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Apresentacao

No inicio dos trabalhos de melhoramento do cafeeiro o ponto principal
era o aumento do rendimento. Atualmente além do incremento da
produtividade, o melhoramento tem objetivado o desenvolvimento de
cultivares de elevado potencial produtivo, boa qualidade de bebida,
adaptada a diferentes ambientes e com boa estabilidade, resistente

a pragas e doencas etc. Logo nenhum melhoramento é possivel no
cafeeiro sem o conhecimento de aspectos da sua biologia floral e
reprodutiva.

Tema recorrente nas pesquisas, em que sao utilizadas as tecnologias
de base molecular e citogenética para estudos em biotecnologia,
gendmica, transcriptdbmica, a constituicdo do genoma de cultivares

e espécies pode ser ampliada com a contribuicao do estudo

de micrésporos, visando conhecer e selecionar o estadio de
desenvolvimento do objeto de estudo, que é essencial.

Este trabalho acrescenta andlises citogenéticas de micrésporos e um
painel dos aspectos citolégicos das células germinativas masculinas de
cafeeiros, ao longo de seu desenvolvimento, até o estadio de grao de
pélen binucleado aos ja publicados e importantes estudos citogenéticos
relacionando-os ao desenvolvimento de botdes florais e flores.

Uma vez que nao ha trabalho semelhante nas bases de dados da
literatura técnico-cientifica, espera-se que seja util para facilitar a coleta
de material biolégico em futuras acdes de pesquisa.

Gabriel Ferreira Bartholo
Gerente-Geral da Embrapa Café
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Aspectos Citologicos da
Microgametogénese no
Cafeeiro

Paula Cristina da Silva Angelo

Introducao

O desenvolvimento do grao de pélen ou microgametogénese em
plantas com flores segue uma sequéncia de eventos padronizados.
Sob o controle de genes homedticos das classes B, C e E (CHANG

et al., 2011; MA, 2005), ocorre a morfogénese das anteras com sua
camada interna de tecido esporogénico em cada um dos l6culos. As
células desse tecido, os microspordécitos, ddao origem as células mae
dos micrésporos (CMMs), que tém ploidia idéntica as das células
somaticas (2n em plantas dipléides) da flor e da planta que floresce.
CMMs adquirem uma parede de calose que é secretada pelo tapetum,
tecido da antera de duracao transitéria e que tem funcao glandular
(PIFFANELLI et al., 1998) e, em seguida, passam pelas duas divisoes
meidticas. Durante a primeira divisao meidtica, a recombinacao por
crossing over ocorre sob controle de genes como SW/ITCH/DYAD,
POOR HOMOLOGOUS SYNAPSIS 1 que asseguram alta fidelidade a
segregacao dos cromossomas recombinantes (CHANG et al., 2011;
MA, 2005). Ao fim da meiose, um conjunto de quatro micrésporos
pode ser visto dentro de um mesmo envoltério de calose, tendo cada
um deles a ploidia reduzida a metade (n, em plantas dipldides) daquela
que tém as células somaticas nas flores e plantas que florescem.

11
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Terminada a microsporogénese, os micrésporos crescem e amadurecem
para dar origem a graos de pdlen, ou gametéfitos, preparados para
germinar ao contato com estigmas receptivos. Assim que sao liberados
do envoltério de calose, que €é digerido por glucanases também
secretadas pelo tapetum (PIFFANELLI et al., 1998), micrésporos jovens
tém nucleos grandes e centralizados, denominados nucleos vegetativos,
envoltos por um sistema de membranas que é parte do reticulo
endoplasmatico e enriquecido em ribossomas (WETZEL; JENSEN,
1992). Nesse estadio, tém paredes celulares delgadas que recebem

das células do tapetum os precursores lipidicos para formar a exina

do envoltério celular, o que é um dos primeiros eventos que marcam

a fase de maturacdo dos graos de pélen (PIFFANELLI et al., 1998). O
nulcleo vegetativo torna-se excéntrico quando o citoplasma é dominado
por grandes vacuolos. Estes vacuolos emergem de um processo de
renovacao celular, durante o qual é eliminado o que foi utilizado na
microsporogénese e ja nao é necessario, e geralmente duram até a
primeira divisdo mitética do nucleo vegetativo (PACINI et al., 2011).
Em geral, vacuolos tém importancia no balanco de d4gua e no aumento
do volume dos micrésporos (FIRON et al., 2012).

Quando o nucleo vegetativo sofre a primeira mitose, os micrésporos
tornam-se binucleados, apresentando um nucleo vegetativo e um nutcleo
generativo, cada um deles com a metade da ploidia (n) das plantas que
floresceram (2n, em plantas dipldides). Logo apds a mitose, o nucleo
generativo pode ser visto aderido a membrana celular do micrésporo

e, em seguida, migra para o centro da célula ja envolto em seu préprio
sistema de membranas (PARK; TWELL, 2001; RODRIGUEZ-GARCIA

et al., 2003). Desse ponto em diante, a estrutura é reconhecida como
célula generativa e contém, além do nucleo generativo, algum citoplasma
e proplastideos, mas nao amiloplastos, e algumas mitocdndrias, a
depender da espécie (CLEMENT: PACINI, 2001). A maioria das organelas
permanece no citoplasma da célula vegetativa, assim como a maioria
dos corpusculos de reserva, que podem ser constituidos de dleos e mais
comumente de carboidratos, além do amido nos plastideos (CLEMENT;:
PACINI, 2001; PIFFANELLI et al., 1998).



Aspectos Citologicos da Microgametogenese no Cafeeiro

Uma segunda divisdo mitética marca a dissolucao da célula generativa
e a origem de dois espermatdécitos (ambos de ploidia n nas plantas
dipléides). Graos de pdlen que ja tém dois espermatécitos e um nucleo
vegetativo antes da deiscéncia das anteras e da antese das flores
ocorrem em algumas espécies e aqueles com uma célula generativa e
um nucleo vegetativo sao mais frequentes. A segunda divisao mitética
do nucleo generativo pode até mesmo ocorrer durante a germinacao
do pdlen, ja no tubo polinico (MA, 2005). O genoma do gréao pdlen

é expressado (NOWAK et al., 2011) e as reservas no citoplasma da
célula vegetativa sdo mobilizadas durante a sintese do tubo polinico,
que é um processo ativo dependente de ATP (CLEMENT; PACINI,
2001; RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2003). O tubo transporta os
espermatdécitos através do estigma e do estilete da flor e os direciona
aos megagametoéfitos (sacos embrionarios) no ovario. Um deles funde-
se com o megagametdcito (de ploidia n em plantas dipléides) para
formar o embriao, que recupera a ploidia dos genitores (2n nas plantas
dipléides) e o outro espermatécito funde-se com a célula central do
megasporo (que tem ploidia 2n em plantas dipléides) para formar o
endosperma da semente (ploidia 2n + n, tripléide em plantas dipléides).

A citologia da microgametogénese em cafeeiros nao foi suficientemente
examinada, a despeito da importancia do processo para programas

de melhoramento (COULIBALY et al., 2003) e outras biotecnologias.
Ha relatos muito bons sobre o pareamento e a segregacido dos
cromossomas durante a meiose (BOAVENTURA, 1990; CONAGIN,
1961), sobre taxas de germinacao e longevidade de graos de pélen
(MENDES, 1961) e sobre a estrutura e a ornamentacao do envoltério
externo dos graos de podlen, que é extremamente varidvel em espécies
de Coffea, especialmente C. arabica e suas variedades (CHINNAPPA;
WARNER, 1981, 1982). Mas nao foi possivel encontrar trabalhos
incluindo os aspectos morfo-citoldgicos da microgametogénese. Este
trabalho é um registro dos estados citolégicos citados acima para o
cafeeiro, relacionando-os com os estadios de desenvolvimento das
flores, o que pode ser util para consultas que antecederem coletas de
material biolégico para fins de pesquisa.
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Material e Métodos

Os botoes florais foram coletados, em setembro e outubro de 2015

e junho a setembro de 2016, em plantas férteis de Coffea arabica L.
‘Siriema’ (clone 33) e C. arabica ‘Acaud’ e de uma planta de progénie
de C. arabica ‘Bourbon’; de uma planta do Hibrido do Timor; e de

C. canephora Pierre ex A. Froehner ‘Conillon’, na fazenda mantida pela
Fundacao Procafé, para experimentacado, em Varginha/MG. De acordo
com seu comprimento, os botdes florais foram designados como F1 a
F9, com comprimentos aproximados de 4 mm a 5 mm até 2,5 cm a 3
cm, respectivamente, sendo os ultimos estadios F8 e F9 representados
por flores em antese parcial ou completa. Foram coletados botoes florais
em cada um desses estadios para cada um dos gendtipos examinados.

Uma vez coletados, os botoes florais foram examinadas a fresco ou
fixados, por pelo menos 24 horas, em etanol:acido acético 3:1, a
temperatura ambiente. Anteras, excisadas de botdes florais recém
coletados ou pré-fixados, foram seccionadas sobre as laminas de
vidro para liberar os micrésporos no corante ou coradas em pequenos
volumes da solucdo de corante, a 60 °C, em estufa de temperatura
controlada por duas a trés horas, antes do exame. Os corantes usados
foram carmin-acético (5% carmin em acido acético 45%) ou carmin
acético-alcodlico, modificado de Snow (1963) por ter sido preparado
com acido acético glacial e nao com acido cloridrico, sendo todos

os outros detalhes da preparacdao mantidos como na receita original.
Os procedimentos relatados por Gardner e Rattenbury (1974) para
romper os micrésporos, expulsando-os dos envoltérios, e facilitar as
observacodes de nucleo(s), e também aqueles Uteis para descorar os
citoplasmas com solucao de acido acético, evidenciando a coloracio
do(s) ndcleo(s), foram empregados.
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O exame das laminas foi realizado em microscépio binocular de
campo claro (Zeiss), sob aumento de 400X (lentes oculares de 10X)
e um zoom digital de 4X foi aplicado a algumas das imagens (vide as
legendas), para propiciar a visualizacdao de detalhes das células nos
diversos estadios de desenvolvimento.

Resultados e Discussao

Flores de plantas dos diferentes gendtipos apresentam diferencas
quanto ao comprimento final. Alguma variabilidade no comprimento e
morfologia de flores de um mesmo gendtipo, em anos consecutivos,
também foi observada. Essas diferencas podem estar relacionadas

a fatores ambientais como a disponibilidade de agua (BEAUZAMY

et al., 2014), o que é capaz de induzir efeitos até mais marcantes.

Por exemplo, a ocorréncia de frutos resultantes de duplicacdo dos
pistilos, o que no café é vulgarmente conhecido como “Felipe”, pode
estar relacionada com a escassez de d4gua, como relatado para outras
espécies (HANDLEY; JOHNSON, 2000). As flores malformadas e
pequeninas de café, conhecidas como “estrelinhas” na antese, que
também podem apresentar pistilos duplos, foram observadas depois de
longos periodos de escassez drastica de agua seguidos por chuvas que
atingem flores enquanto estas nao estdo completamente diferenciadas
e preparadas para a antese (observacao da autora).

Em razao da variabilidade natural descrita acima, observada de um ano
para o seguinte no mesmo gendtipo e entre gen6tipos no mesmo ano,
nao foram realizadas medicGes rigorosas (que teriam desvios de média
da ordem de milimetros e décimos de milimetros) do comprimento de
botdes florais de cada genétipo em cada estadio. Botdes florais com
diferencas de 2 mm ou 3 mm no comprimento em um mesmo gendtipo
e ano podem conter micrésporos em estadios tao diferentes quanto
MMCs e tétrades (vide a seguir) e diferencas como essa ocorrem em
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floradas consecutivas de uma mesma cultivar. As imagens das células
e das flores foram dispostas como um continuum no tempo, pois nao
houve correspondéncia absoluta e universal entre o comprimento das
flores e o estadio dos micrésporos para todos os gendétipos e anos de
coleta. Portanto, as imagens incluidas no presente trabalho podem ser
consultadas para obter orientacao inicial antes das coletas, sendo o
material coletado examinado em seguida, para se ter certeza do estadio
de desenvolvimento dos micrésporos, e sao Uteis para saber, por
exemplo, que em flores F4 ou F5 (Figura 2) a meiose dos micrésporos
ja ocorreu.

Cultivares oriundas de selecéo e hibridos de C. arabica (‘Siriema’,
‘Acaud’ e ‘Bourbon’) sao tetrapléides (4n), produzem graos de pdélen
contendo espermatdcitos dipléides (2n) e a maioria das células no
endosperma soélido deve ser, em teoria, hexapléide (4n + 2n). O Hibrido
do Timor é um tetrapldide natural resultante da hibridacao interespecifica
entre C. canephora e C. arabica. Plantas de C. canephora sao dipldéides.
Entdo, alguma variabilidade no tamanho dos micrésporos em um
mesmo estadio e na ornamentag¢ao do envoltério externo do pdlen,

ja reportados por Chinappa e Warner (1981, 1982), foram notados,
mas nao foram observadas diferencas muito marcantes relativas ao
processo da microgametogénese em si, como, por exemplo, diferencas
na frequéncia de microgametas ou de células malformadas que
pudessem ser relacionadas especifica e exclusivamente a qualquer um
dos gendtipos examinados.

Quanto aos corantes utilizados, o carmin acético-alcodlico funcionou bem,
especialmente para tecidos previamente fixados em etanol:4cido acético e,
em seguida, corados por algumas horas (duas a trés) a 60 °C. Utilizados
em conjunto, esses dois procedimentos - a pré-fixacao e a coloracao

em temperatura alta - produziram coloracédo do(s) ntcleo(s) um pouco
mais estdvel do que a do carmin acético-alcodlico sobre células
recém-colhidas. A estabilidade da coloracao foi importante quando

se necessitou descolorir os citoplasmas preservando e realcando a
coloracao dos nucleos. A pré-fixagcao e a alta temperatura também
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contribuiram para a clarificacao dos citoplasmas das células, devida a
dissolucdo dos corpusculos de reserva (SNOW, 1963).

Em geral, no entanto, o carmin-acético produziu coloracdo muito mais
intensa do que o carmin acético-alcodlico, mais vermelha que rosada,
sem a necessidade de pré-fixar o material. Mas, nas preparacoes

em que foi utilizado o carmin-acético, quase que invariavelmente foi
necessario descolorir um pouco os citoplasmas para evidenciar os
nucleos.

A ruptura e remocao do envoltério externo dos graos de pélen em
estadio tardio, seguindo as instrucoes de Gardner e Rattenbury (1974),
foi essencial para observar e capturar as imagens da célula generativa
e foi facilitada por um leve aquecimento das laminas em placa
aquecedora elétrica, antes do esmagamento.

Quanto as observacdes propriamente ditas, o tecido microsporogénico
foi observado como agrupamentos de microspordécitos com paredes
celulares bem finas, ricos em vacuolos, e que se destacaram facilmente
dos outros tecidos da antera em flores nos estadios F1 e F2 (Figura
1A e 1B). A diferenciacao e individualizacao dos microspordécitos foi
percebida como a aquisicao gradativa da forma eliptica. CMMs com
citoplasmas uniformes e claros e com nucleos grandes e centralizados
foram observadas em botdes no estadio F2 . Essas células tinham
inicialmente a forma definida pela pressao das suas vizinhas, todas
incluidas nos sacos polinicos dentro dos l6culos das anteras (Figura 1C
e 1D). Microsporécitos e CMMs foram observados em botdes florais
F1-F2 de todos os gendtipos examinados, sem dificuldades.

A partir da aquisicao do envoltério de calose, na pré-meiose (Figura 1E),
as CMMs apresentaram forma eliptica e, depois da divisdo do citoplasma
(Figura 1F), as tétrades de micrésporos que resultam da meiose foram
observadas em botoes florais F2-F3, de C. arabica ‘Acaud’, em 2015,
(Figura 1G-J) e em Hibrido do Timor e C. arabica ‘Siriema’, em agosto
de 2016. Tétrades sao bastante efémeras. CMMs foram observadas por
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dois dias consecutivos de coleta e provavelmente podem durar um tempo
maior, mas quando se tornaram aptas a evoluir, induzidas, certamente,
por sinais ambientais e também endégenos, deram origem a micrésporos
uninucleados jovens (Figura 2A) em menos de 12 horas.

Foto: Paula Cristina da Silva Angelo

Figura 1. Microsporogénese em Coffea spp. F1-F3 s&o botdes florais em diferentes
estadios de desenvolvimento. A-B: microspordcitos. C-D: grupos de células mae de
micrésporos (CMMs - ponta de seta preta) expostas depois que uma antera seccionada foi
esmagada sob a laminula e CMMs em maior aumento. E-F: CMMs dentro do envoltério de
calose. E: em pré-meiose. F: em processo de divisdo do citoplasma que segue as divisdes
meidticas do nlcleo. G-J: tétrades de micrésporos sob diferentes dngulos, dentro do
envoltério de calose (EC). J: um micrésporo da tétrade foi liberado durante a manipulacéo
e os restantes sdo vistos dentro do envoltério de calose. A, C e E-H: aumento de 400X.
B, D, I e J: aumento de 400X mais zoom digital de 4X. Quadriculas atras dos botdes
florais sdo de 6 mm x 6 mm.
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A reducao no tamanho dos micrésporos, quando comparados com as
CMMs, é facilmente percebida comparando-se as Figuras 1F e 1H.

Uma vez liberados das tétrades pela dissolugcao do envoltério de calose
(Figura 1J), os micrésporos iniciam a maturacao (Figura 2) para se
tornarem graos de pélen. Micrésporos uninucleados jovens com paredes
celulares muito delgadas, citoplasma uniforme e claro e nlcleo grande
e centralizado (Figura 2A e 2B) e micrésporos uninucleados vacuolados
com nucleos grandes e excéntricos (Figura 2C e 2D) foram observados
em botdes florais F4-F6, de C. arabica ‘Siriema’ (Figura 2C e 2D) e

de Hibridos do Timor, no ano de 2016. Vacuolos muito reduzidos e

de dificil identificacdo ao microscépio ocorreram em micrésporos de

C. canephora e micrésporos vacuolados nao foram observados nas
preparacoes de C. arabica ‘Bourbon’ realizadas para este trabalho.
Nesse caso, como para as tétrades, visto que sao estadios de duracéao
curta, nao foram feitas coletas hora a hora, de botoes florais em

todos os estadios para todos os gendtipos a fim de registrar mais
imagens. Vale ressaltar que o objetivo do trabalho foi coletar e registrar
imagens dos estados citolégicos comuns a cafeeiros e relaciona-los
com o desenvolvimento das flores e nao distinguir genétipos quanto

a frequéncia de tipos celulares em cada estadio ou duracdo de cada
estadio da microgametogénese. Para estas acdes de pesquisa futuras,
espera-se que as imagens aqui registradas tenham utilidade.

A observacao dos micrésporos binucleados recentes, com o nucleo
generativo aderido a membrana da célula vegetativa (Figura 2E) e se
destacando dela (Figura 2F), foi possivel desde botdes florais F6, onde
os binucleados recentes eram minoria absoluta entre a populacao de
micrésporos extraidos simultaneamente das cinco anteras de cada
flor, até flores no estadio F7, onde os binucleados, principalmente os
tardios, tornaram-se a maioria (Figura 2). Graos de pdélen em estadio
tardio (Figura 2G), que possibilitaram a observacao da célula generativa
com seu citoplasma, foram encontrados em flores F7, mantidas em
ambiente Umido, no refrigerador e dissecadas algumas horas antes de
sofrerem antese, flores em antese parcial (F8) e completa (F9).
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Graos de pdlen nos estadios florais F7 e seguintes foram capazes

de gerar tubos polinicos in vitro. Contrariamente ao que ocorre na
microsporogénese (Figura 1), a maturacao dos graos de pdlen incluiu
aumento de tamanho celular (Figura 2A x 2F e micrésporos jovens x
micrésporos vacuolados na Figura 2C).

Foto: Paula Cristina da Silva Angelo

Figura 2. Maturacdo de grédos de pélen de Coffea spp. F4-F9 sdo botdes florais em
diferentes estadios de desenvolvimento. A-B: micrésporo jovem uninucleado, intacto e
apos a ruptura da parede, por esmagamento. Os fragmentos da parede estdo ao lado
esquerdo da imagem. C: micrésporos jovens uninucleados e micrésporos vacuolados lado
a lado. D: outro micrésporo vacuolado da mesma preparacdo. Vacuolos estdo indicados
por setas pretas. E-H: micrésporos binucleados jovens, com o nucleo generativo aderido
(E) e se destacando (F) da membrana da célula vegetativa. A visualizacdo do nucleo
generativo é dificultada pela presenca da parede celular em G e mais facil sem ela em H,
onde registrou-se um micrésporo binucleado tardio, com o nucleo generativo envolto pela
célula generativa que traz um “colar” de pequenas inclusdes, imersa no citoplasma da
célula vegetativa. Pontas de seta pretas: nlcleos vegetativos. Pontas de seta brancas:
nucleos generativos. A, C-D, F-G: aumento de 400X. B, E e H: aumento de 400X mais
zoom de 4X. Quadriculas atras dos botdes florais sdo de 6 mm x 6 mm.
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Nao foi possivel capturar imagens de graos de pdlen trinucleados e nao
foram encontradas referéncias bibliograficas sobre a fase em que se da
a segunda mitose do nucleo generativo do cafeeiro.

Além de fatores ambientais citados acima que podem interferir
na correspondéncia exata entre o comprimento de flores e
botdes florais como aqueles inseridos nas Figuras e estadios de

desenvolvimento de micrésporos, ao longo deste trabalho observou-se que

hé discrepancia no comprimento e desenvolvimento das diferentes
anteras de uma mesma flor, o que é mais pronunciado em alguns
gendtipos que em outros. Como exemplo, pode-se observar, na
Figura 3, discrepancia mais pronunciada em C. arabica “Siriema’
que em C. canephora, nos estadios F5-F6. Essa discrepancia pode
contribuir para explicar porque as populacdes de micrésporos de
cada flor podem ser mais ou menos heterogéneas, dependendo,
entdo, também do gendtipo do cafeeiro. Além disso, Clément e
Pacini (2001) relataram que micrésporos podem perder a sincronia
de desenvolvimento tdo cedo quanto depois da segunda divisdo
meidtica e algumas células podem iniciar a diferenciacao antes das
outras.

Foto: Paula Cristina da Silva Angelo

Figura 3. Anteras excisadas de flores em estadio F5-F6 de C. arabica “Siriema” (A) e de

C. canephora (B). O espaco entre escalas a esquerda de cada imagem é de 6 mm.
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Conclusoes

Os estadios da microsporogénese e da maturacao dos graos de pdlen
do cafeeiro foram aqui registrados. Os botdes florais e flores inseridos
nas Figuras devem ser (teis para estimar o estadio de desenvolvimento
dos micrésporos que encerram e para orientar coleta de material
biolégico para investigacdao complementar, em qualquer um dos campos
correlatos a microgametogénese. O desenvolvimento dos botdes
florais e micrésporos é altamente relacionado a fatores ambientais

e a passagem de F1 a F9 pode levar um més e até quase dois, a
depender do ano e do ambiente. Geralmente boa disponibilidade de
agua determina crescimento e desenvolvimento mais acelerados. De
qualquer forma, de posse do resultado do exame ao microscépio de
micrésporos coletados uma primeira vez, reconhecendo-se o estadio
de desenvolvimento das células por comparacao com as Figuras 1 e

2, seré possivel decidir por coletar botdes florais maiores ou menores
do que os da primeira coleta para obter micrésporos que estejam
exatamente no(s) estadio(s) desejado(s) e planejar melhor as coletas
seguintes para fins de pesquisa.
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