,33 6 10,34
43 0 0,00 0 0,00 4 6,90
44 58 96,67 48 80,00 41 70,69
46 0 0,00 6 10,00 1 1.72

* N = total de células registradas

Na andlise da meiose desses parentais (Coffea arabica cv Bourbon Vermelho Co
667 e Coffea canephora cv Robusta Co 254), e também do hibrido arabusta F;
observou-se que na metdfase I a maioria dos cromossomos pareou-se na forma de
bivalentes, indicando um alto indice de normalidade no pareamento. Entretanto,
algumas anomalias também foram registradas no decorrer da meiose, como a presenca
de monovalentes, tetravalentes, segregacdo precoce dos cromossomos, tanto na
metafase I como na metafase 11, cromossomos retardatarios, diades, triades e microcitos.

O parental C. arabica apresentou uma média de bivalentes por célula igual a
21,77+0,57 (Tabela 3), o que indicou que a grande maioria das células analisadas
apresentou-se normal em relacdo ao pareamento dos cromossomos. Essa normalidade
pode ser vista também através da porcentagem total relativa de células em divisdo
meidtica com anomalias, indicando que 31,10% das células analisadas apresentaram

algum tipo de irregularidade meidtica (Tabela 4).

Tabela 3 - Médias e desvios padrao do nimero de monovalentes, bivalentes, trivalentes,
tetravalentes e polivalentes na fase de metafase I, nas plantas parentais C. arabica cv
Bourbon Vermelho (P;), C. canephora cv Robusta (P,) e do hibrido arabusta F;

- Monovalente Bivalente Trivalente Tetravalente Polivalente
Geracao Plantas

0)) dm (1D av) (poli)
P, Co 667 0,13+0,51a  21,77+#0,57a 0,00a 0,07+0,25a 0,00a
P, Co 254 0,80+1,13a  20,03+1,69a 0,00a 0,70+0,79a 0,00a

F, H2460 4,88+2,77b  18,97+2,31a 0,00a 0,20+0,41a  0,03+0,18a

Meédias seguidas por letras diferentes = diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey
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Apesar da taxa de anormalidade ter sido relativamente baixa, observou-se a
presenca de monovalentes, tetravalentes, segregacdo precoce, Cromossomos
retardatdrios, diades, triades e presenga de microcitos nas células do parental C. arabica
(Tabela 4 e 5).

A quantidade de monovalentes foi registrada tanto na forma de média como em
porcentagem. A média do numero de monovalentes por célula em metafase I no parental
C. arabica foi de 0,13+0,51 e o percentual de células analisadas com a presenga de
monovalentes foi de 6,67%.

Outra anomalia observada, ainda em metafase 1, foi a presenca de tetravalentes.
Registrou-se uma média de 0,07+0,25 de tetravalentes por célula e uma porcentagem de
6,67% das células com a presenca de tetravalentes.

De acordo com os resultados da andlise dos cromossomos, observou-se que
23,33% das células analisadas em metafase I e 50% das células analisadas em metafase
II apresentaram cromossomos com segregacao precoce.

Uma irregularidade encontrada com relativa freqiiéncia em diversas fases da
meiose foram os cromossomos retardatarios. A presenca de retardatarios foi notada em
33,33% das células em anéafase I, 26,67% das células em teldfase 1, 36,67% das células
em anafase Il e em 13,33% das células em tel6fase II.

Analisando-se os produtos meidticos verificou-se que o parental C. arabica
apresentou uma alta porcentagem de tétrades normais (92,49%). Mesmo assim, essa
planta ainda apresentou 1,67% de diades, 4,17% de triades e 1,67% de células com
micrdcitos. A partir desses dados, estabeleceu-se o indice meidtico, ou seja, a
porcentagem de tétrades normais, que foi de 94,17% para esse parental (Tabela 5).

Na andlise meidtica realizada no parental C. canephora tetrapléide foram
registrados igualmente a média de bivalentes, o nimero de cromossomos € também
observadas irregularidades: monovalentes, tetravalentes, segregacdo precoce dos
cromossomos para os polos, retardatérios, triades, poliades e micrdcitos.

O nuimero de cromossomos apresentou uma variacdo entre as células, ja que em
60 células analisadas, observou-se: 48 células com 44 cromossomos; 6 células com 46
cromossomos; 5 células com 42 cromossomos e 1 célula com 40 cromossomos (Tabela
2).

Uma média igual a 20,03+1,69 de bivalentes por célula foi registrada nas células
em metifase [ para a espécie C. canephora, sendo que este valor nao foi

significativamente diferente do registrado para o parental arabica.

25



O valor calculado por meio da contagem de células totais analisadas do parental
C. canephora, demonstrou que 38,33% das células em divisdo meidtica apresentaram
algum tipo de anormalidade.

A média de monovalentes por célula em metifase I foi de 0,80+1,13 e a
porcentagem de células nesta fase apresentando monovalentes foi de 36,67 %.

Do mesmo modo, a média de tetravalentes por célula em metafase I foi de
0,70+0,79 e a porcentagem de células em metédfase I apresentando tetravalentes foi de
53,33%.

Outra anormalidade observada foi a segregacdo precoce dos cromossomos para
os polos em metédfase I e II. Na primeira divisdo, observou-se que 6,67% das células
possuiam cromossomos com segregacdo precoce, ja na segunda divisdo, 40% das
células tiveram seus cromossomos fora da placa equatorial, seguindo para os pélos.

Para C. canephora também foram registrados cromossomos retardatrios em
26,67% das células analisadas em anafase I, 36,67% das células em tel6fase I, 36,67%
das células em anafase Il e 36,67% em telofase I1.

As tétrades para esse parental apresentaram-se da seguinte forma: uma
porcentagem de 1,67% em forma de triades, 2,50% de poliades e 7,50% com a presenca
de micrécitos. A partir da porcentagem de tétrades normais calculou-se o indice

meiotico, que foi igual a 88,33% (Tabela 5).
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Tabela 4 - Porcentagem de anormalidades meidticas e viabilidade polinica das plantas parentais C. arabica cv Bourbon Vermelho Co 667 (P)) e
C. canephora cv Robusta Co 254 (P,) e do hibrido arabusta F,

Fases da meiose e tipos de anormalidades

Células meioticas Met I Anal Telol MetIl Anall  TeloIl Tétrade
Planta Total W Mono Tri Tetra Poli Prec Retard. Retard. Prec. Retard. Retard. Normais Anormais
P, 360 112 31,10 6,67 0,00 6,67 0,00 2333 33,33 26,67 50,00 36,67 13,33 92,49 7,51
P, 360 138 38,33 36,67 0,00 5333 0,00 6,67 26,67 36,67 40,00 36,67 36,67 88,33 11,67
F, 360 293 81,39 86,67 0,00 20,00 3,33 23,33 80,00 70,00 80,00 80,00 91,67 25,84 74,16

Met I=metafase I; Ana I=anafase I; Telo I=teldfase I; Met II=metafase II; Ana II=anafase II; Telo II=tel6fase 11
Mono=monovalentes; Tri=trivalentes; Tetra=tetravalentes; Poli=polivalentes; Prec=segregacdo precoce; Retard.=retardatarios
N= nimero de células em divisdo meidtica com irregularidades
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Tabela S - Porcentagens de diades, triades, poliades e micrécitos encontrados nas
tétrades; indice meidtico e viabilidade dos graos de pélen medidos por coloragdo (VPC)
e por germinagdo (VPG), para os parentais C. arabica cv Bourbon Vermelho Co 667
(Py) e C. canephora cv Robusta Co 254 (P,) e no hibrido arabusta (F)

Tétrade Indice
Plantas Diades Triades Poliades Microcitos meidtico VpC VPG
P, 1,67 4,17 0,00 1,67 94,17 84,21 38,60
P, 0,00 1,67 2,50 7,50 88,33 62,86 12,27
F, 0,00 0,83 0,00 73,33 25,83 53,70 6,25

4.1.2 Hibrido arabusta F

Ao analisar células em metdfase I do hibrido arabusta F; pode-se constatar um
nimero inconstante de cromossomos que variou de 2n=40 a 2n=46 (Tabela 2).

O estudo da meiose revelou varias anomalias, tais como: monovalentes,
tetravalentes, polivalentes, segregacdo precoce, cromossomos retardatarios, bivalentes
nos polos, triades e micrécitos e os resultados das médias e porcentagens estdo
respectivamente nas tabelas 3,4 e 5.

A média de bivalentes por célula analisada em metéafase I, no hibrido arabusta
Fy, foi de 18,97+2,31.

A porcentagem de células meidticas com anomalias indica que a taxa de
irregularidades no hibrido arabusta F; foi elevada, chegando a atingir 81,39% das
células em divisao meidtica.

Em metéfase I, observou-se uma média igual a 0,80+2,77 de monovalentes por
célula e uma porcentagem de células com a presenca de monovalentes igual a 86,67%.
Este valor diferiu significativamente a 5% pelo teste de Tukey, dos parentais (Tabela 3).

Da mesma forma, a média de tetravalentes observados por célula foi igual a
0,204£0,41 e a porcentagem das células analisadas em metédfase 1 com tetravalentes foi
de 20%.

Outra anomalia observada foi a presenga média de 0,03+0,18 de polivalentes em
média por célula, e uma porcentagem de 3,33% de células com polivalentes.

Analisando-se as células meidticas, pode-se observar ainda uma segregacao
precoce dos cromossomos para os polos. Essa anomalia esteve presente em 23,33% das
células analisadas em metéafase I e em 80% das células analisadas em metéfase II.

A ocorréncia de cromossomos retardatarios também foi freqiiente no hibrido F;

avaliado. Registrou-se a presenca dessa anomalia em 80% das células analisadas em
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anafase I e em 70% das células em tel6fase I. Na segunda divisdo meidtica também se
pode observar retardatdrios nas células, assim sendo, observou-se retardatarios em 80%
das células analisadas em anafase Il e em 91,67% das células em tel6fase I1. Todos estes
valores foram superiores aos encontrados nos parentais P; e P, (Tabela 4).

Observaram-se também bivalentes que ndo se separaram, nos pélos das células
em anafase I, porém essa irregularidade ndo foi contabilizada.

As tétrades também se mostraram anormais em forma de triades e com a
presenca de microcitos, corroborando com as irregularidades da meiose. Para o hibrido
arabusta F; verificou-se a ocorréncia de 0,83% de triades e também 73,33% de tétrades
contendo micrécitos.

Esses dados das tétrades permitiram calcular o indice meiético que foi igual a
25,83% para o hibrido arabusta F;, valor bem inferior aos dos parentais P; e P, (Tabela

5).

4.1.3 Populacao F;

O nimero cromossomico também foi verificado e constatou-se a ocorréncia de
nimero varidvel de cromossomos nas células em metdfase I em todas as plantas de
hibridos F, analisadas e essa variacdo do niimero de cromossomos ocorreu tanto entre as
células de uma mesma planta, quanto entre as plantas (Tabela 6). A planta 89
apresentou a menor porcentagem de células com 44 cromossomos (16,67%) enquanto
que as plantas 40, 98 e 99 apresentaram a maior porcentagem de células analisadas com
44 cromossomos (93,33%).

Nas andlises meidticas realizadas nas 30 plantas de hibridos F, foram registrados
de um modo geral, altos indices de irregularidades meidticas. As plantas apresentaram
uma variagdo em relagdo ao total de anormalidades, assim como, para cada tipo de
anomalia. Desse modo, a planta que apresentou a menor porcentagem total de células
em divisdo meidtica com anomalias (51,1%) foi a planta 94, enquanto a maior
porcentagem (93,3%) foi registrada na planta 143 (Tabela 7).

Foram observados bivalentes associados a varios tipos de anomalias, tais como:
variacdo no nimero de cromossomos, monovalentes, multivalentes, segregacdo precoce,
presenca de retardatdrios, bivalentes nos pélos, pontes cromossdmicas, cromossomos
com aderéncia, diades, triades e microcitos.

Os bivalentes, observados na meiose desses hibridos foram contabilizados e

expressos em média de bivalentes por célula. Essa média variou entre as plantas: de
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15,104£3,23 na planta 124 a 19,50%=1,25 na planta 23 (Tabela 8). Observou-se que 0s
bivalentes, normalmente pareados, apresentaram-se em sua maioria, na forma de bastio

(Figura 3A).

Tabela 6 - Niumeros cromossdmicos para células analisadas na populacdo amostrada de
hibridos arabusta F,

N° cromossomico (2n)

Plantas 40 41 42 43 44 46 47 48
N° de células
01 0 1 6 0 23 0 0 0
07 2 2 4 0 21 1 0 0
16 3 1 1 0 21 4 0 0
17 3 2 4 0 21 0 0 0
23 2 1 1 0 25 1 0 0
35 k S k * k k * %k
29 0 1 0 0 27 2 0 0
38 5 0 2 0 23 0 0 0
39 1 1 1 0 26 0 1 0
40 0 0 2 0 28 0 0 0
44 5 0 0 1 23 1 0 0
45 3 0 5 0 17 5 0 0
54 2 1 3 0 22 1 0 1
56 4 0 7 0 17 2 0 0
57 5 0 3 0 21 1 0 0
60 0 2 0 0 20 3 3 2
63 5 0 5 0 19 1 0 0
73 9 0 0 0 18 1 0 2
74 3 0 2 0 24 0 0 1
82 4 1 4 0 21 0 0 0
86 1 1 2 0 26 0 0 0
89 5 0 14 0 5 4 0 2
94 5 2 6 1 16 0 0 0
98 2 0 0 0 28 0 0 0
99 0 0 0 0 28 1 0 1
102 1 2 1 0 26 0 0 0
117 4 0 5 1 19 0 0 1
124 7 0 3 0 16 2 0 2
143 9 0 6 1 14 0 0 0
152 5 0 5 0 20 0 0 0

N=30 células analisadas por planta;
* Contagem nio realizada
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Analisando-se os resultados, constatou-se que a presenga de monovalentes em
metéfase I (Figura 3B e 3C) é, comparativamente, a anomalia mais freqiiente registrada
para os hibridos F,. Os resultados para o registro dessa anomalia foram apresentados em
médias por célula e em porcentagem de células. A média de monovalentes por célula
analisada variou de 2,80+1,77 na planta 63 a 7,07+2,36 na planta 98 (Tabela 8).

Igualmente, a porcentagem de células com monovalentes apresentou-se varidvel
entre as plantas sendo a menor delas (75%) observada na planta 86. No entanto essa
anomalia foi observada em 100% das células analisadas para as plantas 07, 16, 17, 38,
40, 45, 54, 56, 73, 89, 94, 98, 99 e 143 (Tabela 9).

Também na metafase I, observou-se ainda a presenca de multivalentes, mais
especificamente divididos em trivalentes (Figura 3D), tetravalentes (Figura 3A) e
polivalentes (Figura 3B e 3D).

Em relacdo a presenca de trivalentes, quando se contabilizou o nimero de
trivalentes por célula, observou-se uma variacdo da média de 0,00 nas plantas 94 e 99 a
0,63+0,76 na planta 60 (Tabela 8). Ja4 quando a porcentagem de células com a presenca
de trivalentes foi calculada, ndo foi registrada nenhuma célula com a presenca de
trivalente (0%) nas plantas 94 e 99, por outro lado, a planta 60 apresentou uma
porcentagem de 46,67% das células com essa anomalia (Tabela 9).

Quanto a presenga de tetravalentes nas células das plantas hibridas F,, a planta
23 teve a menor média por célula (0,10£0,40), enquanto a planta 74 apresentou a maior
média (1,60+1,19) (Tabela 8). A menor porcentagem de células com tetravalentes foi
registrada também para a planta 23 (6,67%) e a mais elevada para planta 16 (83,33%)
(Tabela 9).

Outra forma de anomalia encontrada em metafase I foram os polivalentes. Essa
anomalia ndo foi registrada em todas as plantas F,, mas em algumas os polivalentes
foram freqiientes. A presenca de polivalentes nas células em metafase I analisadas
variou em média de 0,00 nas plantas 16, 23, 29, 39, 40, 45, 89 e 143, a 0,97+1,31 na
planta 152 (Tabela 8). Calculou-se ainda a porcentagem de células com a presenga de
polivalentes, a qual também variou, sendo que a planta 56 apresentou o maior valor,

43,33% de células com polivalentes (Tabela 9).
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Tabela 7 - Numero total de células em divisdo meidtica (CDM) analisadas, niimero e porcentagem de células com divisao meidtica irregular,
indice meidtico (%) e porcentagem de graos de polens vidveis obtidos por meio de coloracdo (VPC) e germinacdo in vitro (VPG) para a

populacdo F, de hibridos arabusta de café (Continua)

Plantas
01 07 16 17 23 29 35" 38 39 40 44 45 54 56 57
N° CDM analisadas 180 180 180 180 180 160 180 160 170 180 180 180 170 180 180
N° CDM irregulares 112 105 111 135 113 131 105 111 125 121 108 124 114 110 121
% CDM irregulares 62,2 58,3 61,7 75,0 62,8 72,8 58,3 61,7 69,4 67,2 60,0 68,9 63,3 61,1 67,2
(61-36) (57-40) (60-37) (74-24) (61-36) (71-26) (68-29) (64-33) (68-29) (66-31) (58-39) (67-30) (62-35) (60-37) (66-31)
fndice meidtico 55,0 51,7 10,0 20,0 35,0 26,7 48,3 48,3 60,0 46,7 6,7 41,7 15,0 11,7 25,0
(43-53) (50-46) (9-88) (19-78) (33-63) (25-71) (53-43) (46-50) (58-38) (45-51) (6-91) (40-56) (14-83) (11-86) (24-73)
VPC 79,0 78,0 74,9 55,0 56,6 48,7 68,5 68,8 62,2 66,0 52,2 79,2 55,9 41,0 442
(77-20) (76-20) (73-23) (53-43) (54-41) (46-49) (66-30) (67-29) (60-36) (64-35) (50-46) (77-19) (54-42) (39-57) (42-53)
VPG 10,0 9,8 36,5 42 7,7 38,4 21,1 21,3 21,4 7.5 7.4 31,8 16,9 12,0 7,8
(9-88) (9-88) (35-61) (4-94) (7-91) (36-59) (20-77) (20-77) (20-76) (7-91) (7-91) (30-66) (16-81) (11-86) (7-90)

* Planta 35 ndo teve analise da metafase |
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Tabela 7 — Continuacao.

Plantas

60 63 73 74 82 86 89 94 98 99 102 117 124 143 152

N° CDM analisadas 180 180 180 180 180 160 170 180 180 180 180 180 170 180 180

N° CDM irregulares 118 122 159 100 119 96 127 92 112 133 136 133 102 168 128

% CDM irregulares 65,6 67,8 88,3 55,6 66,1 53,3 70,6 51,1 62,2 73,9 75,6 73,9 56,67 93,3 71,1
(64-33) (66-31) (87-11) (54-43) (65-33) (58-39) (69-28) (56-41) (64-33) (72-25) (74-23) (72-25) (58-39) (92-6) (70-28)

fndice meidtico 35,0 48,3 5,0 58,3 11,7 41,7 28,3 46,7 51,7 70,0 16,7 35,0 40,0 65,0 31,7
(33-63) (46-50) (5-93) (56-40) (11-86) (40-56) (27-69) (45-51) (50-46) (68-28) (16-81) (33-63) (38-58) (63-33) (30-63)

VPC 28,6 74,3 56,5 26,2 47,5 52,3 72,5 48,4 44,7 44,5 69,6 70,8 70,7 49,7
(27-69) (72-24) (54-41) (25-72) (45-50) (50-45) (70-26) (46-49) (43-53) (42-53) (67-29) (69-27) (68-28) (48-50)

VPG 6,8 28,5 % 8,5 3,8 15,9 34 15,0 10,7 9,6 16,2 7,3
(6-91) (27-69) (8-90) (3-95) (15-82) (3-95) (14-83) (10-87) (9-89) (15-82) (6-91)

CDM-=células em divisdo meidtica;
* Fase ndo analisada
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Figura 3 - Irregularidades em células em divisdo meidtica nas fases de metdfase I e
metafase II de plantas da populacdao F, de hibridos arabusta de café. A: Bivalente na
forma de bastdo (%) e tetravalentes ( —-%); B: Polivalente ( -->) e cromossomos em
segregacdo precoce (—); C: Monovalentes (—») ; D: Trivalente ( --») e Polivalente
(—); E, F: Cromossomos em segregacdo precoce (- => ). Barra= 10um.
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Tabela 8 - Médias e desvios padrao do nimero de bivalentes, monovalentes, trivalentes,
tetravalentes e polivalentes na fase de metdfase I, nas plantas da populacdo F,

examinadas
Geragio Plantas Monovalente Bivalente Trivalente Tetravalente Polivalente
D (1)) (I11) av) (poli)
1 3,77+1,68 19,27+1,67 0,07+0,25 0,23+0,50 0,03+0,18
7 4,33+1,35 17,77€1,87 0,10+0,31 0,57+0,68 0,03+0,18
16 4,67+1,74 16,37+£2,11 0,03%0,18 0,2020,60 0,00
17 4,83+1,46 18,17¢1,70 0,03+0,18 0,37+0,56 0,03+0,18
23 4,59+1,62 19,50+1,25 0,03+0,18 0,10£0,40 0,00
29 4,33+£2,04 19,13+1,33 0,17+0,46 0,20+0,48 0,00
35 ES ES £ ES ES
38 4,95+1,39 17,40+1,85 0,10+0,31 0,55+0,76 0,10+0,31
39 4,53+1,81 18,43+1,70 0,20+0,48 0,47+0,73 0,00
40 4,23+1,65 18,87+1,31 0,03+0,18 0,43+0,63 0,00
44 3,53+2,32 15,67£2,64 0,37+0,76 1,17+0,79 0,40+0,72
45 4,57+1,79 18,60+1,59 0,03+0,18 0,33%0,55 0,00
54 5,47+1,93 16,57+2,54 0,10+0,31 1,07+0,92 0,13%0,35
56 3,50+1,04 16,50+2,39 0,17+0,38 0,57+0,68 0,63%0,85
F 57 3,90+1,63 17,73£2,12  0,40+0,81 0,47+0,51 0,10£0,40
2 60 4,37+£2,04 15,23+£2,31 0,63%0,76 1,17+0,91 0,53+0,82
63 2,80+1,77 18,43+1,79 0,07+0,25 0,43+0,68 0,13%0,35
73 6,47+1,43 16,67+1,72 0,13+0,35 0,27+0,52 0,20+0,41
74 3,27+1,55 16,20£298 0,2340,63 1,60%1,19 0,20+0,48
82 3,20+2,31 17,50+2,53 0,07%0,25 0,73%0,83 0,17+0,38
86 3,4542.46 16,65+2,25 0,10+0,31 1,15+0,88 0,25+0,44
89 5,63+£2,11 17,20%£1,95 0,03+0,18 0,53+0,78 0,00
94 3,53+1,50 17,63+1,87 0,00 0,77+0,90 0,10£0,31
98 7,07+£2,36 17,00+£2,12  0,30+0,53 0,30+0,47 0,07+0,25
99 3,80+1,71 19,13+1,66 0,00 0,43+0,57 0,03+0,18
102 5,37+2,54 17,27+£2,32  0,10%0,31 0,63+0,72 0,13%0,35
117 5,83%1,53 16,43+2,03  0,23+050 0,60%0,77 0,20+0,41
124 4,25+3,01 15,10+£3,23  0,60+1,05 1,05+0,94 0,35+0,67
143 5,63%2,08 17,27+£2,20 0,13£0,43 0,40+0,67 0,00
152 4,10£1,74 18,47+£2,39 0,10+0,40 0,4020,50 0,97+1,30

* Fase ndo analisada

Analisando o comportamento dos cromossomos, verificou-se uma segregacao
precoce de cromossomos para os polos das células (Figura 3B), que variou em metéfase
I, de 23,33% nas células da planta 143 a 70% nas plantas 89 e 98. Na metafase II, essa
anomalia também foi observada (Figura 3F), e pdde-se notar que a menor porcentagem
de células com segregacao precoce para os polos foi a da planta 74 (33,33%) e a maior
(83,33%) a da planta 73 (Tabela 9).

Apesar de ndo ter sido contabilizado o niimero de cromossomos nos polos das
células, foi registrado nas andlises efetuadas em anafase 1 a segregacdo irregular dos

Cromossomos.
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A presenga de cromossomos retardatarios foi observada em todas as plantas nas
fases de andfase I, tel6fase I, anafase II e telofase II (Figuras 4 e SD). Em anéfase I as
porcentagens de células com retardatarios variaram de 26,67% na planta 74 a 86,67%
nas plantas 73 e 99. Na tel6fase I os valores variaram de 36,67% das células na planta
94 a 90% das células na planta 73. Ja na anéfase II, as plantas 07 e 63 apresentaram as
menores porcentagens (56,67%), enquanto que a planta 73 teve 90% das células
analisadas com retardatarios. E em tel6fase II, as porcentagens de células com essa
anomalia variaram de 23,33% na planta 07 a 86,67% na planta 82 (Tabela 9).

Foram notadas também outras anormalidades nas plantas (Tabela 9). Observou-
se a presenca de pontes cromossOmicas nas células em anafase I das plantas 29, 45 e 94
(Figura 5E), a segregacdo de bivalentes para os pdlos nas plantas 01, 23, 54, 74, 89 e
102 (Figura 5B e 5C). Foram observadas também, células com cromossomos aderidos,
“stickness” (Figura 4D) nas plantas 01 (6,66%) e 63 (3,33%) e na telofase II a formacgao
de nucleos desiguais nas plantas 01, 23, 29, 45, 57, 60, 82, 86, 98 e 124 (Figura SF).

Todas as irregularidades da meiose mencionadas nas plantas hibridas analisadas
contribuiram para a formacgao de tétrades anormais (Figura 6). Na planta 44, encontrou-
se a maior porcentagem de diades (5%) (Figura 6D) e triades (30%) (Figura 6B). J4 a
porcentagem de poliades (Figura 6E) foi mais elevada na planta 07 (3,33%). A presenca
de micrdcitos (Figura 6F) foi freqiiente e encontrada em todas as plantas, deste modo, a
porcentagem de produtos meidticos com micrécitos variou de 26,67% na planta 99 a
90% na planta 73.

Por meio da porcentagem de tétrades normais (Figura 6A), calculou-se o indice
meidtico (Tabela 7). A planta 73 mostrou o menor indice meidtico (5%) e a planta 99 o

maior indice (70%).
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Tabela 9 - Porcentagens de anormalidades meidticas em plantas da populacdo F, de hibridos arabusta de café (Continua)

. Plantas
Fases  Anormalidades (%) —¢7 07 16 17 23 29 35 38 39 40 44 45 54 56 57
Monovalentes 9333 100,00 100,00 100,00 90,00 96,67  * 100,00 96,67 100,00 80,00 100,00 100,00 100,00 96,67
Trivalentes 6,67 1000 333 333 333 1333 * 1000 1667 333 2333 333 10,00 16,67 2333
Met I Tetravalentes 20,00 4667 8333 3333 667 1667 * 40,00 3333 36,67 80,00 30,00 6333 46,67 46,67
Polivalentes 333 333 1333 333 000 000 * 10,00 000 000 2667 000 1333 4333 6,67
Segregaciio precoce 40,00 56,67 50,00 56,67 6333 6333 * 2500 6333 6333 46,67 40,00 60,00 46,67 40,00
Al Retardatarios 3667 66,67 50,00 60,00 6333 73,33 60,00 80,00 5667 50,00 3333 7667 56,67 6667 5333
Ponte 000 000 000 000 000 333 000 000 000 000 000 333 000 000 000
Telo 1 Retardatarios 46,67 4333 60,00 7333 66,67 8333 80,00 4667 6333 6000 5333 7667 56,67 1667 66,67
Met I Segregacio precoce 60,00 6333 50,00 60,00 76,67 50,00 60,00 50,00 60,00 56,67 5333 4333 50,00 56,67 56,67
Al Retardatarios 70,00 56,67 66,67 80,00 8333 60,00 7667 7667 7000 6333 6333 7333 70,00 7667 66,67
Stickness 666 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Telo 1T Retardatarios 6333 2333 60,00 76,67 50,00 7333 7333 50,00 70,00 7333 6667 4333 46,67 7667 6333
Nicleos desiguais 6,66 0,00 000 000 666 333 000 000 000 000 000 333 000 000 333
Diades 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 500 000 000 000 000
Tétrades Triades 000 000 2333 000 000 833 000 000 000 333 3000 333 000 1,67 333
Poliades 167 167 1000 000 000 167 000 000 167 000 167 333 167 000 000
Micrécitos 5333 4500 56,67 80,00 6500 6333 4500 51,67 6333 50,00 56,67 51,67 8333 8667 7167

Met I=metafase I; Ana I=anafase I; Telo I=tel6fase I; Met II=metafase II; Ana II=anafase II; Telo II=tel6fase 11

* Fase ndo analisada
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Tabela 9 - (Continuagdo)

. Plantas
Fases  Anormalidades (%) —¢o— 373~ 74 g3 86 89 94 98 99 102 117 124 143 152
Monovalentes 96,67 86,67 100.00 96,67 76,67 7500 10000 10000 100,00 10000 90,00 90,00 80.00 100,00 96.67
Trivalentes 1667 667 1333 1667 667 1000 333 000 333 000 1000 1000 3500 1000 667
Met I Tetravalentes 7333 36,67 2333 8000 5333 7500 3667 5000 3667 4000 5000 4333 6500 3000 40,00
Polivalentes 4000 1333 2000 1667 1667 2500 000 1000 000 333 1333 2000 2500 000 333
Segregaciio precoce 6333 26.67 36.67 5000 36.67 4000 70,00 4000 70,00 3333 6333 6333 4000 2333 50,00
ol Retardatirios 4667 06667 8667 2667 5333 3333 6000 7000 7333 8667 76.67 80.00 70.00 80.00 7333
Ponte 000 000 000 000 000 000 000 333 000 000 000 000 000 000 000
Telo 1 Retardatrios 6333 60,00 90.00 5333 76,67 7000 4333 3667 4000 60,00 7000 60.00 5333 8000 80.00
Met Il Segregacio precoce 56,67 66,67 8333 3333 6667 6333 7667 4000 6333 6000 66.67 6333 4667 6333 50,00
anay  Retardatirios 66,67 5667 9000 7000 8667 6333 7000 6000 7000 7667 8000 7667 6000 8333 6333
Stickness 000 333 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Teon  Retardatérios 6333 6667 8000 5333 8667 6000 5333 3000 5000 6000 7000 7333 3000 7667 6333
Niicleos desiguais 6,66 000 000 000 333 1000 000 000 333 000 000 000 1000 000 000
Diades 000 167 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 333 000 000
Tétrades Triades 1.67 167 500 000 000 000 333 167 000 333 333 000 1833 500 0,00
Poliades 167 667 000 000 000 000 000 000 167 000 000 000 000 000 000
Micrécitos 6333 4333 9000 4167 8833 5833 6833 5167 4667 2667 8000 6500 4167 6833 6833

Met I=metafase I; Ana I=anafase I; Telo I=tel6fase I; Met II=metafase II; Ana II=anafase II; Telo II=tel6fase II
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Figura 4 - Irregularidades em células em divisdo meidtica, nas fases de andfase I e
andfase II, de plantas da populacdo F, de hibridos arabusta de café. A-C: Cromossomos
retardatarios em anafase I; D: Cromossomos com aderéncia; E-F: Cromossomos
retardatdrios em andfase II. Barra = 10um.
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Figura 5 - Anomalias presentes em células em divisdo meidtica das plantas da
populacdo F, de hibridos arabusta de café. A: Tetravalente; B-C: Bivalentes nos pdlos;
D: Cromossomos retardatdrios e precoces; E: Ponte cromossomica; F: Tel6fase I com

nucleos desiguais. Barra = 10 um.
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Figura 6 - Produtos finais da microsporogénese das plantas da populacio F, de hibridos
arabusta de café. A: Tétrade normal; B: Triade; C: Triade com um micrécito; D: Diade
com dois micrdcitos; E: Poliade com micrdcitos irregulares; F: Tétrade com vdrios
micrdcitos. Barra = 10 pm.
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4.2 Viabilidade polinica

4.2.1 Plantas parentais

Em relagdo a viabilidade polinica de C. arabica Co 667, foram realizados os
testes por coloracdo e por germinagdo in vitro, tendo sido registradas porcentagens de
viabilidade maxima iguais a 84,21% e 38,6% para cada um dos testes respectivamente
(Tabela 5).

A andlise dos polens evidenciou que o parental receptor (C. arabica) possui
graos bastante uniformes em relacio ao tamanho e coloracio (Figura 7A e 7B).

Em relacdo aos grdos de pdlen de C. canephora, 62,86% deles mostraram-se
vidveis (coloridos) nos testes de coloracdo. Para o teste de germinacdo uma
porcentagem de 12,27% dos grdos apresentou-se vidveis, ou seja, com tubo polinico
germinado (Tabela 5).

C. canephora Co0254 demonstrou uma particularidade em relacdo ao tamanho do
polen. Nas preparacdes analisadas, alguns graos apresentaram-se em tamanho

relativamente maior que os demais (Figura 7C e 7D).

4.2.2 Hibrido arabusta F;

Quanto a viabilidade polinica para o hibrido Fj, o teste de coloragdo mostrou
53,70% de viabilidade (VPC) e o teste de germinagdo in vitro somente 6,25% de
viabilidade dos graos (VPG) (Tabela 5).

A anélise do pdlen mostrou ainda diferengas em relacdo ao tamanho dos graos e

também a presenca de micronucleos dentro dos graos (Figura 7E e 7F).

4.2.3 Populacao F;

Em relacdo a viabilidade do pdlen, os testes de coloracao evidenciaram melhor a
viabilidade. Por esta razdo, a estimativa de viabilidade foi dada pela contagem dos
polens corados e nao corados (Figura 8). A porcentagem de pdlen vidvel variou entre as
plantas F,, sendo encontrada para planta 74 a menor viabilidade polinica por coloragio
(VPC) (26,24%), e para a planta 45 a maior (79,16%) (Tabela 6). Esse parAmetro ndo

foi avaliado na planta 86 pelo fato de nao ter sido possivel obter botdes florais na fase

de desenvolvimento adequada.
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Figura 7 - Visdo geral dos testes de germinagdo para os graos de pdlen das plantas
parentais C. arabica cv Bourbon vermelho Co 667 e C. canephora cv Robusta Co254 e
do hibrido arabusta F,. A-B: Polens do parental C. arabica; C-D: Polens do parental C.
canephora; E-F: Polens do hibrido F;. Barra = 50 um.
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Para os testes de germinagdo, alguns testes foram realizados utilizando meios de
cultura com composicdes e concentragcdes diferentes. E apesar da baixa germinagdo em
todos eles, houve diferenca quanto ao meio utilizado. O meio de germinagdo 6 foi
utilizado para os testes de viabilidade ja que apresentou o melhor percentual de
germinagdo nos testes de meio de cultura (Tabela 10).

Nas avaliagoes de viabilidade do pdélen por meio da germinacdo in vitro (VPG),
consideram-se graos vidveis aqueles cujo comprimento do tubo polinico emitido fossem
igual ou superior ao diametro do pélen. Conforme apresentado no anexo 9, a VPG teve

um valor maximo de 38,38% na planta 29 e minimo de 3,40% na planta 98.

Tabela 10 - Porcentagem de polens germinados do hibrido arabusta F, em diferentes
meios de germinagao

Meios de germinacdo Total de pélen Total germinado VPG (%)

Meio 1 1250 6 4,80
Meio 2 2250 5 2,22
Meio 3 2750 300 14,18
Meio 4 1800 0 0,00
Meio 5 1440 533 37,01
Meio 6 2000 657 38,80

As plantas 73, 74, 86 e 99 ndo tiveram o teste de germinacdo realizado pelo fato
de ndo ter sido possivel a obtengao de material, ou seja, botdes florais na fase adequada
de desenvolvimento. Os ramos com os botdes jovens trazidos para o laboratério
abortaram precocemente ou ndo formaram pdlen em quantidade suficiente para os
testes. Também devido as condi¢des climéticas atipicas, como chuvas no periodo de
inverno, nos dois anos em que foram feitos os experimentos da dissertacao, a floracao
dos cafezais em geral foi irregular. Nesta, os botdes das inflorescéncias ndo estavam
uniformes, quanto ao desenvolvimento, devido ao excesso de umidade.

Além da porcentagem de polens viaveis, foi analisada também a diferenga de
tamanho do pdlen, a presenca de microntcleos, quantidade de material citoplasmatico
no polen e quantidade de calose. Essas caracteristicas variaram de planta para planta,

sendo necessdrio descrever cada planta individualmente.
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Figura 8 - Visdo geral dos graos de pdlen das plantas da populacido F, de hibridos de
arabusta de café submetidos ao teste de coloracdo com corante Alexander. A, B, C e D:
Polens vidveis (coloridos) e polens invidveis (sem coloragdo); E: Graos com diferentes
diametros; F: Tétrade mal formada. Barra = 50 pm.
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Na planta 01 foram encontrados pouquissimos graos de pdlen nas laminas, os
quais tinham um tamanho bastante regular. Muitos grdos de pdlen apenas iniciaram a
germinacdo sendo que os tubos cessaram o crescimento antes de atingirem o
comprimento equivalente ao diametro do grdo. Com base neste critério a taxa de
emissao de tubos polinicos foi baixa e igual a 10,00% (Anexo IX). Na planta 07 havia
uma grande quantidade de polens nas laminas, os tubos emitidos eram translicidos e
sem conteudo, alguns deles com dois tubos (Figura 9D) e, ao contrério da planta 01, os
graos tinham uma diferenciacdo de tamanho, com presenca de micronucleos (Figura
10B), e a VPG foi de 9,85%.

Igualmente, na planta 16 foi visto grande quantidade de polens, com diferenca
de tamanho e com micrdcitos, além da presenca de vérios polens com tubos polinicos
translicidos sem contetddo (Figura 10D). Porém, a porcentagem de germinagao foi igual
a 36,51%. Ja na planta 17, as laminas continham poucos polens, mas estes tinham
diametros diversos e também uma grande quantidade de microntcleos. Tubos polinicos
sem contetido também foram observados. A taxa de germinacdo foi de 4,22%, como
pode ser visto na tabela 6.

As laminas da planta 23 possuiam relativamente maior quantidade de pdlen,
porém alguns graos eram pouco coloridos ou até vazios, 0s quais ndo germinaram
(Figura 10C). Além disso, visualizaram-se tubos polinicos vazios, translicidos (sem
colorag@o) e com pouco material; houve germinacao de 7,70% dos polens. A planta 29
apresentou poucos graos de pdlen soltos nas laminas, pois 0s mesmos estavam
predominantemente em formacgdo de cachos (Figura 9F). Observou-se também 61,62%
de polens invidveis e com diametros variados. Os graos de pdlen dessa planta
apresentaram aspecto desidratado.

Observou-se pouca variacdo de tamanho entre os polens da planta 35 e alguns
polens invidveis eram de tamanho bem pequeno (Figura 10C). Encontraram-se também
graos de podlen agrupados no formato de cachos e grios com tubos polinicos
translicidos, sem contetido. Contudo, no geral a taxa de germinagao foi de 21,11%. A
planta 38 mostrou graos de pélen de tamanho uniforme, registrando-se poucos graos de
tamanho relativamente menor e uma VPG de 21,27%.

Para a planta 40, as laminas continham poucos grdos de pdlen tanto coloridos
como sem coloracio e ambos na mesma proporcdo. A germinacdo de tubos foi
verificada em 7,48% dos polens e os tubos germinados eram comparativamente grandes

(Figura 10B). Aparentemente, a parede do pdlen da planta 40 era mais fina e os polens
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estavam dispostos em pequenos grumos. Na planta 44 também foi observada diferenca
de tamanho nos graos de pdlen sendo que muitos estavam vazios, invidveis, de tamanho
menor que os demais e, com parede mais espessa. A taxa de germinagao foi de 7,38%.

Na planta 45, os graos de pdlen apresentaram-se com tamanho regular e
espalhados (Figura 10F). A germinacdo foi de 31,85% e foi registrada a presenca de
uma quantidade consideravel tubos translicidos e sem conteudo (Figura 10D). As
andlises de pdlen da planta 54 mostraram diferencas quanto ao tamanho dos graos e a
taxa de germinacgdo foi de 16,86%, maior em comparagdo as outras 18 plantas (72%).

A planta 56 apresentou também uma diferenca no tamanho dos graos, ocorrendo
a presenc¢a de muitos graos invidveis (Figura 10A), grao em formagdo de cachos, poucos
tubos polinicos germinados e com comprimento maior que o didmetro do grdo e varios
deles vazios. A taxa de germinagdo foi de 12,00%. A planta 57 também apresentou
graos de tamanhos extremos, alguns muito grandes e outros bem pequenos, destacando
por esta diferenca de tamanho de pdlen (Figura 9C). A germinagdo foi de 7,78% e
mostrou-se irregular quanto aos comprimentos dos tubos; registraram-se tubos polinicos
com comprimentos variados.

No geral, os polens considerados normais e vidveis da planta 60 mostraram-se
comparativamente pequenos sendo que os grdos considerados invidveis (vazios/ndo
coloridos), menores ainda. Foram contabilizados poucos polens germinados (6,67%) e
alguns estavam agrupados em cachos (Figura 9E). A planta 63 apresentou polens
vazios; os graos cheios, vidveis e coloridos, tinham tamanho regular (Figura 10F). A
taxa de germinacdo foi 28,54%, e sendo que os tubos alcancaram comprimentos
comparativamente grandes em relacdo as demais plantas.

Nas laminas das plantas 73 e 74 foi observada grande quantidade de polens
vazios e alguns com coloragdo intermedidria ou fraca. Os polens também se
apresentaram com grandes diferencas de tamanho. A germinag¢do dessas plantas ndo foi
avaliada, devido as plantas terem murchado antes das flores se abrirem.

A planta 82 apresentou diferenca de tamanho de pdlen e a presenca de muitos
micrécitos (Figura 10A). Registrou-se uma baixa quantidade de polens germinados,
sendo a taxa de germinacdo de 8,55%. O pdlen da planta 86 ndo foi avaliado, pelo
mesmo problema da plantas 73 e 74. Para a planta 89, observou-se pouca diferenca no
tamanho dos graos de pdlen, poucos tubos germinados (3,38%) e alguns grupos de

graos de pdlen dispostos em cachos.
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Figura 9 - Particularidades dos griaos de pdlen das plantas da populagdo F, de hibridos
arabusta de café coloridos com Alexander. A: Dois graos dentro de uma tnica capa de
calose; B: Pdlen com parede mais espessa; C: Diferenca de tamanho entre polens
invidveis; D: Grao de pdlen com dois tubos polinicos; E: Griaos de polens que
permaneceram agrupados em cacho. Barra = 50 um.
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Figura 10 - Pélen das plantas F, de hibridos arabusta de café, coloragdo com corante
Alexander. A C e F: Micrdcitos misturados aos polens; B, E: Tubos polinicos normais
com material genético; C: Diferenca de viabilidade e tamanho de grdaos de pdlen; D:
Tubos polinicos com e sem material genético. Barra = 50 um.

49



A planta 94 apresentou uma diferenga de tamanho de podlen, além de uma
coloragdo intermedidria. Os polens invidveis eram de tamanho menor que os vidveis e
encontrou-se além da presenca de micrdcitos bem pequenos, tubos translicidos e sem
contetido. A taxa de germinacdo foi igual a 15,90%. A planta 98 apresentou também
polens com diferenga de tamanho e uma coloracdo intermedidria, além de muitos
micronucleos. Poucos polens germinaram (3,40%), mas os vidveis germinaram bem,
apesar da presenca de alguns tubos translicidos.

As laminas da planta 99 tinham poucos polens coloridos, mas que tinham
formato e tamanhos regulares. A germina¢cdo ndo foi avaliada. Houve variagdo no
tamanho dos polens da planta 102 que apresentou muitos graos vazios € poucos
germinados (15,00%). Ja a planta 117 possuia polens de tamanhos uniformes. Com a
germinacdo em meio de cultura, observaram-se tubos polinicos muito grandes (15,00%)
e a presenga de até dois tubos polinicos em um sé pélen (Figura 9D).

A planta 124 mostrou um tamanho de pdlen aproximadamente regular e com
poucos micronicleos. A germinacdo foi razodvel em comparagdo com outras plantas
(9,63%), mas os polens realmente vidveis germinaram bastante. Na planta 143, a
porcentagem de pdlen germinando foi de 16,19%, encontrando-se polens de tamanhos
diferentes, como nas plantas 56 e 82, por exemplo, com micrécitos bem pequenos
(Figura 10C), muitos polens vazios e polens com tubos translicidos, além de polens
abortados.

Nas laminas da planta 152 notaram-se polens com coloracdo intermedidria,
muitos polens vazios, com tamanhos diferentes, além de tubos com pouco material

genético, o que pode ter ocasionado a baixa taxa de germinagado (7,26%).

4.3 Correlacoes

O coeficiente de correlacdo pelo teste de Pearson entre a porcentagem de células
em divisdo meidtica anormais e tétrades anormais foi de 0,47 a 1% de significancia
(Anexo X).

A porcentagem de células em divisdo meidtica (CDM) com anomalias e a taxa
de viabilidade obtida por coloracio (VPC) ndo apresentou correlacio a 5% de
significancia pelo teste de Pearson (r = -0,23). Quando foi avaliado o grau de
associacdo entre a porcentagem de células em divisao meidtica (CDM) com anomalias e
VPG, nao foi observado também correlagdo entre essas varidveis (r = -0,23) (Anexos XI

e X10).
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O coeficiente de correlacdo pelo teste de Pearson foi de -0,34 a 5% de
significancia, indicando uma correlacio moderada entre a porcentagem de tétrades
anormais e viabilidade obtida por coloracdo. A tendéncia de correlagdo negativa indica
que quanto maior a porcentagem de tétrades anormais, menor a VPC (Anexo XIII).

Nao houve correlagdo entre a porcentagem de tétrades anormais e VPG, mas
mesmo assim, o grafico apresentou uma tendéncia de correlagdo negativa, ou seja,
quanto maior a porcentagem de tétrades anormais, menor a VPG (Anexo XIV).

O coeficiente de correlagdao pelo teste de Pearson a 1% de significancia entre
VPC e VCG foi de 0,48, relatando que essas varidveis apresentam dependéncia entre si
e como a correlagdo foi positiva, quanto maior a VPC, maior a VPG (Anexo XV).

A correlagdo entre viabilidade polinica pelos diferentes testes e produtividade de
frutos ndo foi significativa (Anexos XVI e XVII). Ou seja, a viabilidade do pdlen das

plantas da populacdo F, ndo tem relacdo com a produtividade das plantas.

5 DISCUSSAO

5.1 Meiose

O estudo do comportamento meidtico ja foi realizado em vérias espécies,
sobretudo em espécies e plantas hibridas de café (MENDES, 1950; MEDINA, 1952;
MEDINA & RIJO, 1969; MEDINA, 1963; MONACO & MEDINA, 1965; REDDY &
NARAYAN, 1981; OWUOR, 1985; BOAVENTURA & CRUZ, 1987,
BOAVENTURA, 1990). No entanto, apesar desses varios trabalhos, dados sobre
comportamento meidtico em hibridos arabusta F, de café jamais haviam sido relatados,
sendo, portanto inéditos os que aqui estdo sendo apresentados e discutidos.

Neste caso particular da populaciao de genétipos de hibridos arabusta F, de café,
preservados para uma possivel utilizacdo em programas de cruzamento, devido a sua
diversidade genética, as informagdes sobre o comportamento meidtico sdo parte
importante na escolha e orientagdo de estratégias para o melhor uso dessas plantas.

Esta primeira descricdo dos perfis meidticos, de uma amostra de 30 plantas,
dessa populacdo com 167 hibridos arabusta F, de café, longe de ser definitiva,
pretendeu dar inicio a uma série de andlises citogenéticas que serdo realizadas em

amostras mais amplas.
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As andlises do comportamento meidtico das espécies parentais e também do
hibrido F; foram usadas como parametros comparativos na avaliacdo do grau de
normalidade e/ou anormalidade dos hibridos F,, ou seja, a descricdo dos perfis das
plantas F, foi baseada na comparagdo dos resultados das andlises meidticas dos
parentais e do hibrido F, pois o esperado é um aumento no indice de anormalidades dos
parentais para as progénies hibridas, sempre em todos os casos, com variagdes.

MEDINA (1950) registrou pareamento com 22 bivalentes na metdfase I da
microsporogénese das variedades semperflorens e Caturra de C. arabica. Os resultados
das andlises meidticas do parental C. arabica aqui realizados também mostraram o
menor indice de anormalidades, pois apenas 31,10% das células analisadas
apresentaram anormalidades e uma meiose relativamente regular, em termos de
pareamento, ja que o nimero de bivalentes por célula foi igual a 21,77+0,57 para um
maximo esperado de 22 bivalentes (Tabela 3).

As andlises da planta parental C. canephora apresentaram um indice de
anormalidade um pouco maior (38,33%), mas ainda dentro de um parametro
relativamente estavel (Tabela 4).

Ja nas andlises da meiose do hibrido F; foi registrado um alto indice de
anormalidade (81,39%), demonstrando ser esta uma planta pouco estdvel meioticamente
(Tabela 4).

Para as plantas da populagao F,, anormalidades no comportamento meiético sao
esperadas, pois além de tratar-se de plantas hibridas, sdo também plantas poliploides.
Assim, no caso das plantas dos hibridos F, analisadas verificaram-se de fato altos
indices de irregularidades na meiose e indices variados dos diferentes tipos de
anomalias para cada uma das plantas (Tabelas 7 € 9).

A menor porcentagem de células em divisdo com anormalidades no processo
meidtico foi registrada na planta 94 (51,1%), ou seja, essa planta apresentou a meiose
com menor indice de anomalias em relacdo as outras plantas da amostragem da
populacdo. Por outro lado, a maior porcentagem de células em divisao anormais foi
encontrada na planta 143 (93,3%), ou seja, essa planta apresentou o maior indice de
anomalias meidticas em relagdo as demais plantas.

Analisando-se os resultados para as plantas hibridas da F,, notou-se que a
porcentagem de retardatdrios, em diferentes fases da meiose, provavelmente tenha
contribuido consideravelmente na porcentagem total de anormalidade nessas plantas.

Pois como foi observado nas anélises das plantas da populacdo F, em geral, as plantas
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que possuiam um elevado nimero de células com cromossomos retardatirios em
diferentes fases da meiose, apresentaram conseqiientemente uma maior porcentagem de
células com meiose anormal.

A planta 94 apresentou uma baixa porcentagem de retardatdrios na meiose I,
resultando em uma meiose II com menor freqiiéncia de retardatdrios, e uma baixa
porcentagem de células anormais. Considerando o mesmo raciocinio, a planta 143
apresentou uma alta porcentagem de retardatarios na meiose I, o que pode ter levado a
uma meiose II com maior freqii€ncia de retardatdrios e a uma porcentagem de células
em divisdo com anormalidades mais elevada.

Comparando os valores obtidos para as plantas amostradas da populacdo F, com
as plantas parentais e o hibrido F;, nota-se que a planta 94, apesar de ter apresentado a
menor porcentagem de células anormais da populacao (51,1%), mostrou uma freqiiéncia
maior de anomalias do que as plantas parentais C. arabica e C. canephora, que
registraram porcentagens respectivamente iguais a 31,10% e 38,33% de células em
divisdo anormais. Isso indica que a planta 94 pode ser considerada menos estdvel, em
relacdo ao comportamento meidtico, do que as espécies parentais. J4 a planta 143
apresentou uma porcentagem de anormalidade (93,3%) maior do que o hibrido F,
arabusta (81,39%), o que indica que essa planta apresenta, comparativamente, uma
meiose mais irregular que o hibrido F;.

As avaliacdes do nimero cromossdmico das plantas da populag¢do F, de hibridos
arabusta de café demonstraram uma variacdo do nimero de cromossomos de 2n=40 a
2n=48, tanto entre as plantas quanto dentro das plantas (Tabela 6), apesar de o nimero
dipléide esperado ser de 44 cromossomos. No hibrido F; também foi observado um
numero varidvel de cromossomos nas células em divisdo meidtica analisadas (2n=40 a
2n=46) (Tabela 1).

BOAVENTURA & CRUZ (1987), estudando o mesmo hibrido arabusta Fj
constataram também um nuimero inconstante de cromossomos nas células em divisdo
meidtica, nadmero este variavel de 2n=42 a 2n=46.

A presenca de bivalentes pode ser considerada como um indice de estabilidade
meidtica, pois indica a ocorréncia de pareamento regular, afinidade gendmica e,
conseqiientemente, estabilidade genética. Dessa forma, optou-se em estabelecer a média
do nimero de bivalentes por célula por planta, a qual foi bastante varidvel entre as

plantas F.
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A planta 23 apresentou a média mais elevada de bivalentes por célula
(19,50£1,25) indicando a ocorréncia de pareamento cromossdOmico mais estavel dentre
as plantas da populagdo. Em contrapartida, a média de bivalentes mais baixa foi
registrada na planta 124 (15,1043,23), o que indica que essa planta provavelmente tenha
um comportamento menos estivel em relacdo ao pareamento cromossOmico em
metafase 1.

Comparando-se as médias de bivalentes por célula da planta 23 com as médias
de bivalentes por célula, contabilizadas para C. arabica (21,77+0,57), para C.
canephora (20,03+0, 1,69) e para o hibrido F; (18,97+2,31), pode-se considerar que a
planta 23 apresentou um numero de bivalentes, comparativamente maior do que o
hibrido F; e semelhante ao parental C. canephora. Ja a planta 124 apresentou um
nimero de bivalentes menor que o registrado para o hibrido F;. Considerando-se a
populacdo F, analisada, observou-se que apenas 13,79% das plantas tiveram média de
bivalentes maior ou igual ao hibrido arabusta F;.

Diversos tipos de anomalias foram registrados nas plantas hibridas F,, dentre
elas a presenca de monovalentes (Figura 3B e 3C), que foi freqiientemente encontrada
em todas as plantas da amostra da populacdo dos hibridos arabusta F,. As causas da
presenca de monovalentes podem ser diversas, tais como a baixa freqiiéncia de
quiasmas, terminag¢do precoce dos quiasmas ou a presenca de genes assindpticos ou
dessindpticos em profase | (GOTTSCHALK & KAUL, 1980a).

Em estudo com hibridos interespecificos entre C. canephora e C. eugenioides,
LOUARN (1976) relatou que os monovalentes observados em metifase I seriam
resultantes de uma falta de pareamento (assinapse) ou de auséncia de quiasmas (de
sinapse). J4 em um estudo com o hibrido entre C. arabica e C. canephora, GRASSIAS
(1977) atribuiu a alta freqiiéncia de monovalentes a ocorréncia de separagdes precoces
de bivalentes e tetravalentes.

Na andlise dos hibridos arabusta F, verificou-se que a planta 63 apresentou a
menor média de monovalentes por célula (2,80+1,77), isso indica que essa planta
apresentou a menor quantidade de monovalentes por célula em relacdo as outras plantas
da populacdo. A maior média de monovalentes por célula foi registrada na planta 98
(7,07+2,36), indicando que essa planta apresentou a maior quantidade de monovalentes
por célula, comparando-se ao o restante da populagdo. Dessa forma notou-se que as
plantas 07, 16, 17, 38, 40, 45, 54, 56, 73, 89, 94, 98, 99 e 143 apresentavam

monovalentes em nimero variado, em 100% de suas células. Por outro lado, a planta 86
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apresentou a menor porcentagem de células com monovalentes (75%), o que indica que
essa planta possui o menor indice de células com monovalentes da populacdo
amostrada.

A presenca de monovalente em metidfase 1 foi registrada também para os
parentais € o hibrido arabusta F;. O parental C. arabica mostrou uma média de
0,13+0,51 monovalentes por célula e uma porcentagem de 6,67% de células em
metafase I com monovalentes. Para C. canephora foi registrada uma média de
0,80£1,13 monovalentes por célula e uma porcentagem de 36,67% de células com
monovalentes. Ja para o hibrido F; a média de monovalentes por célula foi igual a
0,80+£2,77 e a porcentagem de células com monovalente igual a 86,67%. Pode-se
observar que os valores referentes a presenga de monovalentes nas plantas hibridas F,
sd0 comparativamente maiores que os valores encontrados, tanto em média de
monovalentes por célula quanto em porcentagem de células com monovalentes, para as
plantas parentais e para o hibrido F; porém, somente 27,59% da populacio F,
amostrada teve valor médio de monovalente igual ou superior a F;. A provavel causa da
presenca de monovalentes na amostra da populacdo estudada pode ser a baixa
freqiiéncia de quiasmas, associada provavelmente a distirbios no pareamento, uma vez
que os bivalentes na forma de bastdo, observados em quantidade, apresentam apenas um
quiasma. Outra causa poderia ser atribuida a terminaliza¢do precoce de quiasmas.

Outra anomalia encontrada em metafase I foi a presenca de multivalentes
(trivalentes, tetravalentes e polivalentes). Em relacdo aos de trivalentes (Figura 3D), a
presenca destes ndo foi encontrada nas plantas 94 e 99. Ja a planta 60 apresentou a
maior média de trivalentes por célula (0,63+0,76) e também a maior porcentagem de
células com trivalentes (46,67%), esses resultados demonstraram que a presenca de
trivalentes foi mais freqiiente na planta 60. Assim como as plantas 94 e 99, as plantas
parentais e o hibrido F; ndo apresentaram trivalentes em metafase I, o que indica que a
presenca de trivalente é uma anomalia peculiar da populacdo F, quando comparada com
plantas das quais se originaram. Quando se compara a populagdo F, analisada com os
parentais e como o hibrido arabusta F;, observa-se que a ocorréncia de trivalentes é
restrita apenas a F.

A presenca de tetravalentes (Figura 3A) foi observada com relativa freqiiéncia.
Entre as plantas da populacdo F, a planta 23 se destacou com a menor média de
tetravalentes por célula (0,10+0,40), assim como, com a menor porcentagem de células

com tetravalentes (6,67%). Isso indica que a planta 23 teve a menor freqiiéncia de
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tetravalentes da populagdo F,. Por outro lado, as plantas 44 e 60 tiveram a maior média
de tetravalentes por célula (1,174£0,79) indicando que essas plantas tiveram a maior
quantidade de tetravalentes por célula. A planta 16 apresentou a maior porcentagem de
células com tetravalentes (83,33%) (Tabela 9), ou seja, a maior freqiiéncia de
tetravalentes em relacdo a populacdo Fo..

A anélise comparativa inicial da populacido F, com o hibrido arabusta F; revelou
que 96,55% das plantas F, apresentaram valores médios de tetravalentes superiores ou
iguais ao do hibrido arabusta F;.

Ao se comparar a presenga de tetravalentes com os parentais, nota-se que a
planta 23, apesar de ter apresentado a menor freqiiéncia de tetravalentes, ainda
apresentou uma média maior que C. arabica (0,07£0,25) e C. canephora (0,07£0,79).
Porém em relacdo a porcentagem de células com tetravalentes, a planta 23 apresentou
uma porcentagem igual a C. arabica (6,67%), mas bem menor que C. canephora
(53,33%). Em contrapartida, as plantas 44 e 60 apresentaram uma média maior que o
hibrido F; (0,70+0,41), assim como a planta 16 que demonstrou também uma freqiiéncia
de tetravalentes maior do que a hibrido F; (20%).

STEBBINS (1972) relatou que a presenca de tetravalentes especificamente, pode
ser explicada por uma heterozigosidade decorrente de translocacdes cromossOomicas. No
caso dos individuos desta populagdo, como a presenca de tetravalentes foi observada
com certa freqii€ncia deduz-se que provavelmente a ocorréncia de tetravalentes se deve
ao pareamento de cromossomos homedlogos, uma vez que as espécies parentais
apresentam complementos cromossdmicos com grande semelhanca.

Ainda em metéfase I, polivalentes (Figura 3B e 3D) também foram encontrados
em 72,41% dos hibridos F, analisados. A maior média de polivalentes por célula
(0,97+1,31) foi registrada na planta 152, o que indica a maior quantidade de
polivalentes por células. No entanto, a planta 56 apresentou 43,33% de células com
polivalentes, indicando que essa planta apresentou a maior freqiiéncia de polivalentes
dentre a populacdo F,. Nas plantas parentais ndo foram notados polivalentes presentes
na metéafase I, tampouco para as plantas 16, 23, 29, 39, 40, 45, 89 e 143 da populagao
F,. Contrariamente, o hibrido F; apresentou uma média igual 0,03+0,18 de polivalentes
por célula, o que levou a uma porcentagem de 3,33% das células com polivalentes.
Assim pode-se dizer que as plantas 56 e 152 apresentaram, respectivamente, uma

porcentagem e uma média, consideravelmente maiores que as do hibrido F;.
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ADAMOWSKI (2008) descreveu que a alta freqiiéncia de multivalentes indica
homologia entre os genomas, mostrando que as espécies sdo relacionadas e sugerindo
que a introgressao de genes especificos de uma espécie para outra pode ser esperada por
meio de recombinacdo genética. No caso destas plantas hibridas, as taxas de
multivalentes encontradas foram condizentes com os percentuais de bivalentes
registrados, pois a maior parte dos cromossomos pareou na forma de bivalentes. Porém,
a presenca de multivalentes na F; hibrida de café foi inferior ao esperado, uma vez que
as espécies parentais do hibrido arabusta analisado nesse trabalho sdo de certa forma,
similares (HERRERA et al., 2007), o que poderia levar a formagdo de multivalentes em
metédfase I. A auséncia deste tipo de formagdo pode ser devida possivelmente a algum
mecanismo de controle genético que impede o pareamento entre Cromossomos
homedlogos em café¢ (PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998) assim como ocorre
provavelmente em alguns polipléides como o trigo, o que € fundamental para a
estabilidade reprodutiva.

OWOUR (1985) estudando a meiose de um hibrido arabusta F; encontrou uma
freqiiéncia de associagdo cromossomica de 6,1+0,8;; 17,4+0,4y; 0,8+0,11; e 0,2+0,2y.
Pode-se notar que estes valores de médias de monovalentes, bivalentes, trivalentes e
tetravalentes foram inferiores aos registrados no hibrido F; e estdo contidos no intervalo
entre os valores maximos e minimos da populacio F, estudada nesse trabalho.

No trabalho realizado com o hibrido arabusta F;, BOAVENTURA & CRUZ
(1987) obtiveram médias iguais a 6,98y; 15,29;; 1,091 € 0,851y. Essas médias diferiram
das apresentadas no presente trabalho para o hibrido F;, o que pode ser atribuido,
provavelmente, a algum erro em algum passo durante o processo de pareamento, devido
a fatores ambientais e/ou genéticos os quais podem ter acarretado as diferentes
freqiiéncias de anomalias na metafase I.

A segregacdo precoce de cromossomos para os polos das células (Figura 3B) foi
também registrada nas plantas F, de hibridos arabusta de café, tanto em metédfase I
como em metdfase II. Em metéfase I, a planta 143 mostrou a menor porcentagem de
células com essa anomalia (23,33%) indicando que essa planta apresentou a menor
freqiiéncia de segregacdo precoce dos cromossomos para os polos na populacdo F, em
metéifase 1. Quando hd uma comparacdo desta amostra F, com as plantas parentais,
nota-se que a planta 143 apresentou uma porcentagem igual a C. arabica (23,33%) e
maior que C. canephora (6,67%), o que indica que em relacdo a essa anomalia, a planta

143 é mais semelhante ao parental C. arabica. Por outro lado, as plantas 89 e 98
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apresentaram segregacao precoce em 70% de suas células, o que demonstra que essas
plantas apresentaram a maior freqiiéncia dessa anomalia em relacdo ao restante das
plantas amostradas da populacdo. Comparativamente, as plantas 89 e 98 apresentaram
porcentagens bem maiores que o hibrido F;, que registrou 23,33% de segregacdo
precoce dos cromossomos na metafase I.

A segregacdo precoce dos cromossomos também foi observada em metafase II
(Figura 3F), no entanto, as plantas 74 e 73 apresentaram a menor (33,33%) e maior
(83,33%) porcentagem, respectivamente. O que indica que a planta 74 teve a menor
freqiiéncia de segregacdo precoce em metiafase II da populacdo e que na planta 73
registrou-se maior freqiiéncia da populacdo. Comparando-se com os parentais, verifica-
se que a planta 74 apresentou uma porcentagem menor de segregaciao precoce tanto em
relacdo a C. arabica (50%) quanto a C. canephora (40%). A planta 73 também
apresentou uma porcentagem um pouco mais baixa, mas semelhante a registrada para o
hibrido arabusta F; (80%), indicando que essa planta é semelhante ao hibrido F; em
relac@o a segregacao precoce dos cromossomos para os polos em metéafase II.

PAGLIARINI (2000), em estudos com diferentes espécies de importancia
econOmica, explicou a ocorréncia da segregacdo precoce dos cromossomos para 0s
polos, salientando que os monovalentes presentes na metdfase I ndo permanecem
alinhados na placa equatorial e tendem a migrar precocemente para os polos.

Observou-se que as anomalias encontradas em metidfase I das plantas F,
ocasionaram outras irregularidades durante o processo meidtico. Nas duas divisdes
meidticas, mais precisamente em anéfase I e II e telo6fase I e 1I foi freqiiente a presenca
de cromossomos retardatarios (Figura 4), o que pode indicar a ocorréncia de segregacao
irregular dos cromossomos, apesar de ndo ter sido contabilizado o numero de
cromossomos nos polos das células.

Na anéifase I, a planta 74 teve a menor porcentagem de células com retardatarios
(26,67%), indicando que essa planta teve a menor freqiiéncia observada na populagdo
F,. Ja nas plantas 73 e 99 foi registrada a maior porcentagem (86,67%), o que indica que
essas duas plantas tiveram as maiores freqiiéncias registradas para os hibridos F;
estudados. Comparativamente, pode-se dizer que a planta 74 apresentou uma
porcentagem menor que C. arabica (33,33%), porém igual a C. canephora (26,67%) e
que as plantas 73 e 99, tiveram as maiores porcentagens (86,67%), porém um pouco
mais elevadas que as do hibrido F; (80%), o que mostra que essas plantas apresentaram

mais retardatarios em anéfase I que o hibrido arabusta F;.
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KRUG & MENDES (1940) anotaram 54% das células com retardatdrios ao
estudar o hibrido interespecifico entre C. arabica e C. canephora. Estes autores
demonstraram que os univalentes, sem se dividir, passaram para os pdlos logo no inicio
da anéfase, distribuindo-se, aparentemente, ao acaso e tendo seu movimento retardado.

BOAVENTURA & CRUZ (1987) em observacdes na andfase I do hibrido
arabusta F;, anotaram 28,2% das células com cromossomos retardatarios, mostrando
uma grande diferenca em relacdo ao hibrido F; analisado neste trabalho. Essas
diferencas podem ter sido causadas por trés fatores, pela amostragem realizada, pela
diferenca das plantas utilizadas ou por implicagdes de ordem genética geradas por
fatores ambientais.

As porcentagens de células com retardatarios encontradas pelos autores (KRUG
& MENDES, 1940; BOAVENTURA & CRUZ, 1987) estdo contidas no intervalo de
valores apresentado pela populacao de hibridos F,.

Na telofase I, a planta 94 teve a menor porcentagem de células com retardatarios
de retardatarios (36,67%) e a planta 73 a maior porcentagem (90%). Isso indica que a
planta 94 teve a maior freqii€ncia de retardatdrios em tel6fase I entre as plantas da
populacdo F, e a planta 73 a maior freqiiéncia em relacdo a essa populagdo. A planta 94
pode ainda ser comparada com as plantas parentais, uma vez que a planta 94 apresentou
uma porcentagem maior que C. arabica (26,67%), igual a C. canephora (36,67%) e
inferior o hibrido F; (70,00%), demonstrando que em relacdo a presenca de retardatarios
em teldfase I, a planta 94 € semelhante a C. canephora e que essa planta € mais regular
em relacdo a essa anormalidade do que o hibrido arabusta F;. J4 que a planta 73, quando
comparada com os parentais € com o hibrido arabusta F; mostra-se bem mais irregular
do que estes.

Ja na anéfase II as plantas 07 e 63, apresentaram as menores porcentagens
(56,67%), enquanto que a planta 73 teve novamente 90% das células analisadas com
retardatdrios presentes. Isso indica que as plantas, 07 e 63, tiveram as menores
freqiiéncias de retardatdrios na andfase Il e a planta 73 teve a maior freqiiéncia.
Comparando-se as plantas 07 e 63 com os parentais € com o F; arabusta, nota-se que as
plantas apresentaram valores de freqii€ncia maiores do que dos dois parentais, os quais
tiveram valores iguais a 36,67%, porém menores de que o F; arabusta (80%). Isso faz
com que as plantas 07 e 63 sejam mais irregulares em relacdo a essa anomalia que C.

arabica e C. canephora e menos irregulares em relagdo ao F; arabusta. A planta 73 que
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apresentou a maior porcentagem de retardatdrios em andfase II, quando comparada ao
hibrido Fj, (80%), sendo, portanto mais irregular que este.

Em tel6fase II, a planta 07 teve a menor porcentagem (23,33%), evidenciando que
essa planta apresentou a menor freqii€ncia de retardatarios entre as plantas da populagao
F,. Ao comparar essa planta com os parentais, observa-se que a porcentagem encontrada
ficou entre as registradas para C. arabica (13,33%) e para C. canephora (36,67%). A
planta 82 por outro lado, apresentou a maior porcentagem (86,67%), demonstrando que
essa planta teve a maior freqii€ncia de retardatdrios entre as plantas da populacdo F,.
Comparando a planta 82 com o hibrido F; observa-se que a planta 82 teve uma
porcentagem menor que o hibrido F; (91,67%), indicando que o hibrido F; é mais
irregular em comparacdo a populagdo F, em relacdo a presenca de retardatirios em
telofase I1.

A presenca de cromossomos retardatarios tem sido descrita também em outras
espécies como Glycine max (BIONE et al., 2000); Brachiaria brizantha (MENDES-
BONATO et al., 2002); Carica papaya (BAJPAI & SINGH, 2006); Boehmeria nivea
(PIEROZZI, 2008) e em outros hibridos (BARBOSA et al., 2006) e (ADAMOWSKI et
al., 2008).

A formacdo de cromossomos retardatirios pode ocorrer a partir dos
cromossomos monovalentes que ndao permaneceram alinhados na placa equatorial e
migraram de forma precoce para os polos, e em alguns casos, podem formar
retardatdrios nas outras fases da meiose e ndo serem incluidos nos nicleos em formacao.
Aqueles monovalentes que apresentarem segregacado tardia formardo microntcleos, e se
as anormalidades persistirem na meiose II ha a formagdo de micrésporos anormais
(SYBENGA, 1992; PAGLIARINTI, 2000).

Outra maneira de haver formagdo de retardatarios é quando multivalentes em
metifase I promovem, durante a andfase I, uma disjun¢do desigual no nimero de
cromossomos para os dois pélos, devido a dificuldade de separagdo dos cromossomos.
Isso conseqiientemente vai ocasionar cromossomos retardatirios que poderdo ficar
retidos no citoplasma sem serem incluidos em nenhum dos ntcleos filhos ou serem
incluidos em qualquer desses ntcleos aleatoriamente (BOAVENTURA & CRUZ,
1987).

A presenca de cromossomos em ascensdo precoce na metafase 1 ou de
cromossomos retardatdrios na andfase I pode levar a formacdo de micronicleos na

teléfase (PAGLIARINI, 2000). Entretanto na populacdo F, ndo foram observados
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micronucleos formados e sim cromossomos retardatdrios que estavam retidos no
citoplasma.

Uma particularidade encontrada entre as plantas da populagdo F, foi a
segregacao de bivalentes para os p6los (Figura 5B e 5C) nas plantas 01, 23, 54, 74, 89 e
102.

KRUG & MENDES (1940) também registraram esse tipo de anomalia para o
hibrido arabusta Fj, e explicaram que alguns bivalentes se atrasam de tal forma que ndo
chegam a se incluir nos nicleos filhos resultantes dessa primeira divisdao, e algumas
vezes, ambos os constituintes de um mesmo grupo bivalente passam para um mesmo
polo, formando, mais tarde, micronucleos na tel6fase.

Outra particularidade encontrada na anafase I da meiose das plantas da
populacdo F, foi a ocorréncia de pontes cromatidicas (Figura 5E) nas plantas 29, 45 e
94. Esse tipo de anomalia ndo foi registrada para as plantas parentais ou para o hibrido
F;. No entanto BOAVENTURA & CRUZ (1987) registraram essa anomalia na meiose
do hibrido F; por elas analisado.

A hipétese para explicar a ocorréncia de pontes é baseada na segregacdo
irregular dos monovalentes. Os cromossomos monovalentes segregantes durante a
divisdo podem sofrer interagdes entre os seus cinetocoros e formar pontes (VEGA &
FELDMAN, 1998).

Outra anormalidade registrada na divisao II da meiose foi a ocorréncia rara de
cromossomos aderentes (‘“‘stickness”) (Figura 4D) nas plantas 1 e 63. Esses tipos de
cromossomos aderentes sdo caracterizados pela intensa aglomeracdo de cromossomos
durante a andfase. Esse fendmeno pode envolver poucos cromossomos ou todos os
cromossomos do complemento, em casos severos, a impossibilidade da separa¢do dos
cromossomos acarreta a formagdo de nucleos picnéticos (fortemente coloridos)
(MENDES-BONATO et al., 2001).

Essa anomalia pode ser causada por fatores genéticos ou ambientais
(CONSOLARO & PAGLIARINI, 1996; SHEIDALI et al., 2003). Embora vérios estudos
meidticos tenham se reportado a presenca de cromossomos aderentes, a base bioquimica
e a causa principal desse problema sdo ainda desconhecidas. GAUDEN (1987) levantou
uma hipétese que essa anomalia pode ser causada pela funcao defeituosa de um ou dois
tipos de proteinas ndo histonicas envolvidas na organiza¢do dos cromossomos.

As irregularidades até agora discutidas para as plantas de café aqui estudadas

também foram encontradas em estudos feitos com outros hibridos de café, tais como
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nos hibridos entre C. racemosa e C. arabica (MEDINA, 1963) e C. arabica ¢ C.
kapakata (MONACO & MEDINA, 1965); C. arabica e C. canephora (KRUG &
MENDES, 1940); C. dewevrei e C. eugenioides, e C. liberica e C.eugenioides (REDDY
& NARAYAN, 1981); C. arabica e C.canephora (4x) (OWUOR, 1985;
BOAVENTURA & CRUZ, 1987).

Todas essas anomalias levando a segregacao irregular dos cromossomos € a um
alto indice de irregularidades no fim da meiose podem afetar os produtos finais da
meiose. Podem se formar nesse caso, nicleos com nimero de cromossomos tal, que se
forem vidveis promoverdo a formagdo de gametas aneupldides. A presenca de
irregularidades foi freqiientemente associada com a reducdo do vigor e fertilidade em
plantas hibridas (REIS et al., 2008).

Em decorréncia das varias irregularidades observadas na meiose do material, as
tétrades também se mostraram bastante anormais. Diades foram encontradas na
populacdo F, nas plantas 44, 63 e 124 (Figura 6D). Triades também foram vistas em
muitas plantas, e apesar da baixa porcentagem, a planta 44 apresentou a maior
porcentagem (30%) (Figura 6B). Relativamente, poliades foram encontradas em um
menor nimero de plantas (Figura 6E) e a porcentagem mais elevada foi na planta 07
(3,33%). As plantas parentais apresentaram baixas porcentagens de anormalidades nas
tétrades, sendo inferiores as plantas da populacdo F,, o que indica que as plantas F, sdo
mais anormais em relacdo aos produtos meiéticos que os parentais.

A presenca de micrécitos (Figura 6F) foi a anomalia das tétrades mais freqiiente,
sendo encontrada em todas as plantas. A porcentagem de tétrades com micrdcitos variou
de 26,67% na planta 99 a 90% na planta 73. A planta 99, apesar de ter a maior
porcentagem de microcitos, teve ainda um valor mais elevado que C. arabica (1,67%) e
C. canephora (7,50%). Ja a planta 73 apresentou uma porcentagem de micrdcitos
superior ao hibrido F;, que teve uma porcentagem de 73,33%.

Em relacdo ao indice meidtico registrado para as plantas da populacido F, de
café, a planta 99 apresentou o maior indice meidtico (70,00 %), indicando que esta
planta apresentou a maior taxa de tétrades normais e a planta 73 o menor indice
meidtico (5,00%), o que indica que esta planta apresentou a menor taxa de tétrades
normais entre as plantas da populacio F, (Tabela 6). Como foi registrado também para a
planta 99 a maior porcentagem de micrdcitos e para a planta 73 a menor porcentagem
de micrécitos, pode-se dizer que os valores dos indices meidticos sdo devidos a

porcentagem de micrdcitos encontrados nas andlises dos produtos da microsporogénese.
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Na meiose das angiospermas, o citoplasma se divide no fim da segunda divisdo e
ao mesmo tempo em dicotiledoneas, formando-se tétrades (PEIRSON et al., 1996). No
entanto, no hibrido arabusta, as tétrades sdo quase sempre anormais, contendo mais de
quatro micrésporos.

Quando ha falha na citocinese em somente uma das divisdes da meiose, é entdao
formada uma diade. J4 quando a falha ocorre nas duas divisdes pode haver a formacgao
de diades e triades. As triades sdo formadas quando a citocinese ocorre em somente uma
das células da diade (RISSO-PASCOTTO et al., 2003).

Micrécitos sdao formados como conseqiiéncia do comportamento irregular de
alguns dos cromossomos, porém a viabilidade desses micrdcitos, entretanto, € duvidosa
(KRUG & MENDES, 1940). Em certas células os micrécitos também podem ser
formados por microntdcleos que se aproximam da parede da célula e durante a citocinese

se mantém isolados das demais células (RISSO-PASCOTTO et al., 2003).

52 Viabilidade polinica

A viabilidade polinica é considerada uma medida da fertilidade da parte
masculina das plantas sendo determinada pela utilizacdo de varias técnicas. Na
citogenética essa medida € bastante empregada no monitoramento de pdlen, quanto a
sua fertilidade, para assim tornar possivel e mais seguro o cruzamento entre genotipos
de importancia econdomica (SOUZA et al., 2002). Quando ¢ testada a capacidade do
polen germinar € possivel acompanhar de forma realista o estado dos gametas

masculinos quanto a quantidade de graos de pélen potencialmente vidveis.

5.2.1 Plantas parentais

As plantas parentais também tiveram a viabilidade do pdlen avaliada para,
também neste aspecto, poderem servir de pardmetro comparativo para as andlises das
plantas da populagdo F,.

O parental C. arabica pelo teste de viabilidade por coloracdo, apresentou uma
porcentagem de polens vidveis de 84,21%. Esse valor foi um pouco inferior ao
registrado por OWUOR & VAN DER VOSSEN (1981), que apresentaram 97,4% de
polens vidveis pelo teste de coloragdo com carmim acético.

A porcentagem para C. arabica por meio do teste de viabilidade polinica por
germinacdo foi igual a 38,6%, indicando a porcentagem dos grdos de pdlen avaliados

que emitiram tudo polinico. A possivel causa dos valores de VPC e VPG foi a baixa
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porcentagem de anomalias meidticas registrada para C. arabica, que apresentou 31,10%
das células em divisdo com algum tipo de irregularidade meidtica. Mas apesar disto a
taxa de germinagdo para o pdlen de C. arabica apresentou o valor mais alto encontrado
dentre todas as plantas avaliadas no presente trabalho.

Esse resultado foi muito diferente do alcancado por KRUG & MENDES (1940)
que conseguiram fazer com que 90% dos graos de pdlen do tetrapléide C. arabica
germinassem. Assim como no trabalho de OWUOR & VAN DER VOSSEN (1981) que
obtiveram uma porcentagem de polens vidveis igual a 72,0%, por meio do teste de
germinacdo com uma solu¢do de sacarose 10%. A diferenca dos resultados pode ser
devido a diferenca dos meios de germinagdo utilizados.

A viabilidade em C. canephora Co254 também foi avaliada por meio dos testes
de coloragdo e germinacdo. Pelo teste de coloracdo registrou-se uma porcentagem de
62,86% de polens vidveis, a qual também diferiu de resultados apresentados
anteriormente em outros trabalhos.

Analisando-se esses trabalhos verifica-se também que foram encontrados valores
contrastantes de viabilidade polinica por coloracago. OWUOR & VAN DER VOSSEN
(1981) analisando a viabilidade de pdlen de C. canephora (4x), por coloracdo com
carmim, registraram uma porcentagem de 94,4% de polens vidveis; j4 BOVENTURA
(1990), utilizando o mesmo método observou apenas 21,0% de grios vidveis.

A microsporogénese em C. canephora dipléide com 22 cromossomos foi
estudada por MENDES (1950), que concluiu que a producao de polens era normal, uma
vez que foi alta a porcentagem de células-mae de pdlen que se dividiram normalmente.
Contudo, BURNHAN (1962) demonstrou que a fertilidade do pdlen é muito reduzida
em autotetrapldides, quando comparada a espécie dipldide original.

Assim, a viabilidade encontrada neste trabalho para C. canephora foi
intermedidria as viabilidades registradas por OWUOR & VAN DER VOSSEN (1981) e
BOVENTURA (1990), porém, no nosso estudo, o mais esperado seriam porcentagens
mais baixas de viabilidade, uma vez que a planta de C. canephora estudada tem o
nimero de cromossomos duplicado.

Pelo teste de germinacgdo in vitro, foi registrado para C. canephora duplicado
uma porcentagem de 12,27%. Valor esse que também foi mais baixo do que o
encontrado por outros autores.

CONAGIN & MENDES (1961) analisando a viabilidade polinica por meio de

germinagdo in vitro, em trés espécies de café (C. canephora, C. congensis e C.
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dewevrei), observou que a melhor l1dmina de C. canephora mostrou 55,2% de grdos
germinados. Enquanto no trabalho de OWUOR & VAN DER VOSSEN (1981)
observa-se uma viabilidade polinica através de teste de germinagao igual a 64,0%.

Para C. canephora, assim como C. arabica, a causa provavel da discrepancia
entre os valores de VPC e VPG foram as irregularidades meidticas, mais precisamente a
porcentagem total de células em divisdo anormais na meiose que foi igual a 38,33% em
C. canephora e 31,10% em C. arabica.

Além dos testes de viabilidade, foi feita também a anélise detalhada dos polens
das plantas parentais. Essa andlise evidenciou que os polens do parental receptor (C.
arabica) sdo bastante uniformes em relacdo ao tamanho e aspecto. Porém, C. canephora
demonstrou uma diferenca de tamanho de pdélen. Foram encontrados, polens grandes e
pequenos. Essas diferencas em tamanho podem implicar em diferentes quantidades de
material genético. Também BOAVENTURA (1990) mostrou graos de pdlen com
tamanhos diferentes do normal para C. canephora, evidenciando também inviabilidade.

Normalmente, a variagdo do tamanho e a diminuicdo da fertilidade do pdlen sdo
decorrentes das anormalidades meidticas que promovem uma separagado irregular e uma
distribuicao desigual de cromossomos para os diferentes polos, sendo que a fertilidade
se reduz a metade nos tetrapléides induzidos, se comparados aos dipléides (DAS et al.,

1970).

5.2.2 Hibrido arabusta F;

Quando foi avaliada a viabilidade polinica por coloracdo (VPC) do hibrido
arabusta F;, o resultado foi de 53,70%. Essa porcentagem é um pouco menor do que a
relatada por OWUOR & VAN DER VOSSEN (1981), para a viabilidade polinica por
coloracdo do mesmo hibrido arabusta F; pois o mesmo encontrou 62,4% de polens
vidveis. Porém o indice por nds obtido € superior ao de BOAVENTURA & CRUZ
(1987) no estudo realizado também com o hibrido arabusta de café F, que foi de 30,7%.

Quanto ao teste de germinagdo in vitro, a VPG foi de 6,25%, indicando que
6,25% dos polens do hibrido arabusta F; germinaram (Tabela 5).

Esse resultado assemelha-se aos obtidos por OWUOR & VAN DER VOSSEN
(1981) que analisaram o hibrido arabusta F; e apresentaram um porcentual de 7,9% para
viabilidade polinica por germinag¢do em meio de cultura com 10% de sacarose.

As diferencas encontradas neste trabalho e no trabalho de BOAVENTURA &

CRUZ (1987) podem ser, provavelmente, devido aos diferentes métodos utilizados nos
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testes, como por exemplo, tipo de corante empregado, ou as condi¢des de
acondicionamento do material, ou a diferencas climéticas no momento da coleta, bem
como, ao estddio da flor utilizado para o teste.

Além disso, testes de coloracdo nao sdo totalmente confidveis, podendo
superestimar os valores de viabilidade (TECHIO, 2002). Embora a germinacao in vitro,
fornega um sistema experimental controlado, ndo reproduz completamente o
crescimento do tubo polinico in vivo, podendo ocorrer intera¢des entre a composi¢cao do
meio de cultura e os diferentes materiais vegetais. Entretanto, é possivel concordar com
MENDES (1994), no que se refere a técnica de germinagdo in vitro, como aquela que
apresenta resultados mais proximos aos que, provavelmente, ocorrem in vivo.

A presenca de irregularidades foi freqiientemente associada com a reducado da
fertilidade em plantas hibridas Assim como apresentado para os parentais, o hibrido F;
apresentou uma alta porcentagem total de células em divisdo anormais (81,39%), o que
provavelmente acarretou nas porcentagens de VPC e VPG, ou seja, a alta porcentagem
de células anormais foi a possivel causa da baixa viabilidade polinica.

A anélise mais detalhada dos polens do hibrido arabusta F; mostrou uma grande
diferenga em relagdo ao tamanho de pdlen, neste ponto em concordancia também com o
trabalho de BOAVENTURA & CRUZ (1987). Essa diferenca de tamanho resulta muito
provavelmente da alta porcentagem de irregularidades encontradas na andlise da meiose

Diferencas de tamanho dos graos de pdlen e a inviabilidade polinica podem
ocorrer devido a falhas no comportamento meidtico resultando em gametas com

cromossomos desbalanceados durante a microgametogénese (EADY, et.al, 1995).

5.2.3 Populacao F;

Na andlise da viabilidade do pdlen nas plantas da populacdo de hibridos arabusta
F,, € possivel fazer uma comparagdo com as plantas parentais e também com o hibrido
Fi, uma vez que para a planta parental C. arabica foram obtidos os valores mais altos de
viabilidade; para C. canephora valores intermedidrios e para o hibrido arabusta F; os
valores mais baixos de viabilidade.

No teste da viabilidade polinica por coloracao (VPC), a menor porcentagem de
polens vidveis foi registrada na planta 74 (26,24%), essa porcentagem foi inferior a
encontrada para o hibrido F; (53,70%). O teste de coloracdo indicou entdao que a planta
74 possui polens menos vidveis que o hibrido arabusta F;. Por outro lado, a planta 45

obteve a maior viabilidade polinica por coloracdo (79,16%) entre as plantas da
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populacdo F,, indicando a maior porcentagem de polens vidveis dentro da populacio.
Como no parental C. arabica foi registrada uma porcentagem igual a 84,21% e o
parental C. canephora teve uma porcentagem de 62,86% de polens vidveis, a
viabilidade da planta 45 ficou entre as dos dois parentais, caracteristica hibrida. Isso
demonstra que os polens da planta 45 ndo sdo tdo vidveis quanto C. arabica, mas sao
mais vidveis que o parental C. canephora tetrapléide.

De acordo com teste (VPG), foi registrada para a planta 98 a mais baixa
viabilidade (3,40%), indicando que os polens dessa planta demonstraram o menor poder
de germinacdo entre as plantas analisadas, enquanto que para a planta 29 foi obtido o
valor mais alto (38,38%), o que indica que os polens da planta 29 obtiveram o maior
poder de germinagdo entre as plantas da populacao F,.

Ao comparar o resultado da planta 29 com as plantas C. arabica e C. canephora,
que registraram uma porcentagem de viabilidade de 38,6% e 12,27% respectivamente,
percebe-se que o valor encontrado para planta 29 € menor, mas bem préximo ao
encontrado para C. arabica e mais elevado que para C. canephora, o que indica que os
polens da planta 29 t€m um poder de germinacdo semelhante aos polens de C. arabica,
porém maior do que os polens de C. canephora e maior também do que o hibrido
arabusta F; (6,25%).

Ja o resultado de (VPG) para a planta 98, que apresentou a menor viabilidade
por germinacdo (3,4%), pode ser comparado com o resultado da viabilidade registrada
pelo hibrido F; (6,25%). A planta 98, portanto apresentou uma porcentagem muito
baixa e por isso, pode-se dizer que os polens dessa planta possuem um poder de
germinacao inferior ao hibrido F;.

De acordo com SCORZA & SHERMAN (1995) plantas com razodvel fertilidade
devem apresentar 50 a 80% de graos germinados com tubo bem desenvolvido, caso
contrério, as plantas nio apresentam capacidade de germinacdo de qualidade para que
possam ser utilizadas em programas de melhoramento ou conserva¢gdo em bancos de
germoplasma.

Porém este fator pode estar relacionado a solucdo nutritiva utilizada e também
ao amadurecimento irregular dos graos de pdlen, ou ainda ao manuseio ndo adequado
dos graos, ou a outro tipo de exigéncia dos graos de pdlen.

O meio de germinacdo usado nas andlises € diferente dos meios anteriormente
utilizados para as espécies de café, porém, foi escolhido por ter apresentado a melhor

taxa de germinagdo em relacdo aos outros cinco meios utilizados com composi¢des e
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concentracdes diferentes. O meio 6 (BETTIOL-NETO et al, 2009) tem uma adicdo de
acido borico, além de outros micronutrientes, € a adicdo de boro ao meio de cultura
mostra respostas varidveis conforme a espécie. O seu mecanismo de a¢do consiste em
interagir com o agtcar e formar um complexo ionizdvel aguicar-borato, o qual reage
mais rapidamente com as membranas celulares (ASKIN et al., 1990). Assim pode-se
supor que provavelmente os graos de pélen de cada planta da populagdo F,, por se tratar
de gendtipos diferentes, podem ter reagido de uma maneira diferente ao meio de
crescimento.

A baixa porcentagem de germinacdo do pdlen em hibridos é esperada, porém
deve-se ter em mente que o pdlen é uma estrutura bastante 14bil e susceptivel. A falta
de umidade nos botdes pode impedir, por exemplo, que os polens se soltem com
facilidade das anteras. O tempo necessario que os polens precisam ser mantidos em
laboratério até que as andlises sejam realizadas, pode também influenciar
negativamente, baixando a taxa de germinagdo. De acordo com SOUZA et al. (2002) a
medida que o tempo avanga, a viabilidade do grao de pélen vai diminuindo e reduzindo
sua eficiéncia na fertilizagc@o, apds a abertura do botdo floral.

E certo que a maior parte dos problemas de fertilidade é devido aos distirbios
do pareamento e as anormalidades meidticas (DAS et al, 1970). As irregularidades
ocorridas durante o processo de divisdo meidtica, relatadas nesse trabalho, geraram
gametas desbalanceados, comprometendo, conseqiientemente, a viabilidade do pdlen.

A andlise detalhada dos polens mostrou caracteristicas diferentes quanto a
viabilidade para cada uma das plantas da amostra da populacdo F,. Esse fato tem
implicacdes com os diferentes tipos e taxas de anormalidades observadas no
comportamento meidtico dessas plantas dos hibridos F,.

Assim podemos afirmar que nestes hibridos F, os distirbios da meiose

acarretaram problemas de fertilidade polinica.

53 Correlacao

A existéncia de uma correlacdo significativa (0,47 a 1% de significancia pelo
teste de Pearson) entre a porcentagem de células em divisdo meidtica anormais e
tétrades anormais indicou que uma das causas das porcentagens de tétrades anormais
sdo as anomalias meidticas. Como a correlagdo foi positiva, quanto maior for a
porcentagem de células em divisdo anormais das plantas analisadas, maior serd a

porcentagem de tétrades anormais.
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As correlacdes entre a porcentagem de células em divisdo anormais e a taxa de
viabilidade obtida por coloragdo (VPC) e entre a taxa (VPG) obtida por germinagdo, ndao
foram significativas ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Pearson. Esse
resultado indica que ndo houve dependéncia entre a viabilidade polinica e a
porcentagem total de células em divisdo anormais, para as plantas analisadas.
Possivelmente ndo houve correlagcdo devido a grande variacio das taxas de viabilidade
polinica entre as plantas analisadas.

Entre a porcentagem de tétrades anormais e VPC, a correlagdo resultante foi
significativa (-0,34 a 5% de significancia pelo teste de Pearson), demonstrando que a
VPC pode ser relacionada com a porcentagem de tétrades anormais, assim como a
porcentagem de células em divisdo anormais. Como foi ressaltado anteriormente, a
causa provavel das porcentagens de tétrades anormais e de viabilidade polinica, seriam
as anomalias meidticas, podendo-se afirmar que a taxa de viabilidade (VPC) ¢é
decorrente das tétrades anormais. A correlagdo encontrada foi negativa, indicando que
quanto maior a porcentagem de tétrades anormais das plantas, menor a VPC destas.

Nao houve correlacdo entre a porcentagem de tétrades anormais e VPG,
indicando que essas varidveis ndo sdo dependentes, mas o ocorrido pode ser devido ao
baixo nimero de repeticdes (laminas) avaliadas.

A correlagdo entre VPC e VCG foi significativa (0,48 a 1% de significancia pelo
teste de Pearson), mostrando que se pode aferir a fertilidade de uma planta nao somente
pelo teste de germinagdo, mas também através do teste de coloragdo dos polens. A
correlagdo positiva indica que quanto maior a VPC das plantas analisadas, maior a
VPG.

A viabilidade polinica avaliada pelos diferentes testes e a produtividade de frutos
ndo apresentou correlacao significativa, ou seja, a viabilidade do pdlen das plantas da
populacdo F, ndo apresentou dependéncia com a produtividade das plantas. Isso pode
ser atribuido a baixa produtividade de frutos pelas plantas analisadas no presente
trabalho.

OWUOR & VAN DER VOSSEN (1981) registraram correlacdes significativas e
positivas entre os diferentes testes de viabilidade de pdlen, fertilidade e produtividade,
sugerindo que as estimativas de fertilidade poderiam ser feitas utilizando-se os testes de
viabilidade polinica por coloragdo e germinagdo, o que € vantajoso para selecdo de
plantas férteis em programas de hibridizagdes interespecificas em café, uma vez que

podem ser determinadas logo no inicio do periodo de floracdo. Esses mesmos autores
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indicaram ainda uma correlacao significativa, porém baixa, entre os diferentes testes de
viabilidade e produtividade, o que foi atribuido a baixa produtividade das plantas

hibridas.

6 CONCLUSOES

e As plantas da populacdo F, de hibridos arabusta apresentam altos indices de
irregularidades meidticas.

e As plantas F, apresentam diferencas quanto aos tipos de anomalias e a mais
freqiiente € a ocorréncia de monovalentes em metafase 1.

e A planta 94 é a mais regular e a planta 143 a mais irregular quanto ao
comportamento meidtico.

e A planta 99 apresentou o maior indice meidtico e a planta 73 o menor indice.

e A viabilidade polinica evidencia diferencas marcantes na fertilidade e
estabilidade genética das plantas hibridas F, amostradas.

e A presenca de irregularidades na meiose estd relacionada com a reducdo da
viabilidade polinica nas plantas hibridas F,

e As plantas 29 e 45 podem ser usadas como doadoras de pdlen em cruzamentos

direcionados, devido as maiores porcentagens de polens vidveis.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Embora as plantas hibridas da populacdo F, tenham apresentado diferencas
quanto as anomalias meidticas e também quanto a viabilidade polinica, podem ser
aproveitadas para diferentes finalidades. Por exemplo, as plantas que apresentaram
maior taxa de viabilidade polinica, como as plantas 29 e 45, podem ser utilizadas como
plantas doadoras de pdlen em cruzamentos em programas de melhoramento onde haja
interesse por alguma caracteristica funcional ou morfolégica. J4 as plantas com
baixissima viabilidade polinica, como a planta 98, podem ser utilizadas como plantas
receptoras de pdlen, ou seja, tipo macho-estéreis.

A partir deste estudo, as plantas hibridas F, incluidas na amostra poderdo ser

utilizadas para estudos de segregacdo de genes de caracteristicas de interesse, por meio
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do mapeamento fisico realizado através de técnicas citomoleculares. Estas informacdes

poderao, por sua vez, complementar informac¢des de mapeamento gendmico de café.
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9 ANEXOS

Anexo I: Freqiiéncia do nimero de bivalentes, univalentes, trivalentes, tetravalentes e
polivalentes na fase de metafase I

Metafase I
Geracao Plantas Univalente Trivalente Tetravalente Polivalente Migracao
precoce
%

1 93,33 6,67 20,00 3,33 40,00
7 100,00 10,00 46,67 3,33 56,67
16 100,00 3,33 83,33 13,33 50,00
17 100,00 3,33 33,33 3,33 56,67
23 90,00 3,33 6,67 0,00 63,33
29 96,67 13,33 16,67 0,00 63,33

35 * * k k k
38 100,00 10,00 40,00 10,00 25,00
39 96,67 16,67 33,33 0,00 63,33
40 100,00 3,33 36,67 0,00 63,33
44 80,00 23,33 80,00 26,67 46,67
45 100,00 3,33 30,00 0,00 40,00
54 100,00 10,00 63,33 13,33 60,00
56 100,00 16,67 46,67 43,33 46,67
F, 57 96,67 23,33 46,67 6,67 40,00
60 96,67 46,67 73,33 40,00 63,33
63 86,67 6,67 36,67 13,33 26,67
73 100,00 13,33 23,33 20,00 36,67
74 96,67 16,67 80,00 16,67 50,00
82 76,67 6,67 53,33 16,67 36,67
86 75,00 10,00 75,00 25,00 40,00
89 100,00 3,33 36,67 0,00 70,00
94 100,00 0,00 50,00 10,00 40,00
98 100,00 3,33 36,67 0,00 70,00
929 93,33 0,00 40,00 3,33 33,33
102 90,00 10,00 50,00 13,33 63,33
117 100,00 20,00 43,33 20,00 33,33
124 80,00 35,00 65,00 25,00 40,00
143 100,00 10,00 30,00 0,00 23,33
152 96,67 6,67 40,00 3,33 50,00
F, H2460 86,67 0,00 20,00 3,33 23,33
P, Co 667 6,67 0,00 6,67 0,00 23,33
P, Co 254 36,67 0,00 53,33 0,00 6,67
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Anexo II: Freqiiéncia do nimero de células normais e retardatarios na fase de anéfase 1.

Anafase [
Geracao Plantas Células normais Retardatarios Ponte
%

1 63,33 36,67 0,00

7 33,33 66,67 0,00

16 50,00 50,00 0,00

17 40,00 60,00 0,00

23 36,67 63,33 0,00

29 26,67 73,33 0,00

35 40,00 60,00 0,00

38 20,00 80,00 0,00

39 43,33 56,67 0,00

40 50,00 50,00 0,00

44 66,67 33,33 0,00

45 20,00 76,67 3,33

54 43,33 56,67 0,00

56 33,33 66,67 0,00

F, 57 46,67 53,33 0,00
60 53,33 46,67 0,00

63 33,33 66,67 0,00

73 13,33 86,67 0,00

74 73,33 26,67 0,00

82 46,67 53,33 0,00

86 66,67 33,33 0,00

89 40,00 60,00 0,00

94 26,67 70,00 3,33

98 26,67 73,33 0,00

929 13,33 86,67 0,00

102 23,33 76,67 0,00

117 20,00 80,00 0,00

124 30,00 70,00 0,00

143 20,00 80,00 0,00

152 26,67 73,33 0,00

F, H2460 20,00 80,00 0,00
P, Co 667 66,67 33,33 0,00
P, Co 254 73,33 26,67 0,00
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Anexo III: Freqiiéncia do nimero de células normais e retardatarios em tel6fase 1.

Telo6fase 1
Geracao Plantas Células normais Retardatarios
%

1 53,33 46,67

7 56,67 43,33

16 40,00 60,00

17 26,67 73,33

23 33,33 66,67

29 16,67 83,33

35 20,00 80,00

38 53,33 46,67

39 36,67 63,33

40 40,00 60,00

44 46,67 53,33

45 23,33 76,67

54 43,33 56,67

56 23,33 76,67

F, 57 33,33 66,67
60 36,67 63,33

63 40,00 60,00

73 10,00 90,00

74 46,67 53,33

82 23,33 76,67

86 30,00 70,00

89 56,67 43,33

9 63,33 36,67

98 60,00 40,00

99 40,00 60,00

102 30,00 70,00

117 20,00 80,00

124 46,67 53,33

143 20,00 80,00

152 26,67 73,33

| H2460 30,00 70,00
P, Co 667 73,33 26,67

P, Co 254 63,33 36,67




Anexo IV: Freqiiéncia do nimero de células normais e migracdo precoce na fase de

metafase 11

Metafase 11
Geracao Plantas Células normais Migracao precoce
Y

1 40,00 60,00

7 36,67 63,33

16 50,00 50,00

17 40,00 60,00

23 23,33 76,67

29 50,00 50,00

35 40,00 60,00

38 50,00 50,00

39 40,00 60,00

40 43,33 56,67

44 46,67 53,33

45 56,67 43,33

54 50,00 50,00

56 43,33 56,67

F, 57 43,33 56,67
60 43,33 56,67

63 33,33 66,67

73 16,67 83,33

74 66,67 33,33

82 33,33 66,67

86 36,67 63,33

89 23,33 76,67

94 60,00 40,00

98 36,67 63,33

99 40,00 60,00

102 33,33 66,67

117 36,67 63,33

124 53,33 46,67

143 36,67 63,33

152 50,00 50,00

F; H2460 20,00 80,00
Py Co 667 50,00 50,00
P, Co 254 60,00 40,00
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Anexo V: Freqiiéncia do nimero de células normais e retardatarios na fase de anafase
IL

Anafase 11
Geracao Plantas Células normais Retardatarios
Y

1 33,33 66,67

7 43,33 56,67

16 33,33 66,67

17 20,00 80,00

23 16,67 83,33

29 40,00 60,00

35 23,33 76,67

38 23,33 76,67

39 30,00 70,00

40 36,67 63,33

44 36,67 63,33

45 26,67 73,33

54 30,00 70,00

| ) 56 23,33 76,67
57 33,33 66,67

60 33,33 66,67

63 43,33 56,67

73 10,00 90,00

74 30,00 70,00

82 13,33 86,67

86 36,67 63,33

89 30,00 70,00

9 40,00 60,00

98 30,00 70,00

99 23,33 76,67

102 20,00 80,00

117 23,33 76,67

124 40,00 60,00

143 16,67 83,33

152 36,67 63,33

F, H2460 20,00 80,00
P, Co 667 63,33 36,67
P, Co 254 63,33 36,67
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Anexo VI: Freqiiéncia do nimero de células normais e retardatarios em teléfase II.

Telofase 11
Geracao Plantas Células normais Retardatarios
%

1 36,67 63,33

7 76,67 23,33

16 40,00 60,00

17 23,33 76,67

23 50,00 50,00

29 26,67 73,33

35 26,67 73,33

38 50,00 50,00

39 30,00 70,00

40 26,67 73,33

44 33,33 66,67

45 56,67 43,33

54 53,33 46,67

56 23,33 76,67

F, 57 36,67 63,33
60 36,67 63,33

63 33,33 66,67

73 20,00 80,00

74 46,67 53,33

82 13,33 86,67

86 40,00 60,00

89 46,67 53,33

9 70,00 30,00

98 50,00 50,00

99 26,67 73,33

102 30,00 70,00

117 30,00 70,00

124 50,00 50,00

143 23,33 76,67

152 36,67 63,33

F, H2460 8,33 91,67
P, Co 667 86,67 13,33

P, Co 254 63,33 36,67




Anexo VII: Freqiiéncia em porcentagem (%) do nimero de tétrades normais, diades,
triades, poliades e micronucleos na fase de tétrade

Tétrades
Geracdo Plantas Normal Diade Triade Poliade Micronicleo
Y
1 45,00 0,00 0,00 1,67 53,33
7 53,33 0,00 0,00 3,33 45,00
16 36,67 0,00 23,33 10,00 56,67
17 20,00 0,00 0,00 0,00 80,00
23 38,33 0,00 0,00 0,00 65,00
29 30,00 0,00 8,33 1,67 63,33
35 55,00 0,00 0,00 0,00 45,00
38 48,33 0,00 0,00 0,00 51,67
39 60,00 0,00 0,00 1,67 38,33
40 48,33 0,00 3,33 0,00 50,00
44 23,33 5,00 30,00 1,67 56,67
45 43,33 0,00 3,33 3,33 51,67
54 15,00 0,00 0,00 1,67 83,33
56 11,67 0,00 1,67 0,00 86,67
¥, 57 28,33 0,00 3,33 0,00 71,67
60 36,67 0,00 1,67 0,00 63,33
63 50,00 1,67 1,67 6,67 43,33
73 8,33 0,00 5,00 0,00 90,00
74 58,33 0,00 0,00 0,00 41,67
82 11,67 0,00 0,00 0,00 88,33
86 41,67 0,00 0,00 0,00 58,33
89 30,00 0,00 3,33 0,00 68,33
94 46,67 0,00 1,67 0,00 51,67
98 53,33 0,00 0,00 1,67 46,67
99 70,00 0,00 3,33 0,00 26,67
102 16,67 0,00 3,33 0,00 80,00
117 35,00 0,00 0,00 0,00 65,00
124 43,33 3,33 18,33 0,00 41,67
143 65,00 0,00 5,00 0,00 30,00
152 31,67 0,00 0,00 0,00 68,33
F, H2460 25,00 0,00 0,83 0,00 73,33
P, Co 667 85,00 1,67 4,17 0,00 1,67
P, Co 254 76,67 0,00 1,67 2,50 7,50
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Anexo VIII: Viabilidade por coloragao

Geracao Planta Média de polens coloridos Média de polens incolores V‘l7:; c
01 284,25 75,75 78,96
07 423,75 119,75 77,97
16 116,75 39,00 74,96
17 270,00 220,50 55,04
23 269,75 206,50 56,64
29 115,00 122,75 48,37
35 449,25 206,25 68,53
38 214,00 97,00 68,81
39 154,50 93,75 62,23
40 179,75 92,50 66,02
44 142,50 130,25 52,24
45 298,25 78,50 79,16
54 197,50 155,50 55,95
56 115,50 166,25 40,99
57 153,75 193,75 44,24
F, 60 117,00 292,50 28,57
63 310,00 107,50 74,25
73 164,50 126,50 56,53
74 88,50 248,75 26,24
82 139,50 154,00 47,53
86 S * k
89 251,25 228,75 52,34
94 227,25 86,25 72,49
98 157,50 168,00 48,39
99 160,50 198,25 44,74
102 171,50 213,50 44,54
117 151,50 66,25 69,57
124 236,00 97,25 70,82
137 101,00 119,25 45,86
143 176,50 73,25 70,67
152 150,00 151,50 49,75
F; H2460 248,25 214,00 53,70
Co 667 369,25 69,25 84,21
P; (BYV) 15(BYV) 271,25 36,00 88,28
30 (BV) 325,25 32,50 90,91
P, (R) Co 254 251,75 148,75 62,86

* Planta ndo avaliada
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Anexo IX: Viabilidade por germinacao

Geracao Planta Meédia de polens por lamina Média de polens germinados V,I;OG
01 70 7 10,00
07 1650 13 9,85
16 1460 533 36,51
17 225 10 4,22
23 1280 99 7,70
29 370 142 38,38
35 1130 239 21,11
38 1535 327 21,27
39 1225 263 21,43
40 575 43 7,48
44 840 62 7,38
45 1815 578 31,85
54 1750 295 16,86
56 575 69 12,00
F 57 720 56 7,78
2 60 940 64 6,76
63 1750 500 28,54
73 k k k
74 %k k k
82 1000 86 8,55
86 %k k LS
89 1305 50 3,83
94 1000 159 15,90
98 1825 62 3,40
99 k k LS
102 780 117 15,00
117 2350 252 10,70
124 2000 193 9,63
143 1995 323 16,19
152 1750 127 7,26
F1 H2460 600 38 6,25
P1 (BV) Co 667 4050 1336 38,6
P2 (R) Co254 4500 304 12,27

* Planta ndo avaliada
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Anexo X: Células em divisdo anormais x tétrades anormais. Correlagdo=0,47 a 1% de

significancia.
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Anexo XI: Células em divisdo anormais X VPC. Nao houve correlagao.
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Anexo XIII: Tétrades anormais x VPC. Correlagdo= -0,34 a 5% de significancia.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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