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RESUMO

FONTES, Béarbara Pereira Dantas, D. S., Universidade Federal de Vicosa, maio
de 2003. Citogenética, citometria de fluxo e citometria de imagem em
Coffea spp. Orientador: Carlos Roberto de Carvalho. Conselheiros: Ney
Sussumu Sakiyama e Wagner Campos Otoni.

Com o objetivo de obter cromossomos morfologicamente adequados para
serem caracterizados citogeneticamente e identificados para montagem do
cariograma de C. canephora (2n=2x=22), C. arabica (2n=4x=44) e C.
eugenioides (2n=2x=22), empregaram-se novas técnicas citogenéticas associadas
as metodologias computacionais de andlise de imagens. As metodologias
utilizadas possibilitaram a obtencdo do cariograma das trés espéecies com
cromossomos definidos e resolucdo adequada para caracterizagéo de cada par de
homologos, aparentemente semelhantes quando obtidos por meio de técnicas
convencionais. A andlise citogenética revelou que C. canephora possui um par
de cromossomos metacéntricos (m) e 10 pares submetacéntricos (sm). Foi
observada a presenca de satélites no braco curto do cromossomo 6, e o
comprimento absoluto de seus cromossomos variou de 1,58 a 3,30 nm. A
citometria de fluxo foi usada para estimar a quantidade de DNA (valor 2C), na

fase GO/G1, em Coffea. Foram analisadas amostras das espécies de C. canephora



(2x), C. eugenioides (2x), C. racemosa (2x) e C. arabica (4x); do Hibrido de
Timor, hibrido natural tripldide entre C. arabica e C. canephora (4x); dos
supostos hibridos interespecificos naturais entre C. racemosa e C. arabica,
denominados UFV 557; e de plantas resultantes do retrocruzamento entre C.
arabica e UFV 557. A diferenca na quantidade do conteldo de DNA entre
espécies diploides foi de até 0,50 pg = 45% (Coffea racemosa 1,11 pg; Coffea
eugenioides 1,40 pg e Coffea canephora cv. ‘Robusta’ 1,61 pg). Considerando-se
os valores intraespecificos (Coffea canephora 1,43 a 1,61 pg e Coffea arabica
2,40 a 3,04 p), estas diferencas foram de 0,18 pg (12,59%) e 0,64 pg (26,67%),
respectivamente. A citometria de fluxo também revelou-se uma ferramenta
importante no monitoramento e identificacdo de hibridos interespecificos de
Coffea. A citométria de imagem foi empregada para determinacdo do indice de
densidade Optica de preparacOes de pontas de raizes esmagadas e coradas com
reacdo de Feulgen. O método profase/tel 6fase (mensuramento de 10 nicleos em
profase e 10 em tel6fase por |amina) foi empregado nesta pesquisa. Assim,
valores 4C e 2C, referentes ao nucleos em préfase e tel6fase, foram estimados, e
as razoes entre os genomas de Coffea arabica cv. Catuai Vermelho (2n=44) e
Coffea canephora cv. Conillon (2n=22) e entre Coffea arabica cv. Mundo Novo
e cv. Catuai Vermelho puderam ser estabelecidas. As estimativas do indice entre
as cultivares obtidas pelo método de citometria de imagem foram comparadas
com valores obtidos previamente usando a citometria de fluxo e apresentaram

diferencas inferiores a 2,27%.
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ABSTRACT

FONTES, Barbara Pereira Dantas, D. S., Universidade Federal de Vicosa, May
2003. Cytogenetics, flow cytometry and image cytometry in Coffea spp.
Adviser: Carlos Roberto de Carvalho. Committee Members: Ney Sussumu
Sakiyama and Wagner Campos Otoni.

New cytogenetic techniques together with methods of computer image
analyses were utilized to set up the karyogram of C. canephora (2n=2x=22), C.
arabica (2n=4x=44), and C. eugenioides (2n=2x=22). Thereby, morphologically
appropriate chromosomes were obtained for cytogenetic characterization and
identification. These methodologies brought forth a karyogram of the three
species with defined chromosomes and a suitable resolution for the
characterization of each homologous pair, which, when obtained by conventional
techniques, are apparently similar. The cytogenetic analysis indicated that C.
canephora owns one metacentric (m) and 10 submetacentric chromosome pairs
(sm). Satellites were localized on the short arm of chromosome 6, while the
absolute chromosomes length varied between 1,58 and 3,30 nm. Flux cytometry
was used to estimate the quantity of the DNA (value 2C) in the GO/G1 phase, for
Coffea. Samples of the following species were analyzed: C. canephora (2x), C.
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eugenioides (2x), C. racemosa (2x), and C. arabica (4x); the Timor Hybrid,
natural triploid hybrid of C. arabica and C. canephora (4x); the suspected
interspecific natural hybrids of C. racemosa and C. arabica, designated UFV
557; and the backcrosses of C. arabica and UFV 557. The difference in the
content quantity of the DNA among the diploid species reached 0,50 pg = 45%
(Coffea racemosa 1,11 pg, Coffea eugenioides 1,40 pg, and Coffea canephora cv.
‘Robusta’ 1,61 pg). These differences were 0,18 pg (12,59%) and 0,64 pg
(26,67%), respectively, in the intra-species values (Coffea canephora 1,43 to
1,61pg and Coffea arabica 2,40 to 3,04 pg). Flux cytometry proved to be of great
usefulness to monitor and identify the interspecific hybrids of Coffea. Picture
cytometry was employed in the determination of the optical density index in slide
preparations of root tips pressed and dyed by the Feulgen reaction. The
prophase/telophase method (measurement of 10 nuclei in prophase and 10 in
telophase per slide) was used in this study. The values 4C and 2C of the nuclei in
prophase and telophase were estimated, and the genome ratios of Coffea arabica
cv. Catuai Vermelho (2n=44) and Coffea canephora cv. Conillon (2n=22), as
well as of Coffea arabica cv. Mundo Novo and cv. Catuai Vermelho could be
established. In a comparison between the estimate indices of the cultivars
obtained by the picture cytometry method and the values established previoudy
by flux cytometry, the differences lay below 2,27%.
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1. INTRODUCAO

A producdo mundial de café concentrase em duas espécies. Coffea
arabica L. (café arabica), espécie alotetrapldide e autocompativel; e Coffea
canephora Pierre et Froenher (café robusta), dipldide e auto-incompativel
(CHARRIER e BERTHAUD, 1985; CARVALHO, 1988; CARVALHO et 4.,
1991).

Muitas espécies de Coffea tém sido objeto de estudos citogenéticos, 0s
quais contribuem para o entendimento dos mecanismos evolutivos e fornecem
subsidios para programas de melhoramento genético. Entretanto, as técnicas
citogenéticas convencionais empregadas (MENDES, 1938; Bouharmont, 1959,
citado por SYBENGA, 1960; BOUHARMONT, 1963; PIEROZZI et a., 1999) e
a falta de metodologias adequadas para a preparacéo de laminas com metafases
morfologicamente preservadas tém sido obstaculos que dificultam a
caracterizacdo cromossomica das espécies de café, 0 que resulta em preparagoes
cromossdmicas com poucas possibilidades de identificacdo dos pares homaol ogos.
A similaridade morfoldgica, o tamanho relativamente pequeno dos cromossomos
e 0s baixos indices metafasicos obtidos em meristemas radiculares também tém
dificultado a caracterizacdo citogenética mais adequada dos cromossomos de
cafe.



Novas técnicas citogenéticas, desenvolvidas para estudo do genoma de
plantas, associadas a metodologias computacionais de analise de imagem
(CARVALHO, 1995), tém possibilitado resolver, com maior defini¢éo, pequenas
diferencas morfolOgicas entre cromossomos, aparentemente semelhantes, de
muitas plantas, principal mente daguelas com cari6tipos homomorficos.

O vaor C de DNA tem um significado biologico fundamental, e o
conhecimento da quantidade de DNA nuclear de um grupo de organismos pode
ser Util em varios campos da genética. A densitometria com base na reagéo de
Feulgen DNA especifico fornece, por meio de um citofotbmetro, uma
proporcionalidade entre a quantidade de DNA existente e a quantidade de corante
gque o nucleo incorporou. Com o0 advento da citometria de imagem, o
citofotbmetro utilizado em densitometria passou a ser substituido por um sistema
de andlise que capta imagens do microscopio, via video ou camera digital. Esses
dados sdo calculados a partir da densidade optica de valores cinzas de pixels dos
nucleos corados (VILHAR e DERMASTIA, 2002). A citometria de fluxo
envolve a andlise das densidades Opticas de particulas em fluxo. Em plantas,
basicamente consiste no isolamento dos nucleos, na coloragdo destes com um
fluorocromo DNA especifico e na leitura da intensidade de fluorescéncia emitida.
As grandes vantagens dessa técnica, em relacdo a densitometria, sdo a relativa
facilidade e rapidez da preparacéo das amostras, 0 grande nimero de nucleos que
podem ser analisados, 0 uso de pequena quantidade de tecidos e a possibilidade
de deteccdo de pequenas diferencas na quantidade de DNA.

Determinacdes de contelidos de DNA, por diferentes autores, evidenciam
a ocorréncia de variabilidade intra-especifica (BENNETT, 1985) e
interespecifica no tamanho do genoma de plantas (CROS et a., 1994, 1995;
BUITENDIXK et a. 1997; THIBAULT, 1998, VOGLMAYR, 2000).
Cruzamentos intra-especificos e interespecificos sdo frequentemente realizados
em melhoramento de plantas, e a citometria de fluxo tem sido empregada, com
sucesso, no estudo dessas hibridagfes (KELLER et a., 1996; BUITENDIJK et
a., 1997; BARRE et a., 1998; THIBAULT, 1998).



Assim, este trabalho objetivou desenvolver técnicas citogenéticas para a
obtencdo de preparacdes com cromossomos morfologicamente mais definidos
em células mitéticas de Coffea arabica, C. canephora e C. eugenioides para
caracterizar, com melhor resolucdo, o cariotipo dessas espécies, empregar a
citometria de fluxo para determinar o conteido de DNA nuclear de espécies e
variedades de café; investigar hibridos e supostos hibridos interespecificos
pertencentes ao banco de germoplasma UFV/EPAMIG; introduzir a citometria de
imagem na estimagdo da quantidade de DNA nuclear em espécies de Coffea
(Coffea arabica e Coffea canephora); e comparar tais resultados com valores

obtidos previamente por citometria de fluxo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Classificacdo botanica e distribuicdo geogr &fica do cafeeiro

A primeira classificacdo boténica da planta foi feita em 1591, e o cafeeiro
foi considerado como pertencente ao género Euonymos (Celastraceae). Mais
tarde foi classificado como Zanthoxylum (Rutaceae) e, posteriormente, como
Jasminum (Oleaceae), conforme TAUNAY (1945), sendo em 1753 classificado
por Linaeus como Coffea (Rubiaceae).

LERQOY (1982) reconheceu trés géneros de cafeeiros. Coffea, Psilanthus e
Nostolachma, este Gltimo restrito & Asia e Indonésia. Ele também distinguiu trés
subgéneros de Coffea e dois de Psilanthus. Com base na literatura, conclui-se
que as verdadeiras espécies de Coffea sdo oriundas da parte central e equatorial
da Africa, de Madagascar e ilhas proximas do oceano indico. As demais espécies
gue foram descritas como pertencentes ao género Coffea e oriundas de regides
asiaticas jA ndo sdo consideradas como espécies verdadeiras de Coffea
(FAZUOLI et al., 1999).

A Ultima classificagéo apresentada agrupa os cafeeiros em dois géneros:
Coffea e Psilanthus. O género Psilanthus, por sua vez, € dividido nos subgéneros
Psilanthus e Afrocoffea, e 0 género Coffea compreende os subgéneros. Coffea e

Barocoffea. Enquanto o subgénero Barocoffea é representado por sete espécies, o



subgénero Coffea abriga 80 espécies, sendo aproximadamente 25 oriundas da
Africa continental e cinco de Madagascar (BRIDSON, 1982).

Chevalier (1942), citado por CARVALHO (1957), apresentou uma
proposta de classificagéo das espécies do género Coffea, segundo a qual esse
género seria congtituido por 60 espécies, sendo seis de posicdo incerta ou mal
conhecida e as demais, agrupadas nas secOes Eucoffea, Mascarocoffea,
Argocoffea, Paracoffea e subsecdo Mozambicoffea, respectivamente com 14, 18,
9, 8 e 5 espécies. CHEVALIER (1947) apresentou uma nova lista relatando 65
espécies. Purseglove (1968), citado por FAZUOLI et a. (1999), relatou 50
espécies do género Coffea, sendo 33 da Africatropical, 14 de Madagascar e 3 das
IlThas Mauricio e Reunido, enquanto 56 espécies provenientes de Madagascar
foram listadas por CHARRIER (1978). Ao que parece, essas espécies estdo
sendo estudadas, notando-se divergéncias quanto a0 numero de espécies
verdadeiras de Madagascar (FAZUOLI et al., 1999). Novas espécies de Coffea
foram descritas por BRIDSON (1982), principa mente da parte oriental africana,
algumas, até entdo, ndo caracterizadas o suficiente para serem descritas
(FAZUOLI et al., 1999).

As dificuldades de classificagéo das espécies de Coffea decorrem do fato
de ndo existir, nos paises produtores, uma colegdo completa das espécies, em que
estudos comparativos possam ser efetuados (MELO, 1998). Isso se deve a ampla
distribuicdo geogréfica das espécies do género no continente africano, a
dificuldade de coleta do germoplasma existente e a sua introdugéo e manutencéo
nos centros de investigacdo (LOPES et al., 1984; FAZUOLI et al., 1999). Além
disso, a maior parte dos paises africanos tém imposto sérias limitagdes a saida de
material nativo (FAZUOLI et a., 1999).

Dentro do subgénero Coffea, a secdo Eucoffea € a mais importante
economicamente, pois contém as duas espécies (Coffea arabica L. e Coffea
canephora Pierre) mais cultivadas nos grandes centros produtores de café
(CHARRIER e BERTHAUD, 1985). Segundo CHARRIER (1978), estdo
incluidas também nessa secdo as espécies Coffea congensis, C. eugenioides e C.

moka. Além dessas, destacam-se as espécies C. dewevrei, C. salvatrix e C.



stenophylla, tanto pelo valor comercial em algumas regides da Africa quanto pela
possibilidade de serem utilizadas em cruzamentos no melhoramento genético.

No Brasil, também sdo as mais cultivadas C. arabica, que produz o café
comercia mente conhecido por Arabica, e C. canephora, chamada de Robusta. C.
arabica rellne um maior nimero de caracteristicas agronébmicas desgjadas, como
melhor aparéncia do fruto, uniformidade do tamanho das sementes, reduzida
quantidade de grdos moca, pelicula prateada clara e ndo aderente, torracdo
uniforme e bebida de melhor qualidade. C. canephora geralmente apresenta
sementes com maior variabilidade no tamanho, pelicula aderente de cor marrom
e quantidade elevada de gréos moca. A bebida é considerada de qualidade menos
aceitavel, o que tem como reflexo as menores cotagdes do produto no mercado
(BOAVENTURA e CRUZ, 1987).

As informagbes quanto a0 numero de espécies de café existentes no
mundo sdo divergentes. Entretanto, sabe-se que, apesar de existir elevada
quantidade, pouco se conhece sobre o potencial econdmico que possuem e as
possibilidades de sua utilizacdo em programas de melhoramento (MELO et 4.,
1998). Entre as diversas espécies existentes podem ser encontradas caracteristicas
altamente vantgjosas do ponto de vista de resisténcia a pragas e doengas,
resisténcia a seca e outras condicdes adversas de clima e solo (FAZUOLI et a.,
1999).

2.2. Origem do genoma de Coffea arabica

A espécie C. arabica € tetrapldide (2n=4x=44) e autocompativel,
multiplicando-se predominantemente por autofecundagdo, com taxa de
fecundacao cruzada da ordem de 10% (KRUG, 1936, 1937a; SYBENGA, 1960;
BOUHARMONT, 1963; LEROY e PLU, 1966; CHARRIER e BERTHAUD,
1985; CARVALHO, 1988). As demais espécies do subgénero Coffea séo
diplides (2n=2x=22) e auto-incompativeis, multiplicando-se na natureza
exclusvamente por fecundagdo cruzada (KRUG, 1936; KRUG, 1945;
CARVALHO e KRUG, 1949; CARVALHO, 1988, CARVALHO et d., 1991).



A hipétese mais provavel para a origem do genoma tetraploide de C.
arabica € a hibridacdo de espécies dipldides seguida de duplicacdo do nimero de
cromossomos e diferenciacéo (CARVALHO et a., 1991).

Com o intuito de esclarecer a relacdo entre as espécies diploides com a
espécie tetrapldide C. arabica, muitas pesquisas foram conduzidas para
investigar as afinidades genéticas entre as principais espécies de Coffea. Foram
conduzidos estudos de compatibilidade de cruzamentos, guimiotaxonomia,
serologia, caracteres morfoldgicos, citologicos, polimorfismo enzimético, analise
de seqiéncia de DNA, DNA citoplasmético e também sobre a distribuicdo
geogréfica das especies (CARVALHO e MONACO, 1967; LONGO, 1972,
CHARRIER, 1978; BERTHOU et a., 1980; HOFLING e OLIVEIRA, 1981;
BERTHOU et al., 1983; LOPES et a., 1984; PINTO-MAGLIO e CRUZ, 1987,
BERTHAUD e CHARRIER, 1988; LASHERMES et a., 1996; OROZCO-
CASTILLO et a., 1996; CROS et a., 1998). Segundo esses trabahos, C.
eugenioides talvez sgja a especie diploide mais relacionada a C. arabica e,
portanto, um dos progenitores. Outras espécies como C. canephora, C.
congensis, C. liberica e C. dewevrel também parecem bem relacionadas.

Além de mostrar-se autocompativel e autogama, C. arabica tem uma
distribuicéo geogréafica distinta em relacéo a outras espécies do género e limitada
a0 sudoeste da Etidpia, sudeste do Sudéo e norte do Quénia. De acordo com
CHARRIER (1978), de um centro de diversificacio na Africa central, alguns
tipos se diferenciaram: a oeste, dando origem a C. canephora, C. congensis, C.
liberica, C. dewevrei, C. stenophylla; ao sul, as espécies de Mozambicoffea e
Mascarocoffea; e ao norte, C. arabica. Como as espécies diplides apresentam
relacdo apenas com um genoma de C. arabica, CHARRIER (1978) julgou que o
outro genoma poderia ter derivado de uma espécie desconhecida e menos
relacionada de Coffea ou, mesmo, de género diferente. Algumas espécies de
Madagascar também parecem ter afinidade com C. arabica.

As andlises, inclusive investigacdes bioquimicas de pigmentos flavonoides
e sistemas enziméaticos (LONGO, 1972), indicaram que C. eugenioides deve ter

contribuido com um dos genomas, podendo o outro ser da se¢do Eucoffea (C.



canephora, C. congensis, C. liberica, C. dewevrei) ou das vérias espécies de
Mascarocoffea (CARVALHO e MONACO, 1967; CARVALHO et d., 1984).

Utilizando taxonomia numérica, LOPES et al. (1984) analisaram, do ponto
de vista quimiotaxondmico, a composi¢ao de pigmentos flavonoides e compostos
fendlicos, quanto as relagbes genéticas entre 10 espécies de Coffea. Os referidos
autores constataram a participacéo de C. eugenioides na origem de C. arabica,
enquanto a outra espécie envolvida poderia ser tanto C. liberica quanto C.
canephora, ndo havendo, contudo, dados suficientes que justificassem a
identificacdo definitiva entre uma das duas espécies. Eles excluiram a
participacdo de C. congensis como possivel genitor de C. arabica.

HOFLING e OLIVEIRA (1981) redlizaram investigagies de afinidades
serol 6gicas em algumas espécies do género Coffea. Foi verificado que C. arabica
apresenta maior afinidade por C. eugenioides e C. congensis e depois por C.
canephora. Esses resultados indicam que as espécies C. eugenioides e C.
congensis exibem maior possibilidade de terem participado da formagéo de C.
arabica.

BERTHOU et al. (1980), utilizando eletroforese, estudaram a variagéo do
DNA mitocondrial de C. eugenioides, C. canephora e C. arabica, acreditando
gue C. arabica tem maior afinidade com C. eugenioides e que ambos podem ser
descendentes do mesmo ancestral proximo a C. eugenioides. BERTHOU et al.
(1983), analisando o DNA de cloroplasto, concluiram que ndo ha diferenca entre
C. arabica e C. eugenioides e nem entre C. canephora e C. congensis. Padrdes de
restricdo de DNA da mitocdndria apontaram similaridades entre C. arabica, C.
eugenioides e C. congensis. Segundo esse trabalho, C. congensis e C. canephora
podem ter tido origem comum, correspondendo as séries robustéides, sendo,
entretanto, levemente diferentes com relacdo ao padréo de DNA mitocondrial, o
gue evidencia a diversificacdo desse grupo filogenético, antes da separacéo de C.
arabica e C. eugenioides.

OROZCO-CASTILLO et a. (1996), utilizando RAPD em DNA de
cloroplastos e mitocondrias, analisaram a relagdo entre 18 acessos de Coffeali,

representando 11 das mais importantes especies do género empregadas em



melhoramento. C. eugenioides exibiu grande similaridade com C. arabica,
podendo representar o genitor materno.

Andlises de variacdo de DNA de cloroplastos (CROS et al., 1998) e DNA
ribossomal nuclear (LASHERMES et a., 1997) deram suporte a andlises de
amostras representando 23 taxa de Coffea. DNA citoplasmético de C. arabica
mostrou-se similar a0 DNA citoplasmético de C. eugenioides e C. sp.
Moloundou (recentemente descoberta no Congo), indicando que C. arabica pode
ter divergido maternalmente dessas especies. Os segmentos intercalares
transcritos (ITS2) e as regides do DNA ribossomal de C. arabica séo
marcadamente divergentes das sequiéncias correspondentes em C. eugenioides e
C. sp. Moloundou e parecem ser quase idénticos as sequiéncias das especies C.
canephora, C. congensise C. brevides (LASHERMES et d., 1997).

Técnicas de citogenética molecular tém sido empregadas com sucesso em
estudos filogenéticos sobre Coffea. RAINA et al. (1998) utilizaram, em
preparacOes cromossdmicas de C. arabica, o DNA total de quatro especies
diplGides (C. eugenioides, C. congensis, C. canephora e C. liberica) como sonda;
C. eugenioides e C. congensis marcaram, cada, 22 cromossomos da espécie
tetrapldide C. arabica. A natureza alotetrapldide e a similaridade entre C.
arabica e as duas espécies dipldides foram confirmadas pela técnica de FISH
(hibridizacdo fluorescente in situ), usando dois genes ribossOmicos. Em
hibridizacdo in situ realizada em preparacdes cromossdmicas de C. arabica,
usando como sonda DNA total de C. canephora, LASHERMES et al. (1999)
relataram que C. arabica € formado pela hibridacdo entre C. eugenioides e C.
canephora, ou ecotipos relacionados com essas espécies. Uma vez que RAINA et
al. (1998) utilizaram o DNA gendmico total de C. canephora e C. congensis
como sondas e LASHERMES et al. (1999) empregaram apenas o DNA de C.
canephora em sua investigacéo, fica a divida se o resultado encontrado por eles
seria 0 mesmo, caso sonda de C. congensis estivesse presente na preparacéo.
Assim, os dados mais consistentes, até 0 momento, parecem ser aqueles obtidos
por RAINA e colaboradores (1998), que relataram gque C. arabica tenha sido

formado pela combinacdo das especies diploides C. eugenioides e C. congensis.



Como se pode depreender, ainda existem controvérsias sobre a provavel
origem do C. arabica, havendo necessidade de se obter maior nimero de
informacdes filogenéticas entre as espécies dipldides, para poder assegurar 0s
provaveis ancestrais de C. arabica. Especulacbes sobre a origem deveréo
continuar até que haja mais dados experimentais sobre as populacdes naturais,
bem como de outras espécies de Coffea e géneros afins. Para esse fim, ha
necessidade de programas para troca de germoplasma, estimulado por
organizagOes mundiais (IBPGR, 1980). As espécies de Mascarocoffea sGo pouco
frequentes nas colegOes existentes, ao passo que as recentemente encontradas no
Quénia sdo também de grande interesse (BRIDSON, 1982; LEROY, 1982).

2.3. Hibridos inter especificos

As hibridagdes interespecificas sdo de grande importancia para o
esclarecimento da filogenia das especies, aém de contribuirem, de modo
significativo, para o aproveitamento de espécies silvestres no plano gera de
melhoramento de C. arabica (CARVALHO e FAZUOLL, 1987).

No estudo das relagcbes entre especies de café, em hibridagcdes
interespecificas, os resultados indicaram que 0 sucesso das hibridagbes entre
espécies de uma mesma subsecdo nem sempre € maior do que entre as
hibridacdes com cafeeiros de subsegdes diferentes. Também, parece ndo ocorrer
relacdo entre o nimero de plantas hibridas obtidas e a distribuicdo geogréfica ou
semelhancas morfol 6gicas das espécies usadas nas hibridagbes (CARVALHO e
MONACO, 1967).

Hibridos entre espécies diploides e entre diploides e tetrapl 6ide de Coffea
foram obtidos e estudados no Central Coffee Research Institute and Elsewhere,
sendo a fertilidade desses hibridos freguentemente baixa (CARVALHO e
MONACO, 1967; SYBENGA, 1960).

Os hibridos entre C. arabica e C. canephora (MENDES, 1951) e entre C.
arabica e as espéecies diploides C. dewevrei e C. liberica séo triploides (2n=33)

estéreis (MENDES, 1958). Os retrocruzamentos dos hibridos interespecificos
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com a espécie C. arabica sdo dificels, e, quando obtidos, o seu produto € muito
variavel, em razdo, principamente, da sua constituicdo genética. Assim,
aneuploides e, sobretudo, tetraploides (2n=44) e pentaploides (2n=55) foram
observados. Para MENDES (1951), seria teoricamente possivel obter
retrocruzamentos que possuissem em sua constituicio um  agrupamento
homogéneo de cromossomos, em que predominassem 0s genes que determinam
as boas qualidades de C. arabica e existissem genes desgjaveis da outra espécie.

Plantas F,; obtidas pelo cruzamento entre C. arabica e C. canephora
tetrapldides mostraram fertilidade baixa, mas com grande variabilidade,
conforme OWUOR e VOSSEN (1981). Nesse caso, a restauracéo da fertilidade
foi conseguida ja na primeira e segunda geragdes de retrocruzamento, tendo C.
arabica como progenitor recorrente. BOAVENTURA e CRUZ (1987),
procurando verificar as causas da baixa fertilidade nesses hibridos, observaram
instabilidade ja nas divisdes sométicas, com o numero de cromossomos variando
de 42 a 46 por cdlula. Na anéfase |, 24,8% das células apresentaram diguncgéo
normal, ao passo que na anafase Il foram encontrados 18 tipos de distribuicéo
cromatidica diferentes e presenca de retardatarios. Apenas em 25,3% das células
ocorreu distribuicdo normal de 22 cromossomos para cada polo. Verificou-se que
30,7% dos gréos de pdlen eram viaveis.

O tratamento de sementes de C. arabica (2n=44), C. canephora (2n=22) e
C. dewevre (2n=22) com solugdes de colchicina 0,15% a 0,60% possibilitou a
producdo de plantas com numero de cromossomos duplicados (2n=44 em C.
canephora e C. dewevrei; e 2n=88 em C. arabica). A partir de hibridos
triploides, uma planta com 2n=66 cromossomos foi obtida, e a partir do
monosperma (2n=22) também se obteve uma planta com 2n=44 cromossomos.
No primeiro caso, eliminou-se a esterilidade quase que completamente; no
segundo caso, obteve-se uma transformacdo completa de esterilidade em
fertilidade (MENDES, 1939, 1947).

11



2.4. Aspectos citogenéticos do géner o Coffea

24.1. Mitose

SYBENGA (1960) apresentou uma descricdo da mitose em Coffea, com
base no trabalho de Bouharmont (1959). Na intérfase, os nucleos de céulas
meristeméticas apresentaram diametro de 6,0 a 7,0 nm, contendo geralmente um
nucléolo, raramente dois, de 1,5 a 4,0 mm, e granulos cromaticos. Nucleos de
outras partes daraiz variaram em forma e tamanho.

Na profase, os granulos condensaram-se em cromossomos. Os nucléolos
desorganizaram-se antes da metéfase e formaram-se novamente na tel6fase. A
anafase ocorreu normamente, e na teléfase 0s cromossomos agruparam-se.
Gradualmente, 0S Cromossomos tornaram-se menos sensiveis aos corantes até
voltarem a forma de granulos cromaticos, no final da mitose (SYBENGA, 1960).

Segundo KRUG (1937a), a mitose ndo é sempre regular, e variagbes
cromossdmicas numeéricas podem, as vezes, ser observadas. Ha, também, a
possibilidade de ocorrerem reducéo e duplicagdo somaticas, originando ramos
com células polipléides em plantas normais e ramos com células dipléides em

plantas poliplGides, como resultado da mitose anormal.

2.4.2. Melose

2.4.2.1. Microsporogénese

Conforme SYBENGA (1960), os estudos de microsporogénese em cafe
foram iniciados por Faber em 1912, em C. liberica. Posteriormente, foi
verificado por Leliveld (1939), citado por SYBENGA (1960), que em C.
canephora o inicio da meiose ocorreu aproximadamente 36 horas apés uma
chuva, e os estédios iniciais puderam ser observados. Segundo esse autor, se
chuva ocorre apds uma estiagem longa, a meiose iniciase mais cedo e é
completada em quatro horas, ocorrendo simultaneamente em praticamente todas

as plantas. Conforme MENDES (1950ab), em C. canephora var. Nana a meiose
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comegou ha algum tempo antes, e o estudo das fases iniciais da meiose foi
dificultado, pois 0s cromossomos apresentaram muitas regides que se coravam
fracamente. Ainda conforme esse autor, 0 nucléolo corou-se mais intensamente
no inicio da meiose. Nas fases posteriores a0 paguiteno, 0S Cromossomos
coraram-se mais facilmente, o centrbmero apareceu como uma regido clara e
ocorreu uma condensagéo rapida até a metafase |. Na anéfase |, a separacgéo foi
normal e na tel6fase |, os cromossomos voltaram a ficar menos corados,
dificultando sua observacéo; ndo houve intercinese observavel. Os cromossomos
condensaram-se novamente, voltando a separar-se na anafase I1. ApOs a meiose
houve desenvolvimento dos micrésporos paraformar os gréos de polen.

A reducéo meiotica pode ser afetada por chogue térmico, como observou
LANAUD (1983). O resfriamento de ramos destacados de C. canephora
provocou a formagdo de microsporos haploides, diploides, tripldides, tetrapl 6ides
e aneupldides em freguéncias diferentes, dependendo da fase em que o
tratamento foi aplicado.

BOAVENTURA et al. (1988), estudando a microsporogénese de C.
eugenioides com o numero de cromossomos duplicados, constataram que, em
diacinese, 0s cromossomos se apresentam nas formas monovalente, bivalente,
trivalente e tetraval ente.

FORNI-MARTINS e CRUZ (1989), estudando a microsporogénese e a
formacdo de semente de uma planta monossdmica de C. arabica, verificaram
diversas irregul aridade meioticas, como auséncia de pareamento de segmentos de
alguns bivalentes em certos estédios da profase |, ocorréncia de monovalentes e
de tetravalentes em profase | e pro-metéfase |, além de pontes e de cromossomos
retardatarios na anafase 1. Apesar dessas irregularidades, a analise de gréos de
polen evidenciou 80% de viabilidade, e o estudo da formac&o de frutos indicou

boa porcentagem de fertilizagcdo de ovulos.
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2.4.2.2. Macr ospor ogénese

Conforme descricéo de SYBENGA (1960), o processo mei6tico é idéntico
ao da microsporogénese e ocorre quatro a cinco dias antes da floragdo. Numa
etapa preliminar, verificou-se o aparecimento de pro-metéfase e de um fuso
multipolar, que precedeu o fuso norma na metafase |. A segunda divisdo
aconteceu também sem uma intercinese definida. Ndo houve a formagdo de
paredes celulares, pois as tétrades apresentavam-se bem-separadas. Em C.
arabica, o desenvolvimento completo do saco embriondrio ocorreu antes da

abertura da flor. Quando néo fertilizado, o saco embrionario persistiu por 15 dias.

2.4.3. NUmer o de cr omossomos

Inicialmente, pensou-se que o0 numero de cromossomos do cafeeiro fosse
2n=16, como havia sido reportado por Faber (1912), citado por SYBENGA
(1960). Porém, estudos citologicos realizados por Krug (1934), citado por esse
mesmo autor, evidenciaram que o numero basico do género Coffea € 11. Ele
analisou especies dipldides (2n=2x=22) e cinco variedades de C. arabica
(Amarelo de Botucatu, Nacional, Bourbon, Laurina e Maragoipe) com relacéo ao
nimero de cromossomos metafésicos sométicos e metafasicos meioticos. Nesse
trabalho, através da homogeneidade do nimero de cromossomos encontrados nas
cinco variedades (2n=4x=44), o referido autor constatou a condicdo tetraplbide
de C. arabica e questionou a natureza dessa poliploidia diante da impressionante
normalidade da divisdo meidtica nessa espécie. KRUG (1937b) analisou 13
variedades de C. arabica, além de outras quatro. Novamente, ele verificou
2n=4x=44 para 10 das variedades, com trés excecOes. uma forma hapldide
(variedade monosperma) e formas hexaplides e octapldides para a variedade
bullata Cramer, as quais foram, entdo, estudadas em detalhes por KRUG (1937c¢)
e MENDES (1958).

Distingue-se, assim, um grupo dipldide com 2n=2x=22 e um grupo

tetrapl 6ide com 2n=2x=44 cromossomos, como pode ser visto no Quadro 1.
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Quadro 1 — Numero de cromossomos em Coffea, conforme SY BENGA (1960)

-~ : . NUmero de
Espécies, Variedades e Hibridos CI OMOSSOMOS Autor

Espécies Diploides 2n n

C. abeakutae 22 11 Krug, 1936; Heyn, 1938; Léeliveld,
1938; Bouharmont, 1959

C. bengalensis 22 11 Fagerlind, 1937

C. canephora var. Robusta 22 11 Krug, 1934, 1945; Heyn, 1938;
Leliveld, 1938, 1939, 1949a; Lebrun,
1941; Bouharmout, 1959

C. congensis 22 11 Krug, 1934, 1945; Heyn, 1938;
Leliveld, 1938, 1939, 1949a; Lebrun,
1941; Bouharmout, 1959

C. dewevrei var. Excelsa 22 11 Krug, 1934, 1945, Heyn, 1938;
Leliveld, 1938, 1939, 1949a; Lebrun,
1941; Bouharmout, 1959

C. eugenioides 22 11 Bouharmont, 1959; Doughty, 1939

C. liberica 22 11 Leliveld, 1938; 1940a; Mendes, 1938;
Lebrun, 1941; Bouharmont, 1959;
Fagerlind, 1937

C. stenophylla 22 11 Lebrun, 1941; Bouharmont, 1959;
Fagerlind, 1937

Espécie tetraploide

C. arabica 44 22 Krug, 1934, 1936, 1945; Fagerlind,
1934; Leliveld, 1938, 1940z
Bouharmont, 1959

Hibridos dipléides

C. arabica x C. canephora 22 11 Krug, 1945

C. liberica x C. canephora 22 11 Leliveld, 1938, 1940a

Hibridostripldides

C. arabica x C. congensis 33 Krug, 1945

C. arabica x C. canephora 33 Krug, 1937, 1945

C. arabicax C. liberica 33 Krug, 1945

Hibridostetraploides

C. arabica x C. canephora 44 22 Leliveld, 1938, 1940a; Heyn, 1938;
Krug, 1945

C. libericax C. arabica 44 22 Heyn, 1938; Leliveld, 1938, 1940a;
Bouharmont, 1959

C. arabica x C. congensis 44 Krug, 1945

C. arabica x C. dewevrei 44 Krug, 1945

Outros 2n

C. arabica bullata 66 Krug, 1945

C. arabica bullata 88 Krug, 1945

C. arabica x C. canephora (duplicado) 66 Krug, 1945; Mendes, 1947; Leliveld,
1940a

C. arabica x (C. arabica x C. canephora) 39-40 Krug, 1945

40-42
44-45

15



Segundo CONAGIN e MENDES (1961), Coffea arabica € a Unica especie
tetrapldide de Coffea ja descrita que apresenta 2n=4x=44 cromossomos, sendo
autocompativel e multiplicando-se predominantemente por autofecundacéo, que
ocorre em aproximadamente 90% das flores. A fertilizagdo acontece 24 horas
apos a polinizacéo e a primeira divisdo do zigoto, 60-70 dias apos a polinizagdo
(MENDES, 1958). As demais espécies sao dipldides, com 2n=2x=22
Cromossomos, auto-incompativeis e multiplicam-se por fecundacdo cruzada.
Excepcionalmente, sdo encontradas plantas hapl 6ides, poliplides e aneuploides,
consideradas anormais.

A ocorréncia de hapldides é relativamente freqliente em muitas variedades
de C. arabica. Nas espécies diploides, o aparecimento de haploides € mais raro.
CARVALHO (1958) verificou que, em muitas variedades dipl6ides, uma em
cada 10.000 plantas foi haploide. Cafeeiros haploides apresentam folhas finas e
estreitas, porte reduzido, ramos delgados e flores pequenas. Suas sementes sao
produzidas em pequena quantidade e, normalmente, ocorre apenas uma por fruto,
0 que constitui a sua caracteristica monosperma.

Plantas haploides, com 22 cromossomos, conhecidas por monospermas e
poliploides com 66 e 88 cromossomos, respectivamente, e denominadas bullata,
ja foram encontradas espontaneamente em C. arabica, bem como em plantas
monossomicas e trissdmicas, com 43 e 45 cromossomos, respectivamente
(CARVALHO et a., 1991). Entre diferentes plantas aneupl6ides séo bastante
comuns agquelas com folhas alongadas, semelhantes as da variedade angustifolia,
0 que deve significar que a falta de um dos diferentes cromossomos pode resultar
em fendtipo semelhante. Em progénie de uma planta trissmica do cultivar
Mundo Novo foi observado um cafeeiro com 42 cromossomos, nulissdmicos ou
duplomonossdmicos e de aspecto quase normal, bem como uma planta com 46
cromossomos (ALVES, 1981). O fendtipo mucronata, com folhas peguenas e
apice bem-destacado, como o da variedade mucronata, é também encontrado com
certa freguiéncia entre aneupldides, bem como em plantas com folhas pequenas,
lisas e brilhantes. Na descendéncia de plantas monossomicas, essa variagdo se
transmite em até 35% dos descendentes, enquanto na das trissOmicas a
percentagem € menor, da ordem de 6,4% (ALVES, 1981). Em plantas com
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nimero anormal de cromossomos é comum a ocorréncia de sementes moca (uma
Unica semente por fruto), o que deve ser resultante de anomalias na formacéo do
saco embrionério.

A duplicagdo esponténea do nimero de cromossomos ja foi verificada em
C. arabica e aduplicagéo quimica, conseguida por colchicina (MENDES, 1947).
Assim, obtiveram-se plantas tetrapl6ides em C. arabica (a partir de diaplides) e
também em C. canephora, C. congensis, C. dewevrei, C. eugenioides, C.
racemosa e C. salvatrix, bem como no hibrido interespecifico C. arabica x C.
canephora, resultando, neste ultimo caso, em planta hexapldide, que se revelou
auto-incompativel e de producéo reduzida.

De acordo com MENDES e BACCHI (1940), as primeiras fases da
meiose em haploides sGo semelhantes as que ocorrem nas plantas normais.
Porém, o pareamento € menos freguiente, e forma-se um ou mais bivalentes. Em
21 células estudadas, 29% apresentaram apenas univalentes e 71% tinham de 1-6
bivalentes, o que demonstra a existéncia de alguma homologia dentro do genoma
de C. arabica.

As formas poliploides sdo freguentes em C. arabica. Plantas triploides e
tetrapl ides que correspondem a hexapl 6ides e octapl 6ides em relagdo ao numero
basico, respectivamente, podem ser encontradas em muitas variedades.
Apresentam folhas coridceas e crescimento compacto e sd0 denominadas
“bullata’. Conforme Cramer (1957), citado por SYBENGA (1960), plantas
“bullata” também tém sido encontradas em C. canephora. Cruzamentos
espontaneos ou artificiais entre especies tetraploides e dipldides produzem
individuos tripldides.

Cruzamentos e autofertilizagdo envolvendo tripléides ou também
haploides podem produzir individuos aneuploides. MENDES (1955) encontrou
cafeeiros monossomicos, com 2n=43 cromossomos. Duas dessas plantas eram
fenotipicamente diferentes, o que levou esse autor a concluir que nesses dois
casos foram perdidos cromossomos diferentes. Plantas monossomicas
apresentaram diferencas de caracteristicas fenotipicas em relacdo as encontradas
em plantas com nimero cromossomico normal. Tais diferencas foram associadas

ao tamanho do cromossomo ausente ou a quantidade de heterocromatina presente
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no homologo. Em alguns vegetais, os monossomicos tém sido utilizados na
transferéncia de cromossomos inteiros ou de segmentos cromossomicos de uma

variedade para outra ou de uma espécie para outra.

2.4.4. Morfologia dos cromossomos

Os cromossomos de C. arabica, em mitose, sdo dificeis de identificar
individualmente. Segundo Mendes (1938), citado por SYBENGA (1960), em C.
dewevrel existem trés pares de cromossomos, com 2,0 a 3,3 mm de comprimento
facilmente distinguivels, os Unicos que puderam ser diferenciados
morfologicamente. O par mais longo apresentou uma constricdo secundaria.
Quatro pares tinham comprimento de 2,0 nm, aproximadamente, enquanto os
pares restantes, entre 1,0 e 2,0 nm. Ainda, conforme esse autor, 0 cromossomo |
exibiu centrébmero submediano e uma constri¢éo secundéria no brago mais longo.
O cromossomo Il apresentou também centrdbmero submediano, enquanto o
cromossomo |11, centrdbmero mediano. Os demais mostram-no mediano e
submediano. Verificou-se também que os cromossomos de C. arabica eram mais
curtos que os das especies diploides, o que ndo foi confirmado por Bouharmont
(1959), citado por SYBENGA (1960).

SYBENGA (1960) apresentou um ideograma médio para o género Coffea,
obtido por Bouharmont (1959), que efetuou o0 estudo mais extenso sobre a
morfologia de cromossomos sométicos em Coffea, com base em 13 espécies
desse género, entre elas 0 C. arabica. As caracteristicas desses cromossomos séo
apresentadas, resumidamente, no Quadro 2.

Os resultados obtidos por Bouharmont (1959), citado por SYBENGA
(1960), ndo concordaram com os de MENDES (1938), pois ele constatou uma
grande uniformidade no comprimento e na morfologia dos cromossomos das
vérias especies, acreditando ser impossivel a individualizaggo dos caridtipos de
acordo com as diferentes espécies. Assim, o referido autor optou pela construgéo
de um cariétipo medio padréo para o género Coffea, em que se destacaram
apenas cinco dos 11 cromossomos constituintes do complemento basico do
género. Os cromossomos deV aX possuiam comprimento muito semelhante e
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Quadro 2 — Caracteristicas dos cromossomos do género Coffea

Cromossomo Comprimento Médio % Correspondente
(mm) do Genoma

I 1,92-241 13,6

I 1,61-1,98 10,9

[l 1,50- 1,88 10,2

IV 1,46 - 1,79 9,8

V, VI, VIL VI, IXeX 1,09 - 1,62 7,2a9,.2

Xl 0,97-1,18 6,4

Fonte: SYBENGA (1960).

ndo puderam ser distinguidos facilmente, apresentando centrdmero mediano a
submediano. Segundo aquele autor, o cromossomo X| provavelmente exibe
centrébmero submediano, mas raramente visivel.

PINTO-MAGLIO e CRUZ (1987) realizaram um estudo morfolgico dos
Cromossomos paquiténicos contendo regido organizadora do nucléolo (NOR) de
10 espécies de Coffea (Quadro 3), porém, devido a falta de consténcia no padréo
cromomerico em C. stenophylla, os mensuramentos dos cromossomos dessa
espécie ndo foram realizados por essas autoras. As andlises indicaram que os
cromossomos diferiram quanto ao comprimento total, razédo da existéncia de
bracos e padrbes de cromOmeros entre as especies. Entre as dipldides
(2n=2x=22) estudadas, sete apresentaram um cromossomo nucleolar ligado a
somente um nucléolo. Em duas espécies foram observados dois cromossomos
associados a um unico nucléolo. A especie polipldide (2n=4x=44) C. arabica
também apresentou dois cromossomos associados a um unico nucléolo.
Semelhangas morfolOgicas entre esses dois cromossomos indicaram uma
provavel similaridade entre os genomas que constituem o C. arabica. Conforme
as referidas autoras, 0 nUmero de cromossomos contendo regido organizadora do
nucléolo indica o nivel de ploidia de um grupo taxonémico. Elas observaram que
os cromossomos contendo NOR, dessas 10 espécies de Coffea, possuem algumas

caracteristicas morfol 0gicas comuns e outras exclusivas de uma ou outra espécie.

19



Quadro 3 — Comprimento dos cromossomos nucleolares em Coffea

- Nivel de |\umerode . Posicio do
Espécies Ploidia Cromossomo Comprimento Total (mm) Centromero
Nucleolar
C. arabica 4n 2 (I1-11) 22,00+ 2,29/ 22,65+ 2,89 Sm
C. canephora 2n 1 32,17+2,31 St
C. congensis 2n 1 28,50 + 10,37 m
C. dewevrei 2n 1 25,84+ 4,10 Sm- St
C. eugenioides 2n 1 26,46 + 4,19 St
C. kapakata 2n 1 36,39+ 2,79 St
C. liberica 2n 1 38,04 + 4,25 Sm
C. racemosa 2n 2 (I1-11) 38,09+ 15,80/ 21,78 + 6,06 m-Sm/sm
C. salvatrix 2n 2 (-1 22,92+ 2,85/ 24,37 + 2,47 St/ Sm
C. stenophylla - - - -

m = metacéntrico, Sm = submetacéntrico e St = subtel océntrico.
Fonte: PINTO-MAGLIO e CRUZ (1987).

Utilizando a analise da morfologia de cromossomos paquiténicos na
meiose, PINTO-MAGLIO e CRUZ (1998) identificaram os 22 bivaentes de C.
arabica (Quadro 4), concluindo que esta espécie é um alotetrapldide segmental,
pois 54% dos bivalentes do complemento possuem padrdo de cromdmeros
extremamente semelhantes. Essas autoras ainda constataram uma grande
variagdo no numero de cromossomos associados a0 nucléolo (denominados
cromossomos nucleolares) e outros com morfologia tipica de cromossomos
nucleolares, porém nunca vistos, ligados ao nucléolo. Segundo elas, tais
observacdes indicam a ocorréncia de relacbes de dominancia entre esses
Cromossomos, 0 que, associado a natureza alopoliploide de C. arabica, indica
gue nesta espécie estgja ocorrendo a supressdo da funcdo organizadora do
nucléolo em aguns cromossomos do complemento, 0s quais teriam
potencialmente funcdo. Tais dados sO poderéo ser confirmados através da
comparacao de resultados obtidos do emprego de técnicas de bandeamento NOR
e hibridizac&o in situ.

Embora existam divergéncias entre os resultados quanto a identificagdo e
a0 numero de cromossomos nucleolares de C. arabica, nos dois trabalhos
publicados por PINTO-MAGLIO e CRUZ (1987, 1998) nenhuma observacao

nesse sentido foi relatada por essas autoras.
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Quadro 4 — Comprimento dos cromossomos paquiténicos em Coffea arabica

Cromossomo Comprimento Total**
1 41,56 + 4,02 m
2 40,34 + 6,97 Sm
3 34,88 + 3,46 Sm
4 29,68 + 7,04 Sm
5 29,28 + 7,91 Sm
6 28,45 + 3,32 Sm
7 27,29 + 2,87 Sm
8 27,02+ 4,55 m
9 26,90 + 5,10 Sm
10 26,70+ 7,10 Sm
11 25,49 + 4,35 m
12 25,37 + 5,80 Sm
13 27,27 + 3,31 St
14* 24,30 + 5,90 St
15 24,22 + 3,60 Sm
16 23,94+ 271 Sm
17 2391+ 451 Sm
18 23,61 + 2,86 m
19 23,33+ 3,74 Sm
20* 21,12+ 2,84 Sm
21* 19,26 + 2,50 St
22 17,27 + 3,20 St

* Cromossomos organizadores do nucléolo.

** Comprimento total em nm.

m = mediano, Sm = submediano e St = Subterminal.
Fonte: PINTO-MAGLI0O e CRUZ (1998).
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2.5. Citometria de fluxo em plantas

A andlise do contelido de DNA nuclear, por citometria de fluxo (CF), é
baseada no uso de fluorocromos DNA especificos e na andise da intensidade de
fluorescéncia do nucleo corado. Um citbmetro de fluxo consiste de alguns
componentes basicos: uma fonte de luz, um cambio de fluxo, fotodetectores,
processadores (transformam sinais luminosos em impul sos el étricos), convertores
(convertem impulsos elétricos em sinais digitais) e um computador para andlise e
armazenamento dos dados digitalizados (DOLELEL, 1991).

2.5.1. Preparacao da amostra

O espécime a andisar pelo CF deve ser preparado de forma que suas
células figuem em suspensdo. Fluorocromos DNA especificos apresentam baixa
penetracdo nas células, problema gque pode ser evitado quando o nucleo da célula
e isolado antes da exposi¢éo ao fluorocromo. Tal procedimento também elimina
o problema de fluorescéncia, que pode ser exibida pelo DNA citoplasmatico.
Dessa forma, alguns métodos para o isolamento de nucleos foram desenvolvidos
(DOLELEL, 1991, 1997). GALBRAITH et a. (1983) descreveram um método
simples e rgpido para o isolamento direto do nucleo de tecidos de plantas. Uma
peguena quantidade de tecido vegetal é fragmentado com uma |lamina de barbear
em placa de Petri contendo solucdo-tampdo hipotbnica com detergentes ndo-
ionicos (tampdo de lise). O método € simples e rgpido e apresentou bons
resultados em muitas variedades de plantas (DOLECEL, 1991, 1997).
Histogramas de alta resolucdo podem ser obtidos em muitas espécies com
procedimentos mais sofisticados de isolamento (DOLECDEL e GOHDE, 1995), o
gue envolve a fragmentacdo do tecido, filtragem, centrifugacéo e ressuspensao,
para a extracdo do nucleo intacto. Esses procedimentos foram originalmente
desenvolvidos para células humanas (OTTO, 1990).

Varios tampdes tém sido usados para liberar os nucleos das células de
plantas. Sua composicéo é geralmente formulada de acordo com a sensibilidade

de cada material, para preservar a integridade do nucleo, proteger o DNA da
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degradacéo e fornecer condigdes Otimas para coloragdo do DNA. Em agumas
espécies de plantas, a adicdo de um agente redutor, como mercaptoetanal,
ditiotreitol ou polivinilpirrolidone, € necesséria para inibir a ocorréncia de
componentes fendlicos (DOLELJEL, 1994).

Durante ou ap6s o isolamento, 0s nlcleos sdo corados pelo fluorocromo, o
qual se liga especifica e estequiometricamente a0 DNA. lodeto de propidio e
brometo de etidio intercalam na dupla fita de DNA; Hoechst 3328 e DAPI ligam-
se preferencialmente a regides de DNA ricas em AT, enquanto mitramicina e
cromomicina A3 se ligam preferencialmente a regides ricas em GC. A selecdo do

fluorocromo apropriado dependera do tipo de analise (DOLELIEL, 1991).

2.5.2. Estimativa do tamanho do genoma nuclear

A andlise daintensidade de fluorescéncia relativa de nucleos de tecidos de
folhas jovens produz um histograma com um pico dominante correspondendo
aos nucleos na fase G1 do ciclo celular e um pico menor correspondendo aos
nicleos em G2. Para estimar o nivel de ploidia, a posicdo do pico G1 da planta
investigada € comparada com a posicdo do pico de uma planta-referéncia
(padrédo) com nivel de ploidia conhecido. A comparacdo pode ser feita entre
histogramas individuais, obtidos em condi¢des idénticas, procedimento chamado
de padrdo externo. Outro procedimento, mais confiavel, envolve a comparacdo
das posi¢oes do pico G1 de duas amostras (padréo + espécime), processado em
um dnico tubo. Este é chamado de padréo interno e elimina erros de instabilidade
da leitura e variabilidade na preparacéo da amostra. A estimativa do tamanho do
genoma por CF é dada em pg de DNA ou Mbp (milhdes de pares de base), em
gue 1 pg = 0,960 Mbp (CROS et al., 1994; DOLELEL, 1997).

A selecdo do padréo adequado é crucial para a correta estimativa do
tamanho do genoma nuclear. DOLELIEL et al. (1992) calibraram o tamanho do
genoma de algumas cultivares para serem usadas como padrédo interno em
plantas. Raphanus sativum (2C=1,11 pg), Lycopersicon esculentum (2C=1,96
pg), Zea mays (2C=5,72 pg), Pisum sativum (2C=9,07 pg), Vicia faba (2C=26,90
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pg) e Allium cepa (2C=34,76 pg), usando como padréo de calibracdo para essas
espécies leucdcitos humanos (2C=7,0 pg de DNA, Tiersch et a., 1989).

O conhecimento do tamanho do genoma é importante em muitas areas de
pesquisa. E empregado em estudos visando resolver relacbes filogenéticas, em
analise e correlacdo entre o tamanho do genoma e caracteristicas fisiol6gicas ou
agronOmicas e para estimar o efeito de fatores ambientais no contetido de DNA.
Embora essas informagdes sgam de grande importancia, BENNETT e LEITCH
(1995) relataram que o tamanho do genoma ndo é conhecido em

aproximadamente 99% das espécies de angiospermas.

2.5.3. Variacgdo intra-especifica

Estudos indicaram que o tamanho do genoma é constante para
determinada espécie (Swiff, 1950). Porém, desde o inicio da década de 1980,
pesquisas relatando significantes variagdes intra-especificas no tamanho do
genoma foram apresentadas, e, desde ent&o, essa constancia tem sido questionada
(BENNETT e LEITCH, 1995). Plantas como Helianthus annus L., Bulbine
bulbosa L. e Collinsia verna Nutt. apresentaram consideravel variagéo intra-
especifica no tamanho do genoma de 64%, 116% e 288%, respectivamente
(BENNETT, 1985). Em contraste, espécies como Hordeum vulgare, Sorghum
bicolor e Festuca pratensis ndo exibiram polimorfismo (BENNETT e LEITCH,
1995).

Em reavaliacdo de aguns acessos de Glycine max, OBERMAYER e
GREILHUBER (1998) ndo confirmaram variacéo, previamente estimadaem 1,12
vez, no tamanho do genoma. Os referidos autores relataram que a variagdo intra-
especifica no contelido de DNA pode ser em parte metodol 6gica, uma vez que
muitos valores sdo obtidos em diferentes laboratdrios e, segundo DOLELIEL et
a. (1998), podem, provavelmente, ser explicados pelo uso de diferentes
instrumentos e padrdes internos. Porém, a variagdo intra-especifica biologica
pode ser claramente demonstrada em muitas espécies (OHRI, 1998). Em cereais
(RAYBURN et al., 1989), espécies do género Salix (THIBAULT, 1998) e em
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Sesleria albicans (LYSAK et al., 2000), a CF mostrou-se confidvel e altamente
sensivel para detectar pequenas diferencas no contelido de DNA intra-especifico.
Entre os muitos processos moleculares que podem ser considerados, 0os mais
substanciais podem envolver amplificagbes ou perda de heterocromatina,

processos gue finalmente resultam em especiacdo (MARTEL et a., 1997).

2.5.4. Variagao inter especifica

No que diz respeito a variagdo interespecifica no contelido de DNA,
PRICE (1988) mostrou gue diferencas de duas a trés vezes sGo comuns entre
espécies dipldides pertencentes a um mesmo género. No género Alstroemeria
(2n=2x=16), o conteido de DNA total variou mais que duas vezes, de 36,5 pg a
78,9 pg (2,16 vezes) (BUITENDIXK et al., 1997), e entre espécies de mosses
(Bryatae) esta variacdo chegou a 12 vezes, de 0,174 a 2,16 pg (VOGLMAYR,
2000).

CROS et al. (1995), observando uma variacdo de duas vezes, no contelido
de DNA nuclear entre espécies dipl6ides de Coffea nativas da Africa, discutiram
essas diferencas em termos de adaptacéo evolutiva; o contelido de DNA nuclear
variou de 0,95 pg (C. racemosa) a 1,78 pg (C. humilis). Com base nos valores
medios de DNA nuclear apresentados pelas espécies, trés grupos foram
propostos. No grupo 1, com contelido de DNA entre 0,90 e 1,30 pg, estdo as
espécies C. sessiliflora, C. racemosa e C. pseudozanguebariae; no grupo 2, com
contedo de DNA de 1,31 a 1,60 pg, foram incluidos C. eugenioides, C.
stenophylla e C. sp. F (um gendtipo de C. pseudozanguebariae); e no grupo 3,
com conteudo de DNA de 1,61 a 1,80 pg, estéo os gendtipos de C. humilis, C.
liberica, C. congensis, C. brevides, C. canephora e C. sp. Moloundou
(encontrado na Guinea — Africa). Esses autores acreditam ter ocorrido aumento
de DNA em Coffea durante sua evolucéo. Foi observado que espécies de Coffea
com alto contetido de DNA s&o nativas de florestas (Guinea— regido do Congo) e
espécies com pouco DNA nuclear sfo nativas de regides secas no leste da Africa.

O C. arabica (tetrapl6ide) apresentou um alto valor de DNA (2,5 pg por nucleo)
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em comparagao com as espécies dipldides. Duas hipoteses foram sugeridas para
explicar esse valor: a adicado de dois genomas de aproximadamente 1,3 pg ou a
somadeumde 1 pg eoutro de 1,5 pg (CROS et a., 1994).

Quando espécies parentais diferem muito em seu conteldo de DNA
nuclear, a CF pode detectar hibridos interespecificos de acordo com seu valor de
DNA intermediario (KELLER et al., 1996). Em café, hibridos obtidos entre duas
espécies com 0 mesmo nimero de cromossomos (2n=22), porém com diferente
contetido de DNA nuclear, C. pseudozanguebariae, 2C=1,13 pg, e C. liberica
var. ‘dewevrel’, 2C=1,42 pg, puderam ser identificados pelo monitoramento do
conteido de DNA, o qual foi intermediario aos dos genitores (entre 1,28 e 1,32
pg) (BARRE et a., 1998).

2.5.5. Significado da variacdo intra e inter especifica

A variabilidade intra-especifica no tamanho do genoma, com o nimero
basico de cromossomo constante, representa um assunto de grande interesse.
Pesquisas tém evidenciado que variacBes no tamanho do genoma podem estar
associadas a condicdes ambientais e estéagios de desenvolvimento da planta,
afetando diferentes populagdes ou até mesmo plantas individuais (NATALI et
al., 1993; PRICE e JOHNSTON, 1996). Mudancas intra-especificas no tamanho
do genoma estéo, todavia, sujeitas a selecdo natural, o que conduz a divergénciae
evolucgéo das espécies (OHRI, 1998).

CROS et al. (1995) propuseram o agrupamento das espécies de Coffea em
trés classes, com base nos vaores baixo, médio e ato do contelldo de DNA
nuclear apresentado. A hipétese levantada por esses autores € de que a
guantidade de DNA foi aumentando durante a evolucdo do subgénero Coffea, e
as trés especies C. pseudozanguebariae, C. sessiliflora e C. racemosa, com
menores quantidades de DNA, sdo endémicas no leste da Africa, centro de
origem deste género. Aléem disso, espécies de café adaptadas a condicbes secas
apresentam menor conteddo de DNA que aguelas crescidas em regides de

florestas Umidas da Guinea, regido do Congo. Correlagbes entre contelido de

26



DNA e “habitat” e distribui¢cbes geogréfica e ecolégica tém evidenciado a
natureza adaptativa do contelido de DNA (PRICE e JOHNSTON, 1996).

Em Poa annua foi observada uma alta variagéo (2C=2,9 a 5,2 pg, 80%),
com o numero de cromossomo constante (MOWFORTH e GRIME, 1989). Foi
mostrado que essa variagao apresentava correlagao positiva com o tamanho da
célula, porém foi negativamente correlacionada com a taxa de crescimento da
plantula e, portanto, com o0 acumulo de matéria seca. Similarmente, uma
diferenca de 32,3% do hexapldide Festuca arundinaceae foi positivamente
correlacionada com a média de temperatura durante 0 ano e negativamente
correlacionada com latitude, poder de germinacdo das sementes e taxa de
crescimento (CECCARELLI et al., 1997). Essas correlagcbes indicam que
variagdes intra-especificas na quantidade de DNA nuclear podem estar ligadas a
adaptacOes ambientais.

LAPITAN (1992) e FURUTA e NISHIKAWA (1991), em revisio sobre
variagdes em DNA cromossoma nuclear, em diferentes espécies de plantas,
levantaram algumas hipéteses para explicar as variacfes intra e interespecificas.
A primeira hipétese foi de que diferencas no comprimento dos cromossomos
alteram o tamanho do genoma e podem ser geradas por delecdes ou duplicagdes
de alguns segmentos cromossomicos. BOUHARMONT (1963) relatou que
diferentes especies de café, com mesmo nuimero de cromossomos, diferiram
guanto ao comprimento de seus cromossomos. 1sso é uma evidéncia de que
diferencas interespecificas em Coffea, quanto ao conteido de DNA, sgam
consequiéncias da diferenca no tamanho dos cromossomos entre as espécies.

Outra possivel hipétese para explicar tal variagdo foi a presenca de
sequéncias repetitivas. Segundo CECCARELLI et a. (1995), muitos resultados,
obtidos em diferentes materiais, indicaram que dominios fluidos, os quais sao
capazes de rapida mudanca quantitativa, podem ocorrer no genoma. Esses
dominios, que sdo em geral sequéncias repetitivas, possivelmente ocorrem mais
comumente em genomas de plantas do que de animais. Segundo esses autores, a
variagado no tamanho do genoma em Vicia faba (34,6%) apresentou correlacéo

positiva entre conteiidos de DNA e nimero de copias de segiiéncias de DNA
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repetitivas entre populacdes. Observou-se uma familia de sequiéncias repetitivas,
a qual representara consideravel porcdo do genoma nuclear. Todavia, essas
mudangas quantitativas no contetido de DNA tém pouco efeito na habilidade dos
cromossomos em parear e formar quiasmas na meiose (PRICE e JOHNTON,
1996).

O numero de sequiéncias repetitivas de DNA muitas vezes aumenta com o
tamanho do genoma, como observado em Helianthus annus (NATALI et al.,
1993) e Pisum sativum (CAVALLINI et a., 1993). Em Arabidopsis, verificou-se
uma diferenca de 14% devido a sequiéncias repetitivas;, em Lycopersicum, de 15-
20%; e em Zea mays, de 60 a 80% (GANAL et al., 1991).

O efeito da quantidade de DNA no fenétipo tem sido referido como
nucledtipo. O nucledtipo € determinado pela quantidade total de DNA,
codificante e ndo-codificante, que influencia alguns parametros celulares e seu
desenvolvimento, incluindo tamanho dos cromossomos, volume nuclear, volume
celular, tempo do ciclo mitético e duragdo da meiose (PRICE e JOHNSTON,
1996). Alteracdes gendmicas, geradas por agentes fisico, quimico ou ambiental,
podem causar desestabilizacBo e rearranjamento do genoma de plantas. A
inducdo da variabilidade entre ou dentro de popul agdes de plantas, como resposta
a0 estresse, pode ser parte da estratégia evolucionaria para adaptacdo as
mudancas ambientais (NATALI et al., 1993; PRICE e JOHNSTON, 1996).

A organizacdo cromossdmica e a variacdo na sequéncia do DNA, assim
como 0s mecanismos pelos quais ateragbes no tamanho do genoma e na
organizacao sao produzidas e controladas, sdo ainda inteiramente desconhecidas
(CECCARELLI et a., 1995).

2.6. Citometria deimagem em plantas

Os métodos de citometria usados para 0 mensuramento do contelido do
DNA nuclear podem ser classificados em dois grupos, fluorometria e
densitometria. Fluorometria baseia-se na coloragdo do DNA com fluorocromos, e

a quantidade de DNA ¢é estimada pela intensidade de fluorescéncia emitida,
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mensurada atraves de microscopio citofotdmetro ou, mais freqlientemente, de um
citdmetro de fluxo (DOLELEL, 1997; DOLELEL et al., 1998). A densitometria
inclui métodos para quantificar o conteldo de DNA nuclear pela densidade
Optica das regides coradas. Nesse caso, 0 procedimento normalmente utilizado é
a reacao de Feulgen (Feulgen e Rossenbeck, 1924, citados por VILHAR et dl.,
2001).

A reacdo de Feulgen, proposta por Feulgen e Rossenbeck em 1924, € uma
das reaces cito-histoquimicas mais amplamente usadas em biologia e medicina
Permite que o DNA in situ possa ser especificamente corado com base no reativo
de Schiff, sendo a intensidade de coloragcdo proporcional a concentragédo de
DNA. A principal aplicagdo, baseada nessa reacdo, esta direcionada na
quantificacdo do DNA do nucleo da célula, para avaliacdo da ploidia em tumores
patol6gicos (CHIECO e DERENZINI, 1999). Ta metodologia também
possibilita 0 mensuramento da quantidade de DNA em cromossomos individuais,
além da comparagdo do contelldo de DNA nuclear em diferentes espécies de
plantas e animais.

Dois métodos densitométricos sdo usados para avaliar o tamanho do
genoma de plantas. citometria citofotométrica e citometria de imagem
(GREILHUBER e EBERT, 1994; BENNETT e LEITCH, 1995; BENNETT e
LEITCH, 1997; BENNETT et a., 2000). O método densitométrico classico, 0
qual vem sendo usado em pesquisa vegetal por muitas décadas, envolve o
mensuramento da densidade Optica com instrumentos que combinam um
microscopio com um fotémetro e tém sido referidos como microdensitdmetros,
citofotdbmetros e microspectofotdbmetros (VILHAR et a., 2001). O uso de
microscopios citofotométricos apresenta 0 inconveniente de requerer
especialistas técnicos altamente treinados (CHIECO e DERENZINI, 1999). Com
0 advento da citometria de imagem, o citofotdmetro, utilizado em densitometria,
passou a ser substituido por um sistema de analise que capta imagens do
microscopio, via camera, e 0 “software” calcula a densidade Optica a partir de
valores cinzas de pixels dos nucleos corados. Usando espécies-padrfes com o

tamanho do genoma conhecido (quantidade de DNA nuclear expresso em valor-
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C), a densidade Optica integrada (I0OD) é convertida em picograma (pg)
(VILHAR e DERMASTIA, 2002). Os problemas de custo e de complexidade de
instrumentacéo, que envolvem o emprego do citofotdbmetro e que por muito
tempo dificultaram o uso da reacdo de Feulgen, também foram superados com o
uso da citometria de imagem (CHIECO e DERENZINI, 1999).

Considerando que a citometria citofotométrica e a citometria de fluxo séo
métodos estabelecidos para 0 mensuramento do contelido de DNA nuclear em
plantas (GREILHUBER e EBERT, 1994; BENNETT e LEITCH, 1995;
DOLELIEL et a., 1998), a citometria de imagem tem sido raramente empregada
(TEMSCH et a., 1998, VOGLMAYR, 2000). Ja em ciéncias médicas, a
citometria de imagem tem sido uma ferramenta muito importante no diagnostico
de patologias e tem sido amplamente utilizada (BOCKING et a., 1995; PUECH
e GIROUD, 1999). No entanto, segundo VILHAR e DERMASTIA (2002),
devido ao rapido desenvolvimento de tecnologias de imagem digital, sistemas de
analise de imagem poderdo brevemente substituir a citometria citofotométrica em
pesquisas vegetais.

A padronizagdo interlaboratorio, o controle de qualidade da reagéo de
Feulgen e de mensuramento e a padronizagdo de instrumentacdo para citometria
de imagem em plantas tém sido discutidos (PUECH e GIROUD, 1999; VILHAR
et a., 2001). VILHAR e DERMASTIA (2002) argumentaram sobre a
necessidade de resolver os problemas relacionados com as avaliacfes e andlises
no processo de mensurar, por densitometria, o contelido de DNA nuclear em
plantas. Esses autores propuseram que padrées metodoldgicos, empregados na
citometria de imagem aplicada na medicina, fossem adotados para o
mensuramento em plantas até que padrdes botanicos internacionais sejam
estabelecidos. Alguns “softwares’ de andlise de imagem, utilizados para
diagnostico de rotina médica, foram avaliados por VILHAR et al. (2001) e,
segundo eles, podem ser usados para mensuramento de DNA em material
vegetal.

Alguns autores, preocupados em comprovar a confiabilidade da citometria

de imagem para 0 mensuramento do tamanho do genoma em vegetais, tém
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comparado seus resultados com agueles obtidos por outros métodos (TEMSCH
et a., 1998, VOGLMAYR, 2000). Nesse sentido, VILHAR et a. (2001)
conduziram, em laboratérios distintos, experimentos usando diferentes
instrumentos de citometria de imagem. O método pico-intérfase (mensuramento
de centenas de nucleos por [aminas) foi comparado ao método profase/tel fase
(mensuramento de 10 préfases iniciais e 10 telofases terminais por |amina). Os
resultados foram reproduziveis e similares aqueles obtidos previamente por
DOLEDEL et al. (1998) empregando citometria citofotométrica e citometria de
fluxo. Pisum sativum, utilizada por VILHAR et a. (2001), foi incluida como

candidata a espécie-padréo, para a analise de citometria de imagem em plantas.

2.7. Comparacéo do contetido de DNA obtido por densitometria e citometria

defluxo

Embora a citometria de fluxo e a citometria citofotométrica, baseadas na
reacdo de Feulgen, sejam metodologias consagradas para o mensuramento do
conteddo de DNA nuclear em plantas (GREILHUBER e EBERT, 1994;
BENNETT e LEITCH, 1995; DOLELIEL et a., 1998), poucos trabahos
correlacionaram os valores de DNA determinados por esses dois procedimentos
(PRICE e JOHSTON, 1996). Em 10 espéecies de plantas, valores de DNA entre
2C = 1,7 pg e 36,1 pg, mensurados por citometria de fluxo e citometria
citofotométrica, foram concordantes (MICHAELSON et a., 1991). BARANYI e
GREILHUBER (1996) analisaram a variagdo no tamanho do genoma de 38
acessos de Pisum sativum por citometria de fluxo e citometria citofotomeétrica,
sendo os vaores obtidos por ambos os métodos correlacionados. Em vérias
cultivares de Glycine Max investigadas (GREILHUBER e OBERMAYER, 1997,
OBERMAYER e GREILHUBER, 1999), nenhuma diferenca significativa entre
as duas metodologias foi detectada quanto aos valores de DNA nuclear. Com
citometria de imagem, os valores do conteido de DNA também foram similares
aos obtidos por citometria citofotométrica e citometria de fluxo (TEMSCH et d.,
1998; VOGLMAYR, 2000; VILHAR et al., 2001).

31



Embora a citometria citofotométrica ainda seja 0 método mais empregado
para a andlise do contelido de DNA (PRICE e JOHNSTON, 1996; HARDIE et
al., 2002), a citometria de imagem, por combinar as vantagens da densitometria
tradicional (poucos nucleos, fécil preparagéo, baixo custo), sem o grande
consumo de tempo dessa técnica, associada as vantagens da tecnologia de
imagem e computador, tem tornado esse método uma aternativa em relagéo a
citometria citofotométrica (HARDIE et a., 2002).

Apesar de o ato custo do citbmetro de fluxo representar barreira para a
sua ampla utilizacdo, esse método € o mais rapido, eficiente e confidvel para o
mensuramento de genoma (DOLEDEL, 1991; DOLELEL et a. 1994,
DOLELIEL, 1997; DOLELIEL et a., 1998).
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CITOGENETICA EM Coffea arabica, Coffea canephora e Coffea

eugenioides

RESUMO

A especie C. canephora (2n=2x=22), juntamente com o C. arabica
(2n=4x=44), constitui as espécies de maior importancia econémica no género.
Essas duas espécies, bem como C. eugenioides (2n=2x=22), vém sendo objeto de
estudos citogenéticos e moleculares, com o objetivo de subsidiar programas de
melhoramento e estudos evolutivos no género. No entanto, os estudos dos
cromossomos mitoticos tém sido dificultados devido aos baixos indices
metafasicos obtidos e a qualidade insuficiente para uma analise adequada do
cariotipo. Com o intuito de obter cromossomos dessas trés espécies,
morfologicamente adequados para serem caracterizados citogeneticamente e
identificados para montagem do cariograma, empregaram-se técnicas
citogenéticas associadas as metodol ogias computacionais de analise de imagens.
Para acimulo de metéfase, foram testados diferentes inibidores do fuso mitético,
em condicdes variadas de temperatura, tempo e concentragcdo dos agentes. As
l&minas foram preparadas por dissociacdo celular do meristema, simultaneamente
com gotejamento da solugéo fixadora (metanol:acido acético 3:1), e, em seguida,

secadas ao ar. A coloragéo foi obtida com solucéo de Giemsa 5%, em tampéo
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fosfato pH 6,8. As imagens dos cromossomos foram observadas com objetiva de
imersdo de 100 X e digitalizada por videocamera conectada a0 computador
provido de softwares especificos para andlise e montagem do cariograma e
idiograma. As metodologias empregadas possibilitaram a obtencdo do
cariograma de C. arabica, C. eugenioides e C. canephora, com cromossomos
definidos e resolucdo adequada para caracterizacdo de cada par de homaologos,
aparentemente semelhantes quando obtidos por meio de técnicas convencionais.
A andlise citogenética revelou que C. canephora possui um par de Cromossomos
metacéntricos (m) e 10 submetacéntricos (sm). Foi observada a presenca de
satélites no braco curto do cromossomo 6, e o comprimento absoluto de seus
cromossomos variou de 1,58 a 3,30 nm e o comprimento relativo, de 3,26 a
6,81%.
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1. INTRODUCAO

Das espécies descritas de café, apenas duas, Coffea arabica L. e Coffea
canephora P. ex F., tém maior interesse econdmico (CHARRIER e
BERTHAUD, 1985). No Brasil, também sdo as mais cultivadas, sendo C.
arabica e C. canephora as que produzem os cafés comercialmente conhecidos
por Ardbica Robusta, respectivamente. C. arabica reline um maior nimero de
caracteristicas agrondmicas desgjadas, como melhor aparéncia do fruto,
uniformidade no tamanho das sementes, reduzida quantidade de gréos moca,
pelicula prateada clara e ndo aderente, torragdo uniforme e bebida de melhor
qualidade. C. canephora geralmente apresenta sementes com maior variabilidade
no tamanho, pelicula aderente de cor marrom e quantidade elevada de gréos
moca. A bebida é considerada de qualidade menos aceitavel, o que tem como
reflexo as menores cotages do produto no mercado (TEIXEIRA et al., 1979).

A especie C. arabica é tetraploide (2n=4x=44) e autocompativel,
multiplicando-se predominantemente por autofecundagdo, com taxa de
fecundacao cruzada da ordem de 10% (KRUG, 1936, 1937; SYBENGA, 1960;
BOUHARMONT, 1963; LEROY e PLU, 1966; CHARRIER e BERTHAUD,
1985; CARVALHO, 1988). As demais espécies desse género sdo diploides

(2n=2x=22) e auto-incompativeis, multiplicando-se na natureza por fecundagdo
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cruzada (KRUG, 1936; KRUG, 1945; CARVALHO e KRUG, 1949;
CARVALHO, 1988; CARVALHO et d., 1991).

Muitas espécies de Coffea tém sido objeto de estudos citogenéticos, o que
contribui para entender os mecanismos evolutivos, bem como dar subsidio aos
programas de melhoramento genético. As investigaces iniciaram-se em 1912,
com Faber, porém somente em 1959 foi efetuado, por Bouharmont, um estudo
mais amplo sobre a morfologia de cromossomos sométicos em Coffea, com
elaboracdo de um idiograma meédio para 0 género (SYBENGA, 1960). O
comprimento relativo de cada cromossomo e a localizacdo de seus centrdmeros
foram tidos como similares em todas as espécies estudadas (BOUHARMONT,
1963).

As técnicas citogenéticas convencionais empregadas (MENDES, 1938;
BOUHARMONT, 1963; PIEROZZI et a., 1999) e a fadta de metodologias
adequadas para a preparacdo de laminas com metafases morfologicamente
adequadas € um grande obstéculo que tem dificultado a caracterizacdo
cromossdmica das espécies de caf€, o que resulta em preparacdes cromossdmicas
com poucas possibilidades de identificacéo dos pares homdélogos. A similaridade
morfoldgica, o tamanho relativamente pequeno dos cromossomos e 0s baixos
indices metafasicos obtidos em meristemas radiculares também tém dificultado a
caracterizacdo citogenética mais adequada dos cromossomos de café. Novas
técnicas citogenéticas desenvolvidas para estudo do genoma de plantas,
associadas a metodologias computacionais de andlise de imagem (CARVALHO,
1995), tém possibilitado resolver, com mais definicdo, pequenas diferencas entre
cromossomos morfologicamente semelhantes, de muitas plantas, principamente
daguel as com cariotipos homomorficos.

Assim, o presente trabalho objetivou desenvolver e adaptar técnicas
citogenéticas, utilizadas com sucesso em outras plantas, para obtencdo de
preparacbes com cromossomos morfologicamente mais definidos em células
mitéticas de Coffea arabica, Coffea canephora e Coffea eugenioides. Essas
técnicas permitirdo caracterizar, com melhor resolugdo, o caridtipo destas

espécies.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

O estudo citogenético de Coffea arabica (var. Catuai Vermelho) e C.
canephora (var. Robusta) foi realizado em amostras de sementes obtidas da
colecdo de plantas pertencentes ao banco de germoplasma da UFV/EPAMIG,
mantida pelo Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa
(UFV). As sementes de C. eugenioides foram cedidas pelo Instituto Agronémico
de Campinas e os procedimentos citogenéticos, desenvolvidos no Laboratorio de
Citogenética Vegetal da UFV, em Vicosa, MG.

2.2. Obtencéo deraizes

2.2.1. Germinacao de sementes

As sementes de café tiveram seu pergaminho removido, como
recomendado por Bendana (1962), uma vez que este pode afetar a
permeabilidade de &gua e também, segundo Huxley (1964), restringir a passagem
de oxigénio, aém de esse procedimento ser recomendado por Huxley (1965)
como padrdo em testes de germinacdo. Apos a remocdo do pergaminho, as

sementes foram deixadas de molho por 24 a 48 horas, em agua corrente, o que
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para Guiscafre (1946) pode aumentar a capacidade de germinagéo das sementes
de café (BARROS et a., 1999). ApOs esse tratamento, as sementes foram
colocadas para germinar em placas de Petri contendo papel de germinagédo
(GERMILAB) umedecido com &gua destilada, a cerca de 29 °C, em estufa
Sementes de café, com viabilidade alta, germinam bem em atas temperaturas,
com o 6timo variando entre 25 °C e 35 °C (BAUMANN e GABRIEL, 1984). Ao
atingirem cerca de 1,0 cm, as radiculas foram submetidas aos tratamentos
necessarios para a analise citogenética.

2.2.2. Hidroponia

Mesmo com todos os cuidados, o armazenamento das sementes do
cafeeiro sO pode ser feito por até seis meses, pois a partir desse periodo a
viabilidade, que gradativamente diminui durante a estocagem, tende a declinar
acentuadamente (GENTIL, 2001). Mesmo oferecendo condicdes 6timas de
temperatura e umidade, as sementes perdem o poder de germinacdo (POPINIGIS,
1977). Essa caracteristica genética enquadra as sementes de café como de
comportamento intermediério ao das categorias ortodoxa e recalcitrante (ELLIS
et al., 1990). Para investigacOes citogenéticas em plantas, séo obtidas céulas
mitéticas de tecido meristemético radicular. Portanto, um segundo critério foi
adotado para o procedimento de germinagdo, a hidroponia, no intuito de obter
raizes continuamente durante todo o0 ano.

Para a conducdo da hidroponia, o “kit” comercial, denominado Kit
Hidroponia Residencia®, comercializado pela Fundacdo Arthur Bernardes
(FUNARBE), foi adquirido. Os copos plasticos que acompanham o “kit”
receberam 10 a 12 furos no fundo e foram completados com substrato
vermiculita. Sementes de café sem pergaminho foram colocadas sobre o
substrato e cobertas com 2 a 3 mm deste. Os copos foram colocados no orificio
da tampa do “kit”, fazendo com que 1 a 2 cm da base dos copos ficassem
submersos na agua contida no vaso. Assim gue as sementes comegcaram a
germinar, elas foram nutridess com solugdes NUTRIAQUA®A e
NUTRIAQUA®B, que acompanham o “kit”, conforme recomendacdo do
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fabricante. Ao atingirem cerca de 1 cm, as radiculas foram removidas e as
plantulas, mantidas na solucéo para producédo de novas radiculas.

2.3. Desenvolvimento de metodologia citogenética para Coffea

Com o objetivo de obter preparacdes cromossomicas do cafeeiro com
cromossomos morfologicamente mais preservados, espalhados e sem
sobreposicdo, foi necessario o desenvolvimento de técnicas citogenéticas para

preparagdes de |aminas que fornecessem cromossomos com tais caracteristicas.

2.3.1. Pré-tratamento com antimitoéticos

Os meristemas radiculares de C. arabica e C. canephora com
aproximadamente 1,0 cm foram prétratados com diferentes agentes
bloqueadores de metafase ou despolimerizadores de microtubulo, preparados
com &gua destilada, em diferentes temperaturas, tempos de exposicdo e
concentragbes (Quadro 1). Os melhores resultados foram testados em C.
eugenioides, cujo objetivo foi padronizar um protocolo para as espécies de café
estudadas.

ApbGs o0 pré-tratamento, as pontas de raizes foram retiradas e lavadas
durante 20 minutos em agua destilada e secadas em papel-toalha. As células
foram fixadas com solucdo gelada de metanol: &cido acético (3:1), com trés

trocas a cada 15 minutos, e armazenadas a -20 °C até o momento do uso.

2.3.2. Digestdo enzimética

Foi realizado um experimento visando a determinagéo das condicbes
Otimas para a eliminacéo da parede celular de meristemas radiculares de café.
Concentraces da enzima Flaxzyme™ (NOVO FERMENT) de 1:12 a 1:70 e
tempos de exposicdo de cinco minutos a uma hora a 34 °C foram testados.
Embora concentracbes de 1:50 a 1:65 e tempos de 8 a 12 minutos tenham
apresentado resultados satisfatorios, apenas uma combinacdo foi adotada na
rotina, conforme descricéo no paragrafo subsequiente.
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Quadro 1 — Antimitoticos utilizados em diferentes concentragdes, tempos de
exposicao e temperaturas, visando padronizar um protocolo para as

espécies de café
Agente = Tempo de Exposi¢ao
Antimittico * Concentragao 229°C a4 °C
Colchicina** 0,06 mM 30'; 40'; 50"; 1 h (esm) -
0,12 mM 2h(esm) -
0,25 nM 6 h (esm) 24 h; 27 h; 30 h; 51 h
0,40 mM 2h;3h;3h15;4h;4h155h 24h
15;6h15
0,50 mM 5h;6h;6h30;7h 5h; 7h; 18 h; 21 h; 23 h; 24
3h;5h; 6h(rzHU esol) h; 25 h; 26 h; 30 h; 51 h
3h;5h; 6 h; 7h (pl sol) 24 h; 51 h (pl sol)
3h;5h (pl HU e sal) 25h (pl HU e sol)
6 h (rz HU e sol) 24 h(rzHU esol)
5h(rz meio)
6 h (esm)
0,75mM 3h15;4h15;5h15;6 h15 -
0,80 mM 3h; 5h (HU) 24 h; 26 h
2h;3h;4h;6h;7h
30;40;1h;1h30;2h;6h
(esm)
1mM 2 h (esm) -
1.25mM 30';40';50"; 1 h; 2h(esm); 4 24h
h
1,5mM 4h 24 h
2,0mM 4h -
25mM 4h -
Amiprofos metila 25uM 6 h (esm) 24 h
(APM) 3uM 3h;5h;6h; 7h(pl sol) 24 h (pl sol)
5h; 6 h (pl cult) 24h;30h
4h;5h;6h
SuM 4h;8h 15h; 18 h; 21 h; 24 h; 28 h;
30h
10 uM 4h 24h
15uM 6h 17h; 24 h; 26 h
20 uM 3h 17h; 24 h
25 uM 3h 24 h
30 uM 3h 24 h
Trifluralina 2e3uM 2h,3h,4h,5h 12h,16h,18h,21he24h
5uM 4h;8h 15h; 18 h; 21 h; 24 h; 25 h;
28 h; 30 h
10 uM 4h;8h;10h; 13h 15h; 18 h; 21 h; 24 h; 25 h;
26 h;28h; 30 h
15 uM 3h;4h 24h;26h
20 uM 3h;4h 24 h;25h
25 uM 3h;4h -
30 uM 3h;4h 24 h; 25 h
Orizaina 1uM 15';30;40';1h -
2uM 15;30;40';1h;1h30;2h -
(esm)
25uM 3h;4h;6h;7h(esm) -
3uM 1h; 1h30; 2h(esm) -

Continua...
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Quadro 1, Cont.

Agente x Tempo de Exposi¢éo
Antimitético * Concentragao 229°C a4°C
5uM 3h;4h;5h;6h;8h 15h; 18 h; 21 h; 24 h; 28 h;
6 h; 7 h (esm) 30h
3h;5h (pl HU e sal) 25 h (pl HU e sol)
10 uM 3h;4h;6h;8h; 10h; 13h 15h; 17 h; 18 h; 21 h; 24 h;
26 h; 28 h; 30 h
15 uM 3h;4h 24 h; 26 h
20 uM 3h;4h 24 h
30 uM 3h; 5h(rzsol) 24 h
Brometo de etidio** 0,5 uM 3h;5h, 6h (esm) -
1,0 uM 3h;5h,6h(esm) -
2,0 uM 3h;5h, 6 (esm) -
3uM 3h;5h; 6 h(esm) 48 h
5uM 3h;6h 23 h; 24 h;
10 uM 2h;3h;4h;5h;6h;8h(HU)  3h;5h; 24 h; 27 h (HU)
2h;3h;4h;4h30;6h;6h30;7 23h; 24 h; 25h; 26 h; 27
h h; 29 h
15 uM 2h;3h; 4h; 23 h; 24 h;
20 uM 4 h30; 6 h 30; 23 h; 24 h; 25 h; 30 h; 37 h;
42 h; 48 h
25 uM 3h;4h;18h; 24 h 15h; 23 h; 24 h
30 uM 3h;4h;6h30; 25h (rz sol)
15h; 18 h; 23 h; 24 h; 25 h
40 mM 3h;4h 25h (rz sol)
15h; 18 h; 23 h; 24 h; 25 h
Hidroxiquinoleina  0,03% 3h;4h;5h;6h;8h 15h; 17 h; 18 h; 21 h; 24
h; 28 h; 30 h,
2mM 3h;4h 22 h; 27 h; 32 h; 47 h; 50 h;
59 h
Brometo de etidio+ 5pM +0,20mM 4h; 4h30;5h; 5h30; 6 h;6 h 30; -
ciclohexamida 5uM +0,10mM 6h30 -
5uM +0,06mM 6h30 -
10puM+0,35mM 4h; 4h30;6h30 27 h
10 uM+0,20mM 6h 30 27h;29h
10 uM+ 0,28 mM 2 h; 3 h; 4 h; 6 h; 6 h 30; 24 h; 29 h
10 uM+0,10mM 4h; 6 h 30 24 h
10 uM+ 0,05 mM 4 h; 6h 30 24 h
15uM+0,50mM 3 h;4h 24h;27h;29h
15uM+0,35mM 3h;3h30 24 h
15uM+0,27mM 3h;3h30 24 h
20 uM +0,20mM 3 h; 4h30; 6 h 30 24 h
30 uM +0,20mM 3 h; 6 h 30 -

* = em todas as solugdes foi adicionada uma gota de DM SO (dimetil sulfoxido)

10% para cada 10 ml de solucéo.

** = algumas concentragdes foram preparadas com cicloexamida.

" = minutos.
h= hora.

rz =raiz; rz sol= raiz em solugdo nutritiva; rz meio = raiz em meio de cultura.
pl = plantula; pl sol= plantula em solucdo nutritiva; pl cult = plantulaem meio de

cultura.

HU = tratadas com hidroxiuréia (HU) 1,25 mM e 2,5 mM.

esm = raizes submetidas a técnica de esmagamento.
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As raizes foram retiradas do fixador e lavadas por 30 minutos em agua
destilada, a fim de retirar toda a solucéo fixadora do tecido. Em seguida, as
pontas das raizes foram digeridas, enzimaticamente, para eliminagéo da parede
celular, em solucgo de Flaxzyme™ na proporcgo 1:60 (v/v), por 10 minutos, a
34 °C. As raizes digeridas foram lavadas em trés banhos de 10 minutos em agua
destilada e fixadas em solucdo metanol:&cido acético (3:1), com trés trocas em
intervalos de 15 minutos. As raizes foram armazenadas a—20 °C por, pelo menos,
24 horas.

2.3.3. Dissociacao celular, secagem ao ar e coloracao

Apobs o periodo de 24 horas, araiz digerida e fixada foi transferida para a
extremidade de uma [amina bem limpa apoiada sobre um suporte com um angulo
de inclinacdo de aproximadamente 45°, para auxiliar o espalhamento das células,
sob um microscopio estereoscopio. Uma gota de solugéo fixadora metanol:acido
acético (3:1) foi gotejada sobre araiz, e, com o auxilio de uma pinca de ponta
fina e um bisturi, a ponta daraiz foi cortada e o restante do material, descartado.
O tecido meristematico de cada raiz foi dissociado com leves e coordenadas
batidas com um bisturi, a0 mesmo tempo em gue foram adicionadas duas a trés
gotas de solucdo fixadora gelada para espalhar as células ao longo da lamina,
bem como propiciar aliberacéo de nucleos e cromossomos. Tal procedimento foi
executado com cuidado para que, em tempo habil, o material ndo secasse antes
da completa dissociagcdo celular. Em seguida, as laminas foram secadas em
movimentos rapidos contra o ar, para propiciar um melhor espalhamento do
material, e o término da secagem foi realizado em uma placa aquecedora a 50 °C
(CARVALHO, 1995).

Para a coloragdo, as |laminas foram imersas diretamente em solucéo de
Giemsa 5% com tampé&o fosfato pH 6,8, em temperatura ambiente, por cinco
minutos. Foram, entdo, lavadas, passando por dois recipientes, com &agua
destilada. A secagem foi realizada ao ar e em placa agquecedora com temperatura
de 50 °C.
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2.4. Analisedo cariétipo

A observacdo das laminas e da anadlise do caridtipo das trés espécies de
café foi realizada com o uso de microscopio Olympus BX 60, sob iluminacéo de
campo claro, usando objetivas de aumentos de 20, 40 e 100 X (imersdo a 0leo).
As imagens de interesse foram capturadas diretamente, por meio de microcamera
acoplada a0 microscopio e a um microcomputador Macintosh™ (modelo G3),
equipado com placa digitalizadora.

As figuras cromossOmicas armazenadas foram processadas por meio do
soltware de dominio publico, o NIH imagem program (RASBAND, 1998), que
possibilita a andlise das imagens capturadas.

Foram obtidas as medidas do comprimento total dos cromossomos, do
comprimento do brago curto (c) e do comprimento do braco longo (I) de Coffea
canephora. A partir dessas medidas foram obtidos o comprimento total (nmm), o
comprimento relativo (CR%), o indice centromérico (ic) e arelacéo de bragos (r),
em que:

ic=cx100/c+1 e r=1/c

Em ambos os casos, obtém-se um valor que indica precisamente a posi¢ao
do centrémero. Quanto maior (r) ou menor o (ic), mais afastado o centrdmero da
posicdo mediana, tendendo a posicdo terminal. Esses dados foram usados para
classificar os cromossomos do complemento de acordo com a nomenclatura
descrita por GUERRA (1988).
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3. RESUL TADOSE DISCUSSAO

3.1. Desenvolvimento de metodologia citogenética para Coffea

3.1.1. Prétratamento com antimitoético

A maioria dos agentes bloqueadores de meté&fase, empregados com
sucesso na maioria das espécies de plantas, mostrou-se aparentemente prejudicial
a0 tecido meristematico das espécies de Coffea estudadas. As céulas
meristeméticas tratadas por diferentes concentracfes, tempo e temperatura de
exposicao tiveram, na maioria dos casos, seu ciclo paralisado em interfase. As
substancias mais eficientes foram trifluralina (3 M por 18 h a5 °C, Figural) e
brometo de etidio (10 nM por 24 h a 5 °C, Figuras 2 e 3). No entanto, a
quantidade de figuras metafésicas obtidas foi ainda peguena, porém elas
apresentaram morfologia adequada para analise citogenética. Menores
concentragOes e tempos de exposicao (principalmente abaixo de 2 h a 29 °C),
empregando estes e outros agentes testados (Quadro 1), mostraram-se menos
prejudiciais as células, propiciando a obtencdo de maior nimero de figuras
mitoticas, porém a definicdo de seus cromossomos ainda ndo foi adequada para

analise cariotipica
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Figura 1 — Cariograma mitético com 2n=4x=44 cromossomos dispostos em 22
pares de homologos de Coffea arabica. Barra=5 mm.
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Figura2 — Cariograma mitotico com 2n=2x=22 dispostos em 11 pares de
homologos de Coffea eugenioides. Barra=5 nm.
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Figura3 —Metafase mitética e cariograma com 2n=2x=22 Cromossomos
dispostos em 11 pares de homdlogos de Coffea canephora. Observa-
se a presenca de satélites no par de homologos 6. Barra= 10 nm.

InvestigagcBes mitéticas em Coffea (KRUG, 1938; MENDES, 1938;
MEDINA, 1949; Bouharmont, 1953, citado por SYBENGA, 1960;
BOUHARMONT, 1963; SELVARAJ, 1987; PIEROZZI et a., 1999) foram, até
entdo, realizadas sem o emprego de antimitéticos. Pode-se deduzir que, talvez, as
dificuldades em estabelecer um agente quimico, concentragcdo, tempo e
temperatura apropriados para o tratamento do cafeeiro, além da alta sensibilidade
destas plantas as mais variadas substancias, podem ter induzido esses autores a
suprimir 0 uso desses produtos, e, em parte, os resultados morfologicos

insatisfatorios devem-se também a auséncia desse procedimento.

3.1.2. Digestao enzimatica, dissociacao celular, secagem ao ar e coloragao

A eliminagdo da parede celular das células vegetais € uma etapa
importante para 0 sucesso da técnica, e a obtencdo de laminas de boa qualidade,
com um bom espahamento das células, depende da adequacdo desse
procedi mento.

A eficiéncia da digestéo enzimatica em macerar a parede celular foi obtida

utilizando uma solucéo de Flazyme:agua destilada diluida na proporcéo de 1:60 e
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com tempo de exposicdo de 10 minutos a 34 °C. A otimizagdo da digestdo
permitiu uma total destruicdo da parede sem, contudo, afetar a morfologia dos
nucleos e cromossomos.

A remocdo da parede celular, associada a uma adequada dissociacdo
celular e secagem ao ar, propiciou figuras mitéticas espalhadas e totalmente
desprovidas de citoplasma e membranas. Essa situagéo favorece muito a reagdo
dos cromossomos com corantes, permitindo uma boa definicdo. Além disso, foi
possivel observar menor heterogeneidade de qualidade dentro e entre laminas.
Outro fator de incremento de qualidade, proveniente destes procedimentos, foi a
pequena profundidade de campo das preparacbes. As células espalharam-se
praticamente no mesmo plano focal, caracteristica raramente observada quando
as laminas sdo preparadas pelo método convenciona de esmagamento devido a
presenca dos fragmentos celulares que envolvem os nucleos e as figuras
mitéticas. Assim, o espahamento das células e, conseqlentemente, dos

cromossomos foi satisfatorio.

3.2. Analisedo cariétipo

Os procedimentos descritos anteriormente, usando agentes bloqueadores,
digestdo enzimatica, dissociacdo celular e secagem a0 ar, resultaram em
metafases, morfologicamente definidas e espalhadas no mesmo plano de foco na
l&mina. Considerando o tamanho reduzido dos cromossomos de Coffea, a andlise
de imagem, associada a essas caracteristicas, favoreceu um incremento de
qualidade para a resolucdo e interpretacdo das figuras cromossdmicas obtidas,
facilitando a identificacdo de cada par de homdlogos e montagem do cariograma
de Coffea arabica (2n=4x=44) (Figura 1), Coffea eugenioides (2n=2x=22)
(Figura 2) e Coffea canephora (2n=2x=22) (Figura 3). O uso da andise de
imagens é um recurso gue vem sendo amplamente utilizado em citogenética,
ampliando as possibilidades de andlise e, muitas vezes, viabilizando-as
(BAUCHAN e CAMPBELL, 1994; CARVALHO, 1995; AARESTRUP, 2001,
TORRES, 2001).
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C. arabica apresentou complemento dipléide com 2n=44 cromossomos,
nimero estabelecido pela contagem efetuada por Krug (1934), citado por
SYBENGA (1960) e confirmado em exames posteriores realizados por KRUG
(1937ab), MENDES (1938), MEDINA (1949), RIJO (1974), SELVARAJ (1987)
e PINTO-MAGLIO e CRUZ (1987, 1998), entre outros autores. Esse nimero so
é diferente em plantas conhecidas como monospermas com 22 Cromossomos e
polipléides com 66 e 88 cromossomos, denominadas “bullata’, de ocorréncia
espontanea em muitas variedades de C. arabica (KRUG, 1938). Eventua mente,
aneupl 6ides também sdo relatados (ALVES, 1981).

Quanto a morfologia dos cromossomos de C. arabica, os pares 1 e 2 sdo
facilmente identificados por serem bem maiores em relagdo aos demais (Figura
1). Os pares 21 e 22, propositadamente fora da ordem, uma vez gque os pares de 1
a 20 estédo em ordem decrescente de tamanho, foram assim dispostos por serem
bem compridos, porém sdo visivelmente menos robustos que os outros. Em
ordem de tamanho, esses cromossomos ocupam a quinta e sexta posicoes. Os
pares de 5 a 20 ndo apresentaram, aparentemente, nenhuma caracteristica
acentuada que os destacasse. Dessa forma, tais cromossomos revelaram uma
relativa similaridade morfologica, e a identificagdo dos pares de homaologos,
muitas vezes, foi facilitada pelo emprego da andlise de imagem.

Em comparagdo com o cariotipo de cromossomos metafasicos de C.
arabica, obtido por CLARINDO (2003), a partir de agregado celular (células em
suspensdo obtidas sob algumas condigbes de cultura), os pares 21 e 22 parecem
corresponder, morfologicamente, aos pares de cromossomos 5 e 6 descritos por
esse autor, 0S quais apresentam constricbes secundarias, possivelmente
relacionadas as NORs. A caracterizag&o proposta foi de um par de cromossomos
metacéntricos (par 21), 17 pares submetacéntricos (pares 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 19, 20 e 22) e quatro pares acrocéntricos (15, 16, 17 e 18),
com um comprimento entre 4,50 e 1,40 nm. Ainda, conforme esse mesmo autor,
a diferenciacdo morfologica entre alguns pares de cromossomos também so pdde

ser constatada pelo emprego de analise de imagem.
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Em observagdes de cromossomos somaticos de C. arabica, KRUG (1938)
relatou que estes sdo muito pequenos (1 a 2 nm), arredondados e, com poucas
excegdes, ndo podem ser diferenciados morfologicamente. MENDES (1938)
acrescentou que sd0 menores gue 0s cromossomos de qualquer outra espécie, 0
gue ndo foi confirmado por Bouharmont (1959), citado por SYBENGA (1960),
que verificou que a morfologia e 0 tamanho dos cromossomos entre as especies
de Coffea sdo muito similares. Contudo, em um hibrido entre C. arabica e C.
canephora, com 2n=33 cromossomos, KRUG (1937 b) ja havia observado que
aguns cromossomos de C. canephora podiam ser reconhecidos por serem
maiores que os cromossomos de C. arabica. Tais divergéncias ndo deixam
duvida de que a utilizacdo de métodos de andlises convencionais muitas vezes
sdo insuficientes para distinguir 0S cromossomos de espécies, em que 0S mesmos
apresentam tamanhos reduzidos e grande similaridade (FUKUI e MUKAI, 1988).
Uma caracterizagdo mais detalhada dos cromossomos, empregando a anadlise de
imagem, foi possivel em milho (CARVALHO, 1995), piment&do (AARESTRUP,
2001), baru (TORRES, 2001) e em café arabica (FONTES e CARVALHO,
2000; CLARINDO, 2003). No presente estudo, observou-se que o complemento
cromossdmico de C. arabica (2n=44) pode ser subagrupado em 11 conjuntos de
dois pares de homologos (Quadro 2), considerando sua similaridade morfol 6gica
ressaltada pelos recursos computacionais. Os agrupamentos com dois conjuntos
dipl6ides reforcam a hipétese da heranca tetrapl 6ide de C. arabica, defendida por

muitos autores.

Quadro 2 — Agrupamento dos dois conjuntos dipléides do Coffea arabica,
considerando-se a similaridade morfol 6gica entre pares homologos

GRUPOS
| I [l v V VI VIlI | VI IX X Xl
Pares de 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Cromossomos 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
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O nudcleo interfasico de C. arabica (Figura 4a) apresenta regides
heterocrométicas evidentes. Imagens digitalizadas, por meio de programa
computaciona especifico, foram analisadas com os recursos e filtros para real car
essas regides (Figura 4b). Graficos em trés dimensdes também foram gerados
para auxiliar a contagem automatica, pelo computador, dessas regides
heterocrométicas correspondentes aos cromossomos (Figura 4c). O numero de
picos, nesse grafico, representa as 44 regides.

A especies C. eugenioides apresentou 2n=2x=22 Cromossomos, nimero
estabelecido para as espécies dipldides do subgénero Coffea (KRUG, 1936;
KRUG, 1945; CARVALHO e KRUG, 1949; CARVALHO, 1988; CARVALHO
et a., 1991). A coloragdo com Giemsa foi importante para elaboragcdo do
cariograma da espécie, com base em cromossomos metaféasicos (Figura 2). E
possivel observar que 0s cromossomos estdo muito semelhantes, dificultando a
identificagdo dos pares de homdlogos e as medicdes. Fica evidente também a
dificuldade de detectar caracteristicas morfol 6gicas que n&o a contricéo primaria,
ou centrébmero. Pode-se, porém, observar a presenca de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos. PINTO-MAGLI0O e CRUZ (1987), em estudo
sobre morfologia dos cromossomos nucleolares em C. eugenioides, no paquiteno,
encontraram apenas um bivalente associado ao nucléolo, o qual, segundo essas
autoras, é subtelocéntrico.

A qualidade morfolégica dos cromossomos de C. canephora (2n=22)
permitiu a obtencdo de dados morfométricos com resolucdo suficiente para
montagem do cariograma (Figura 3) e do idiograma (Figura 5), sendo este
construido com base nas medidas e indices apresentados no Quadro 3.

A formula cariotipica, para os cromossomos de C. canephora, foi
representada por um par de cromossomos metacéntricos (1 m) e 10
submetacéntricos (10 sm), cromossomo 1 e 0s pares restantes, respectivamente.
|dentificou-se a presenca de satélite, associada a regido de constricdo secundéria,
no brago curto do cromossomo numero 6, indicando que essa contricdo sgja a
regido organizadora do nucléolo (NOR) (Figuras 5 e 6). A confirmacdo da

presenca de NOR, ou sua deteccdo em outro Cromossomo, cuja constricdo nao
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Figura4—a) Interfase do C. arabica mostrando regides heterocromaticas
correspondentes a 44 cromossomos, b) Ndcleo interfasico com
imagem filtrada por ferramentas do software que realca as regides
heterocrométicas, e ¢) Gréfico 3D, pseudocolorizado, das regides
heterocrométicas da intérfase, com picos representando as 44 regides
heterocrométicas. Barra =5 mm.
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Quadro 3—Dados morfométricos dos cromossomos de C. canephora var.
Robusta, referente a Figura 3

Comprimento (mm)

NuUmero do . | Comprimento
Cromossomo Braco Tota Média e Clase pyativo (%)
Curto Longo
1A 150 180 330 333 120 4545 m 6,80
1B 152 183 335 1,20 4537 m 6,91
2A 100 181 281 290 181 3559 sm 5,79
2B 09 203 298 2,14 31,88 sm 6,14
3A 09 170 260 249 189 34,62 sm 5,36
3B 080 158 238 1,98 33,61 sm 4,91
4A 09 146 236 238 162 3814 sm 4,86
4B 09 145 240 153 3958 sm 4,95
5A 060 150 210 211 250 2857 sm 4,33
5B 060 152 212 253 2830 sm 4,37
*B6A 050 141 191 19 282 26,18 sm 3,94
*6B 059 141 200 2,39 2950 sm 4,12
7A 07 115 190 195 153 3947 sm 3,92
7B 0,70 129 1,99 1,84 3518 sm 4,10
8A 070 120 190 191 1,71 36,84 sm 3,92
8B 067 124 191 1,85 3508 sm 3,94
%A 060 126 18 188 210 3226 sm 3,83
9B 075 114 1,89 152 39,68 sm 3,90
10A 071 109 180 181 154 3944 sm 3,70
10B 070 112 182 1,60 3848 sm 3,75
11A 060 09 155 157 158 38,71 sm 3,20
11B 060 098 158 163 37,97 sm 3,26

* medidas ndo se considerando os satélites.
I = razdo entre os bragos longo e curto.

ic = indice centromérico.

m = metacéntrico e Sm = submetacéntrico.
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1 2 3 4

Figura5 — Idiograma do caridtipo mitético de Coffea canephora (2n=2x=22),
conforme os dados obtidos do Quadro 3.
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Figura 6 — Grafico 3D pseudocolorizado, do par de cromossomos 6, ressaltando a
presenca de satélites, com base na Figura 3.

estivesse visivel, sO pode ser verificada com técnicas especificas para esse tipo de
heterocromatina. Em estudo sobre a morfologia dos cromossomos nucleolares
em C. canephora, em fase de paquiteno, PINTO-MAGLIO e CRUZ (1987)
encontraram apenas um bivalente associado ao nucléolo. Em cromossomos
metafasicos obtidos a partir de agregado celular de C. canephora, CLARINDO

(2003) também observou a presenca de constricdo secundaria no par
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cromossdmico numero 6. Bandas NORs positivas e o bandeamento laranja de
acridine, que evidenciou regides flanqueadoras da NOR, confirmaram a presenca
destas no brago curto do sexto par de cromossomos. LANGER e KOUL (1983)
revelaram a existéncia de uma correlacdo positiva entre 0 nimero de constricoes
secundérias e o de nucléolos em Lilium, indicando que as varias constricoes
secundérias observadas estédo potencialmente envolvidas com a organizacdo
nucleolar. Essa informacdo permite relatar que o sexto par cromossdmico
provavelmente possua genes que codificam para RNA ribossdmico (rRNA), o
qual forma e mantém o nucléolo no nucleo interfésico.

Os valores de comprimento absoluto dos cromossomos de C. canephora
variaram de 3,33 nm (cromossomo 1) a 1,57 nm (cromossomo 11) e os de
comprimento relativo, de 6,86 a 3,23%. Os dados morfométricos, a relacéo de
bracos (r) e o indice centromeérico (ic) também foram determinados (Quadro 3).

A determinacdo da qualidade citogenética de uma lamina é uma
caracteristica subjetiva, 0 que muitas vezes dificulta ou até mesmo pode
promover equivocos na classificacdo cariotipica de uma espécie. No entanto,
alguns autores acreditam que algumas caracteristicas sgjam consideradas, a fim
de maximizar a qualidade das preparacOes e diminuir erros provocados por
preparacbes de mé-qualidade. Residuos de parede celular, sobreposicéo,
espalhamento, constrigdes primérias e secundarias bem-definidas e preservacéo
morfolégica dos cromossomos sdo alguns dos aspectos que devem ser
considerados (MURATA, 1983; SINGH, 1993; LEITCH et a., 1994). Esses
cuidados, além do refinamento de técnicas, sG0 necessarios para fornecer
preparacbes cromossOmicas com qualidade conveniente para estudos
citogenéticos e andlise de imagem computadorizada.

Em cafeeiro, a fata de metodologias adequadas para a obtencdo de
preparacOes com metéfases mitdticas com morfologia preservada € um grande
obstaculo para a analise citogenética, o que provavel mente sgja responsavel pelos
poucos estudos nesse sentido. MENDES (1938), KRUG (1938) e MEDINA
(1949) foram uns dos pioneiros a reaizar estudos mitéticos em cafeeiro. A

qualidade das preparagbes pelo método de inclusdo em parafina e cortes
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citolégicos permitiu apenas a contagem do numero de cromossomos. Duas
décadas se passaram até que Bouharmont (1959), citado por SY BENGA (1960) e
BOUHARMONT (1963), tentou caracterizar o cariotipo de Coffea, porém sem
muito sucesso devido, principalmente, as dificuldades técnicas. A partir de entéo,
as atengdes foram voltadas para estudos meiéticos. O método classico para a
obtencdo de preparagdes de cromossomos em plantas € 0 esmagamento de
células em solucdo de acido acético 45%, sob laminula. SELVARAJ (1987)
empregou essa tecnica em estudos mitoticos em C. arabica e C. canephora,
representando seus cromossomos por desenhos esquematicos, engquanto
PIEROZZI et a. (1999), em C. canephora, apresentaram fotomicrografias de
cromossomos com baixa resolucdo e em diferentes profundidades de campo,
certamente devido a persisténcia de citoplasma. Em documentacéo fornecida,
algumas preparagbes apresentavam cromossomos com ato nivel de
compactacdo, quase arredondados, como descrito por KRUG (1938), nédo
permitindo identificagdo de constricbes primarias e secundérias, enquanto em
outras as terminalizacbes cromossOmicas se apresentavam completamente
descompactadas, ndo permitindo a identificacdo de seus limites. Os cortes
citolégicos e 0 esmagamento de tecido meristemético, além das limitagOes
conferidas pelas caracteristicas do proprio material, muitas vezes fornecem
figuras cromossdmicas com caracteristicas morfol6gicas desconfiguradas, o que
deixa poucas possibilidades de analises confiaveis. Esses conjuntos de fatores,
impostos pelas metodol ogias empregadas, podem gerar dados gque possivelmente
conduzem a diferentes interpretacbes e dificultam a correta caracterizacdo
cariotipica de uma espécie. Assim, uma nova metodologia, para a obtencéo de
cromossomos com morfologia mais preservada, que envolve o preparo das
l&minas por dissociacdo celular e secagem ao ar, tem sido usada por aguns
autores, COm SuCeSsSO, em espécies que apresentam Cromossomos pequenos
(SUMNER, 1990; CARVALHO e SARAIVA, 1993; CARVALHO, 1995;
FUKUI e NAKAYAMA, 1996; AARESTRUP, 2001; TORRES, 2001).

Neste estudo, a qualidade do material bioldgico para andlise citogenética

foi fornecida pelo uso de algumas dessas ferramentas, cujas vantagens, embora
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salientadas por aguns autores (SUMNER, 1990; CARVALHO e SARAIVA,
1993; CARVALHO, 1995) em relacdo a técnicas classicas, sdo pouco difundidas
entre 0s citogeneticistas vegetais.

A aplicagéo de solucdes fixadoras € necessaria para a preservacao das
células, no estado de divisdo, sem causar a distor¢do dos cromossomos (SINGH,
1993). Particularmente, o uso de solugéo fixadora de metanol:acido acético tem
sido conveniente por proporcionar aumento relativo no nimero de preparactes de
boa qualidade (GOSDEN, 1994). Segundo LEITCH et a. (1994), a etapa de
fixacdo preserva a morfologia dos cromossomos pela minimizacédo da perda de
acidos nucléicos. Esses autores relataram também que a solugéo fixadora de
metanol: &cido acético proporciona a precipitacdo de proteinas prejudiciais a
manutencao da morfologia cromossdmica.

Segundo SYBENGA (1992), a maceragdo € necess&ria para auxiliar o
espalhamento dos cromossomos sobre a lamina. Emsweller e Stuart (1994),
citados por FUKUI e NAKAYAMA (1996), salientaram a importancia do uso de
maceracdo enzimética para preparar boas amostras de cromossomos de plantas.
Entretanto, segundo SYBENGA (1992), a maceragéo de longa duragcéo destroem
ou reduzem a estabilidade cromossdomica. A combinag&o dessa metodologia com
a técnica de secagem a0 ar € usada, com sucesso, em muitas investigacoes
cientificas.

Em cafeeiro, a total remocéo da parede celular sem, contudo, afetar a
morfologia dos nucleos e dos cromossomos, promovida pela adequacdo da
digestdo enzimética;, e a preservacdo da estrutura e morfologia, atribuida a
utilizag&o do fixador metanol:&cido acético, em diferentes etapas da técnica, bem
como o emprego da dissociacdo celular e secagem ao ar, favoreceram a obtencéo
de preparacoes de boa qualidade, em que a morfologia dos cromossomos foi
bem-preservada e a resolucdo final permitiu a deteccdo de caracteristicas
morfol bgicas, geralmente distorcidas pelo método de esmagamento.

Os dados das analises cromossomicas em C. canephora confirmaram que

espécie tem cromossomos relativamente peguenos, com valores entre 3,33 e
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1,57 nm, conforme as observagdes prévias de Bouharmont (1959), citado por
SYBENGA (1960) e PIEROZZI et al. (1999).

Bouharmont (1959), citado por SYBENGA (1960), também analisou a
morfologia de cromossomos somaticos em Coffea, com base em 13 espécies
desse género, entre elas C. canephora e C. dewevrei (café Excelsa), em que os
valores dos comprimentos para 0 género variaram de 2,41 nm para O
cromossoma 1 a 0,97 nm para 0 cromossomo 11, enquanto as percentagens
correspondentes do genoma variaram de 13,6% a 6,4%. Os resultados obtidos
por Bouharmont ndo estavam de acordo com agqueles de Mendes (1938), citado
por SYBENGA (1960), para C. dewevrei. Ambos trabalharam com pontas de
raizes fixadas em Craf e inclusas em parafina, coradas com hematoxilina ou com
violeta genciana e seccionadas para analise. Essas técnicas que utilizam cortes
seriados limitam e dificultam a interpretacéo, ndo sendo mais utilizadas em
analises citogenéticas.

PIEROZZI et al. (1999), analisando os cromossomos de C. canephora,
observaram uma variagdo no comprimento absoluto de 2,38 + 0,07 mm a 0,85 +
0,03 mm, bem como de comprimento relativo de 14,00 £ 0,23% a 5,03 £ 0,19%
do cromossomo 1 para o 11, respectivamente. Entretanto, essas observacoes
diferem das de SELVARAJ (1987), em que 0 comprimento dos cromossomos de
C. canephora var. Robusta variou de 2,8 a 55 mm, apresentando um
comprimento absoluto de 40,1 nm. Tais valores também diferiram dos de
LOUARN (1976), que citou uma variagdo de comprimento de 1,0 a 1,94 nm. Os
diferentes valores dos cromossomos mitoticos relatados na literatura (Quadro 4)
podem ter sido obtidos de andlises realizadas em cromossomos, provenientes de
tratamentos que resultam em diferentes nivels de compactacéo e, ou, devidos ao
uso de sementes de diferentes variedades ou de diferentes procedéncias,
equivocamente classificadas como de C. canephora. A nitidez dos contornos dos
Cromossomos € uma caracteristica importante para maximizar a exatidao do
mensuramento. Pré-tratamento, fixacdo e coloragdo afetam ndo somente os
contornos, mais também o tamanho relativo e absoluto dos cromossomos
(SYBENGA, 1992).
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Quadro 4 — Estudos de cromossomos sométicos em C. canephora, realizados por
diferentes autores

. . Crom.
Comprimento Fo_rmyl_a com Metodologia Documentacéo
(mm) Cariotipica Sadite
Bouharmont, 0,97 a2,41 2M+2 SM+ 4 Cortecitoldgico llustracdo
1959 7 ndo identificados
Louarn, 1976 1,00a1,94 - le4 Esmagamento Fotografia
Selvaraj, 2,80a5,55 8M+1SM+1ST - Esmagamento lustragdo
1987
Pierozziet 0,85a2,38 3M+8SM 3 Esmagamento Fotografia
al., 1999
Clarindo, _ _ 6 Dissociagdode  Andlise
2003 agregados computacional de
celulares imagem
Presente  1,57a3,33 1 M+10SM 6 Dissociacgo Andlise
estudo celular computacional de
imagem

SYBENGA (1992) afirmou que técnicas de preparacdo, especialmente
esmagamento, geram efeitos pronunciados no tamanho dos cromossomos. 1sso
ndo ocorre em detrimento da analise do cariétipo, desde que todos os
cromossomos sgjam igualmente afetados. Porém, o esmagamento pode causar
efeitos consideravéis e ndo homogéneos. Esse mesmo autor, comparando
diferentes intensidades de esmagamento em centeio, concluiu que o0s
cromossomos mais achatados, ap0s um intenso esmagamento, ficaram mais
alongados do que aqueles que sofreram um esmagamento mais brando. Mais
importante foi a observacdo de que os bracos longos, apOs esse tratamento,
aumentaram mais em comprimento, proporcionalmente em comparacdo com 0s
bragos curtos. E possivel que essa diferenca seja devida & heterocromatina, a qual
pode ser mais compacta e, conseqientemente, mais resistente ao esmagamento.
Alguns bragos curtos dos cromossomos ndo metacéntricos do centeio tém,
usualmente, um longo segmento heterocromaético, enquanto os bracos longos

podem ser praticamente livres de heterocromatina visivel (SYBENGA, 1992).
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No presente estudo, a utilizagdo de brometo de etidio em C. canephora
permitiu obter cromossomos metafésicos relativamente mais alongados, o que
auxiliou a observacdo de detalhes morfoldgicos, principalmente das constri¢des
primarias e secundérias. A anadlise de imagem possibilitou medicbes do
comprimento total de cada brago, em micrémetros.

A classificagdo dos cromossomos de C. canephora, relatada na literatura,
ndo é consenso quanto aos aspectos morfologicos e a relagdo de bracos.
Bouharmont (1959), citado por SYBENGA (1960), constatou uma grande
uniformidade no comprimento e morfologia dos cromossomos das vérias
espécies, relatando ser impossivel aindividualizacdo dos cari6tipos das diferentes
espécies. O referido autor optou pela construcdo de um cariétipo médio padréo
para 0 género Coffea, em que se destacam apenas cinco dos 11 cromossomos
constituintes do complemento basico do género. Os cromossomos (1, 2 e 11)
foram classificados como submetacéntricos, os (3 e 4) como metacéntricos e 0S
demais (5, 6, 7, 8, 9 e 10) ndo puderam ser distinguidos por esse autor, que
apenas relatou que esses cromossomos oscilaram de metacéntricos a
submetacéntricos. A proposta de criar um mesmo ideograma, sem o respaldo da
documentacéo fotogréfica original dos cromossomos, para as diferentes especies
pode ter dificultado a classificagdo do cariétipo de C. canephora, aém de os
dados terem sido obtidos dentro da limitagdo imposta pela técnica utilizada,
considerando-se que 0s cortes citol0gicos seccionam 0S Cromossomos em Varios
planos.

PIEROZZI et a. (1999) e SELVARAJ (1987), utilizando técnica de
esmagamento, chegaram a conclusdes quase antagonicas quanto a classificacdo
dos cromossomos de C. canephora. PIEROZZI et al. (1999) relataram a
ocorréncia de trés cromossomos metacéntricos (5, 10 e 11) e oito
submetacéntricos, enquanto SELVARAJ (1987) representou 0S Cromossomos por
desenhos com tinta nanquim, sem documentacéo fotografica, e a ocorréncia de
0ito cromossomos metacéntricos, um submetacéntrico e dois acrocéntricos, ndo

especificando quais deles se enquadravam em cada classe.
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A presenca de satélite nos cromossomos da espécie em foco também foi
relatada por Bouharmont (1959), citado por SYBENGA (1960), ho cromossomo
nimero 4, enquanto SELVARAJ (1987) identificou dois satélites, mas néo
especificou em quais Cromossomos, 0S quais também n&o podem ser
comprovados pela documentacéo apresentada.

CLARINDO (2003), concordando com os dados apresentados no presente
trabalho, observou uma constricdo secundéaria no braco curto do par de
cromossomos 6. Bouharmont (1959), citado por SYBENGA (1960), notificou a
presenca dessa constricdo no braco longo do cromossomo 1, a0 passo que
PIEROZZI et al. (1999) o fizeram nos cromossomos 1 e 3, com identificagdo de
NOR no cromossomo 3.
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4. CONCLUSOES

Preparacdes citogenéticas, desenvolvidas para o cafeeiro, empregando
inibidores mitéticos (trifluralina 3 OM por 18 h a 5 °C e brometo de etidio 10
mM por 24 h a 5 °C), digestdo enzimética da parede celular com solucdo de
Flazyme:dgua destilada na proporcdo de 1:60 por 10° a 34 °C e preparo das
l&minas pelo método de dissociacdo celular e secagem ao ar. 1sso possibilitou a
preservacdo morfoldgica dos cromossomos e a andlise de imagem, fornecendo
um incremento de qualidade que favoreceu a montagem do cariétipo de C.
arabica, C. eugenioides e C. canephora e do idiograma de C. canephora.

Foram possiveis a identificacdo e o pareamento dos respectivos
homologos do C. arabica em dois grupos, indicando sua origem tetraplide,
conforme dados da literatura.

A caracterizacdo citogenética e a obtencdo de dados morfométricos
revelaram que C. canephora possui um par de cromossomos metacéntricos (m) e
10 pares submetacéntricos (sm), um satélite associado a constricdo secundaria no
braco curto do sexto par de cromossomos e um comprimento absoluto de 3,33 a

1,57 mm e um comprimento relativo de 6,86 a 3,23%.
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CONTEUDO DE DNA NUCLEAR POR CITOMETRIA DE FLUXO EM
ESPECIESE HIBRIDOS DE Coffea spp.

RESUMO

A citometria de fluxo é uma metodologia de analise bem-estabelecida em
pesquisa e rotina laboratorial na &rea humana. Na area vegetal, esse tipo de
estudo tem sido introduzido, com sucesso, principamente como método de
avaliacdo de ploidia e de quantificacdo de DNA, com ata resolugdo, em
diferentes espécies de plantas. No presente estudo, a CF foi utilizada para estimar
valores da quantidade de DNA (valor 2 C), nas fases GO/G1, em Coffea. Foram
analisadas amostras das espécies de C. canephora (2x), C. eugenioides (2x), C.
racemosa (2x) e C. arabica (4x) e do Hibrido de Timor, hibrido natural triplGide
entre C. arabica e C. canephora (4x); dos supostos hibridos interespecificos
naturais entre C. racemosa e C. arabica, denominados UFV 557; e de plantas
resultantes do retrocruzamento entre UFV 557 e C. arabica. Folhas jovens e
vigorosas foram previamente lavadas e acondicionadas em recipiente contendo
dgua destilada. Ap6s a assepsia, fragmentos de 2 cm® foram cortados, com o
auxilio de uma lamina de barbear, em 1,0 ml de solucéo de lise. A suspenséo foi
filtrada e transferida para tubos de Eppendorf. Apds a centrifugacdo, o

sobrenadante foi removido e a camada de nicleos, ressuspendida em tampdo. A
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suspensao nuclear foi corada com solugéo contendo 15 mM de 4’ ,6-diamidino-2-
fenilindole (DAPI) e analisada por um citbmetro de fluxo. Os nucleos foram
analisados e as amostragens com valores de coeficientes de variagdo acima de
3,06%, desconsideradas. A diferenca na quantidade do contelido de DNA entre
espécies dipldides foi de até 0,50 pg = 45% (C. racemosa 1,11 pg; C.
eugenioides 1,40 pg; e C. canephora cv. Robusta 1,61 pg). Considerando valores
intra-especificos (C. canephora 1,43 a 1,61 pg e C. arabica 2,40 a 3,04 pg), essas
diferencas foram de 0,18 pg (12,59%) e 0,64 pg (26,67%), respectivamente. A
citometria de fluxo também revelou-se uma ferramenta importante no
monitoramento e identificacdo de hibridos interespecificos de Coffea, com base
na quantidade do DNA nuclear.
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1. INTRODUCAO

Métodos de analise do conteido de DNA, por citometria de fluxo, foram
originamente desenvolvidos para células humanas. Esses métodos séo baseados
no uso de fluorocromos DNA especificos e na andlise da intensidade de
fluorescéncia relativa do nucleo corado (DOLELIEL, 1991, 1997). Desde que
Heller (1973) introduziu o uso da citometria em plantas, esta metodologia tem
sido adaptada para as mais diversas andlises de céulas vegetais (THIBAULT,
1998). Por ser mais conveniente, rapida e eficiente, foi progressivamente
subgtituindo a densitometria, metodologia que, até entdo, era amplamente
utilizada no mensuramento do contetido de DNA nuclear de plantas (RAYBURN
et al., 1989; DOLELEL, 1991; GREILHUBER e EBERT, 1994).

O conceito de constancia do genoma (valor-C) foi introduzido por Swift
(1950) e aceito até a década de 1980, porém variacles intra-especificas passaram
a ser observadas, e essainalterabilidade comegou a ser questionada (BENNETT e
LEITH, 1995). Variabilidade intra-especifica no tamanho do genoma, com
nimero de cromossomos constante, representa um tema de grande interesse.
BENNETT (1985) relatou variagdo de 54% para Glycine max, 59% para Gibasis
venestula, 80% para Poa annua e 228% para Collinsia verna. VariagGes também
foram observadas em algumas espécies cultivadas: Oryza sativa (33%), Zea mays

(30%) e Capsicum annuum (35%). Numerosos estudos também apontaram
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consideravel variacdo interespecifica no tamanho do genoma (CROS et al., 1994,
1995; BUITENDIX et a., 1997; THIBAULT, 1998; VOGLMAY R, 2000).

O principal objetivo do melhoramento é a obtencdo de variedades
altamente produtivas, de melhor qualidade e resistentes a pragas e doencas. Com
esse  proposito, cruzamentos intra-especificos e interespecificos sdo
freqiientemente realizados em plantas, e a citometria de fluxo tem sido
empregada, com sucesso, no estudo dessas hibridagoes. BARRE et al. (1998)
identificaram hibridos resultantes do cruzamento entre duas espéecies diploides de
café, C. liberica 2C=1,42 pg e C. pseudozanguebariae 2C=1,13 pg, constatando
a dta sensibilidade do equipamento para esse tipo de anadise. Hibridos
interespecificos, identificados por citometria, apresentaram valores de contetido
de DNA intermedi&rios aos valores observados nos genitores, tanto entre
espécies de Allium quanto entre espécies de Alstroemeria (KELLER et a., 1996;
BUITENDIJXK et a., 1997). Na identificacdo de hibridos tripléides de Salix, a
citometria de fluxo também apresentou-se como uma ferramenta confiavel
(THIBAULT, 1998).

Alguns autores debateram sobre as implicagbes que a variagdo intra-
especifica e interespecifica, no conteido de DNA nuclear, podem representar
para a sistematica, taxonomia e evolugdo (OHRI, 1998; GREILHUBER, 1996).
Em espécies de Coffea, nativas da Africa, as quantidades de DNA nuclear foram
comparadas com outras espécies angiospermas e discutidas em termos de
significado evolutivo (CROS et al., 1994, 1995).

Algumas hipoteses, baseadas em alteracbes cromossdmicas (LAPITAN,
1992; MARTEL et a., 1997) e sequéncias repetitivas de DNA (LAPITAN, 1992;
NATALI et a., 1993; CECCARELLI et al., 1995), foram propostas para explicar
tais variagbes. A correlacdo positiva entre o comprimento de cromossomos em
metafase e 0 contelido de DNA basico, entre acessos de Vicia faba, indica que
seqiiéncias repetitivas de DNA afetam o tamanho do genoma (CECCARELI et
al., 1995). Também em Helianthus annuus, a quantidade de sequiéncias de DNA
altamente repetitivas foram correlacionadas com diferencas no contelido de

DNA. Esses resultados evidenciam que variagdes no contelido de DNA e nas
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organizagOes tém papel na determinacdo da variabilidade no desenvolvimento em
populagcdes de plantas, 0 que pode ser importante para tamponar os efeitos das
mudancas nas condi¢cdes ambientais (NATALI et a., 1993).

No presente estudo, a citometria de fluxo foi usada para determinar o
conte(ido de DNA nuclear de espécies e variedades de café, além de investigar
hibridos e supostos hibridos interespecificos, pertencentes ao banco de
germoplasma da UFV/EPAMIG, localizado no Campus da Universidade Federal
de Vigosa, em Vigosa, MG.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

No Quadro 1, encontram-se listados os 27 acessos de café, avaliados
quanto a quantidade de DNA, pertencentes a0 banco de germoplasma da
UFV/EPAMIG, e a espécie Coffea eugenioides, cedida pelo Instituto
Agronémico de Campinas (IAC).

Raphanus sativus cv. Saxa, doada pelo Dr. J. DolelJel, foi usada como
padréo de calibracao.

As plantas designadas UFV557.1, UFV557.2, UFV557.3, UFV557.4 e
UFV557.6 sdo supostos hibridos naturais entre C. racemosa e C. arabica. O
nivel de ploidia foi investigado para comprovacéo da natureza triploide dessas
plantas.

As plantas hibridas H920.1, H920.3, H920.4, H920.5 e H920.6 foram
obtidas de retrocruzamentos conduzidos entre UFV557.3 e C. arabica cv. Catuai
Vermelho (IAC 15).
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Quadro 1 — Acessos de Coffea utilizados para avaliagdo do contedo de DNA

nuclear
-~ Nivel de
Espécies Acessos Ploidia
Coffea racemosa UFV 545 cova 28 2X
Coffea eugenioides C.eugenioides- (IAC) 2X
Coffea canephora cv. Conilon UFV 513 cova 65 - (M) 2X
cv. Apoatd IAC 2258 cova 01 2X
cv. RobustalAC 1652-15 cova 01 2X
cv. Robusta T3581 - (UFV) 2X
cv. Conillon R3 cova 01 - (UFV) 2X
Coffea arabica cv. Catuai Vermelho IAC 15 (UFV 2237 cova 148 EL7) ax
cv. Acaid Cerrado MG 1474 (1150.489 EL8) cova 792 - (UFV) 4x
cv. Airi UFV 3095 cova 145 (selecdo em San Ramon) 4X
cv. Bourbon Amarelo cova 146 - (China) 4X
cv. Catual Amarelo IAC 30 (UFV 2143) cova 66 4X
cv. Catual Vermelho IAC 44 (UFV 2144) cova 69 4X
cv. Mundo Novo IAC 376-4-32 (UFV 2150) cova 39 4X
cv. Catuai Amarelo Purpuracens (UFV 4072) cova 01 ax
Arébica 5288 cova 0l - (China) ax
cv. Tipicacova 112 - (China) 4x
Hibridos Hibrido de Timor (UFV 447-06) C. arabica x C. canephora 4x

UFV 557-1 (C. racemosa x C. arabica) -
UFV 557-2 (C. racemosa x C. arabica) -
UFV 557-3 (C. racemosa x C. arabica) -
UFV 557-4 (C. racemosa x C. arabica) -
UFV 557-6 (C. racemosa x C. arabica) -
H920.1 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3 -
H920.3 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3 -
H920.4 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3 -
H920.5 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3 -
H920.6 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3

UFV — Universidade Federal de Vicosa, T — Turrialba (Costa Rica), IAC -
Instituto Agrondmico de Campinas (Brasil), China — Introduzido da China e M-
Marilandia, MG.
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2.2. Preparacao nuclear

O método de preparacdo da suspensdo nuclear foi adaptado de DOLELEL
e GOHDE (1995).

2.2.1. Extracdo dos nucleos

Para liberagdo dos nucleos das plantas, tecido foliar (aproximadamente
2 cm?) foi fragmentado com uma lamina de barbear de ago inoxidavel em uma
placa de Petri contendo 0,50 ml de tampdo de isolamento a temperatura de
aproximadamente 4 °C (tampéo | = 0,1 M de &cido citrico e 0,5% de Tween 20,
dissolvidos em agua destilada). Apds fragmentacdo, esperaram-se dois minutos
para que o tampao pudesse agir, e a solucéo foi filtrada em telas de 30 nm para
um Eppendorf de 2 ml. Foi adicionado 0,5 ml do tampéo |, na placa de Petri, para

gue o restante do material pudesse ser removido e a solucao, filtrada.

2.2.2. Purificagdo dos nucleos

A solucdo foi centrifugada a 1.200 rpm, durante cinco minutos.
Subsequientemente, o sobrenadante foi removido, deixando-se 100 m da solugéo
e o pellet, contendo os nucleos, ressuspendido em 100 m do tamp&o |. Em

seguida, a solucdo foi incubada por cinco minutos a 4 ‘C e cinco minutos a
—20 °C.

2.2.3. Coloracao com DAPI (4’ ,6-diamidino-2-fenilindole)

Adicionou-se 1,5 ml de tampé&o de coloragéo, tampéo Il (15 mM de DAPI
em solugdo-tampédo: 0,4 M de NaHPO,2H20, dissolvido em agua destilada).
Foram acrescentados, no momento do uso, 2 mM de DTT (ditiotreitol). A
solucéo foi incubada para coloracdo, durante aproximadamente 10 minutos, no

escuro, a temperatura ambiente.
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2.3. Processamento no citometro de fluxo

A suspensdo foi transferida para tubos de leitura do citdmetro.
Mensuramentos foram realizados usando um citometro de fluxo Partec PAS I1/111
(PARTEC Gmbh, Munster, Germany) equipado com |ampada de mercurio de
ata pressdo (HBO)-100 W e filtros de excitagdo KG-1, BG-38 e UG-1, este
altimo utilizado para excitacdo em UV de 200-700 nm. As amostras tiveram de
2,500 a 77,843 particulas analisadas. Posicdes dos picos e coeficientes de
variagdo (CV) do pico GO/G1l foram calculados usando o software Partec.
Mensuramentos foram realizados em escala linear em 1.024 canais (10 bits).

No minimo, a analise de trés folhas de uma mesma planta foi realizada em
cada acesso. Os histogramas e medidas escolhidos como representativos foram

aquelas amostras de valor mais proximo da média.

2.4. Amostra-padr &o

Raphanus sativus L. cv. Saxa, 2C = 1,11 pg, foi usado como padré&o de
calibracéo, para estimar o conteldo de DNA nuclear das amostras de Coffea. A
guantidade de DNA nuclear do Raphanus foi estabelecida por DOLELIEL et al.
(1992), usando-se leucdtcito de individuo do sexo masculino humano (2C =
7,0 pg de DNA; Tierscaet a., 1989), como padréo de referéncia primario.

Esses autores aconselham, na escolha de um padrédo de calibragéo,
selecionar um que possua quantidade de DNA préxima da quantidade da espécie
investigada, o que pode diminuir o risco de erro devido a uma eventua ndo-

linearidade do instrumento.

2.4.1. Padrao interno

Como padréo interno, tecido foliar do Raphanus sativus foi fragmentado,
de acordo com o iten 2.1, simultaneamente com a amostra da folha da planta-

teste e processado conforme ositens 2.2, 2.3 e 3.
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Alguns acessos de Coffea, que tiveram seus conteldos de DNA
determinados utilizando o Raphanus como padréo de calibracdo, foram utilizados
como padréo de referéncia na determinagéo da quantidade de DNA de outras
plantas de café.

2.4.2. Padrao externo

Amostras de café tiveram suas folhas fragmentadas (conforme iten 2.1)
sem a utilizagdo simulténea de amostras de folhas de um padrdo interno e
processadas de acordo com os itens 2.2, 2.3 e 3. Seus contetidos de DNA nuclear
foram estimados pela comparacdo das leituras do pico GO/G1l com aguela
apresentada pelo padréo de calibracdo Raphanus ou de outro acesso de café (com
conteido de DNA estimado por Raphanus), preparados sob as mesmas condic¢oes

e analisados na mesma bateria, separadamente.

2.5. Estimativa do conteido de DNA nuclear

O conteido de DNA nuclear foi estimado usando a seguinte formula,
sugerida por DOLELJEL (1991):

média do pico G1 da amostrax quantidade de DNA 2C do padréo
2C DNA (pg) =

média do pico G1 do padréo
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3. RESUL TADOSE DISCUSSAO

A determinagdo dos valores relativos da quantidade de DNA por
citometria de fluxo, usando-se o fluorocromo DAPI (4 ,6-diamidini-2-
fenilindole), gerou histogramas com boa resolucdo, diferenciando as fases
GO0/G1, e todos com coeficiente de variagdo (CV) abaixo de 3,06% (média de
2,22%), tanto nas amostras de café quanto no padrdo Raphanus sativus (Figuras
1, 2,3,4,5e6). O pico e os baixos valores de CV indicam que os nucleos foram
isolados adequadamente e ndo sofreram danos significativos durante a extragao,
coloracdo e andlise. Assim, o procedimento aplicado para estimar o contetido de
DNA nuclear em amostras de café pode ser considerado apropriado. BROWN et
a. (1991) afirmaram que CVs entre 1 e 2% sdo muito bons e, segundo
DOLEDEL (1997), CV entre 1 e 3% sdo tidos como de alto nivel de resolugéo
para estimar o contelldo de DNA nuclear em plantas. Tipicamente, CVs de 2 a
7% sdo obtidos pelo procedimento de citometria de fluxo (CROS et al., 1995). O
valor 2C de DNA nuclear de 28 acessos de Coffea esta listado no Quadro 2.

CROS et a. (1995) testaram a eficiéncia do DAPI (4’ ,6-diamidino-2-
fenilindole) e do IP (iodeto de propidio) na determinagéo do conteldo de DNA
nuclear em espécies de Coffea nativas da Africa. As médias dos valores do
conteido de DNA, obtidas com DAPI (AT especifico) e iodeto de propidio

(intercalante), foram comparadas. A alta correlagdo constatada entre os dois
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Figura 1 — Continua.
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File: Chi5288+Chin112 _028 Particles:20400 partec PAS
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Figura 1 — Histogramas dos acessos de Coffea arabica gerados usando Raphanus
: Catuai Vermelho IAC 15 (a),
Catuai Amarelo IAC 44 (b), Acaia (c), Airi (d) e Tipica (e);
Histogramas gerados empregando amostras de café como padréo de
calibracéo, com valores de DNA determinados por Raphanus sativus
(f-i): Catuai Vermelho IAC 44 com Catuai Amarelo IAC 30 como
com Tipica 112, como padrdo
interno (g); Bourbon Amarelo UFV 535 com Acaia como padréo
interno (h) e Mundo Novo com Catuai Vermelho IAC 44 como padréo
interno (i); e Histogramas utilizando padréao externo como padréo de
Purpuracens (j) usando Catuai

sativus como padréo interno (a-e)

padrdo interno (f); Ardbica ‘5288

caibragdo (j-k): Catuai Amarelo

Amarelo IAC 30 (k) como padréo externo.
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File: Apo+Raph_036 Particles: 5871 partec PAS File:Raph+Coni513+RoblAC_D14 Particles: 38065 partec
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Figura2 —Histogramas de acessos de Coffea canephora gerados usando
Raphanus sativus como padréo interno (a-b): Apoatd IAC 2258 (a),
Conillon UFV 513 e Robusta IAC 1651-15 (b); Histogramas
utilizando padréo externo como padréo de calibragéo (c-d): Conillon
R3 empregando Conillon UFV 513 como padrdo externo (c); e
Robusta T3581 usando Robusta IAC 1651-15 como padrdo externo
(d).
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File: Eug+Raph_029 Particles: 34344 partec FAS
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Figura 3 — Histogramas de Coffea eugenioide e Coffea racemosa gerados usando
Raphanus sativus como padrdo interno (a-b), respectivamente.
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Figura4 — Histograma de Hibrido de Timor gerado usando Raphanus sativus
como padr&o interno de calibracao.
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Figura5 — Histogramas de UFV 557.3 (@) e UFV .4 (b) gerados com o uso de
Raphanus sativus como padrao interno; Histograma de UFV 557.1 (c¢)
utilizando-se UFV 557.6 como padréo externo; Histogramas de UFV
557.2 (d) e UFV 557.6 (e) gerados usando UFV 557.3 como padréo

interno; e Histogramas de UFV 557.3 e UFV 5574 (f) lidos
simultaneamente.
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Figura 6 — Histogramas de UFV H920.1 (a) e UFV H920.6 (b) gerados usando
Raphanus sativus como padréo interno de calibragdo; e Histogramas

de UFV H920.3 (c¢), UFV H920.4 (d) e UFV H920.5 (e) gerados
utilizando UFV H920.6 como padréo interno.
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6

Quadro 2 — Acessos de Coffea analisados quanto ao contetido de DNA por citometria de fluxo

L . .- Contetdo de
Espécies Acessos Nivel de Ploidia DNA (pg) CV%
Coffea racemosa UFV 545 cova 28 2X 1,11 2,66
Coffea eugenioides C.eugenioides- (IAC) 2X 1,40 2,15
Coffea canephora cv. Conilon UFV 513 cova 65 - (M) 2X 157 1,13
cv. Apoatd |AC 2258 cova 01 2X 1,43 1,49
cv. RobustalAC 1652-15 cova 01 2X 1,58 1,13
cv. Robusta T3581 - (UFV) 2X 1,61 2,76
cv. Conillon R3 cova0l - (UFV) 2X 1,60 2,72
Coffea arabica cv. Catuai Vermelho IAC 15 (UFV 2237 cova 148 EL7) 4x 2,76 1,65
cv. Acaid Cerrado MG 1474 (1150.489 EL8) cova 792 - (UFV) ax 2,74 2,28
cv. Airi UFV 3095 cova 145 (selecdo em San Ramon) 4x 2,80 2,27
cv. Bourbon Amarelo cova 146 - (China) 4x 2,40 2,71
cv. Catual Amarelo IAC 30 (UFV 2143) cova 66 (Caturra Amarelo x Mundo Novo) ax 2,73 2,93
cv. Catual Vermelho IAC 44 (UFV 2144) cova 69 (Caturra Amarelo x Mundo Novo) ax 2,78 1,22
cv. Mundo Novo IAC 376-4-32 (UFV 2150) cova 39 (Bourbon Vermelho x Sumatra) ax 2,89 1,07
cv. Catuai Amarelo Purpuracens (UFV 4072) cova 01 (mutagdo em Catuai Amarelo) ax 2,81 0,71
Arébica 5288 cova 01 - (China) ax 3,04 1,37
cv. Tipicacova 112 - (China) 4x 2,78 2,33
Hibridos Hibrido de Timor (UFV 447-06) C. arabica x C. canephora ax 2,85 2,55
UFV 557-1 (C. racemosa x C. arabica) - 1,97 3,06
UFV 557-2 (C. racemosa x C. arabica) - 1,97 2,96
UFV 557-3 (C. racemosa x C. arabica) - 1,97 2,23
UFV 557-4 (C. racemosa x C. arabica) - 1,95 2,30
UFV 557-6 (C. racemosa x C. arabica) - 1,97 2,96
H920.1 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3 - 2,79 2,66
H920.3 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3 - 2,75 2,72
H920.4 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3 - 2,75 2,72
H920.5 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3 - 2,75 2,86
H920.6 (UFV 2237.148. EL8) x UFV 557-3 2,75 2,59

UFV — Universidade Federal de Vigosa, T — Turrialba (Costa Rica), IAC — Instituto Agronomlco de Campinas (Brasil), China —
Introduzido da Chinae M —Marilandia, MG.



fluorocromos indica que a percentagem de AT, entre as espécies de café, ndo
diferiu significativamente. Tais resultados evidenciam que o conteldo de DNA
nuclear, em amostras pertencentes aos grupos representativos das espécies de
Coffea, pode ser eficientemente estimado usando o DAPI (CROS et al., 1995).
Em outras culturas, RAIBURN et a. (1989), BARANYI e GREILHUBER
(1996) e BUITENDIJX et al. (1997) constataram alta eficiéncia e sensibilidade
do corante DAPI para mensurar o tamanho do genoma em plantas; em termos de
fluorescéncia, o DAPI mostrou-se superior ao mitramicina e similar ao iodeto de
propidio (IP) e brometo de etidio (BE), e histogramas gerados usando DAPI

apresentaram CV's mais baixos, em comparagdo com esses fluorocromos citados.

3.1. Variagéo do contetido de DNA intra-especifico

Entre os acessos de C. arabica, a citometria de fluxo revelou a ocorréncia
de variacdo de 2,40 pg (cv. Bourbon amarelo) a 3,04 pg (Ardbica 5288,
introduzido da China) (Quadro 2 e Figura 8), uma diferenca de 0,64 pg = 26,67%
no contelido de DNA, dentro dessa espécie (Quadro 3). Nos acessos de Coffea
canephora ocorreu uma variagéo de 1,43 pg (cv. Apoatd) a 1,61 pg (cv. Robusta,
introduzido de Portugal) (Quadro 2 e Figura 9), o que representa uma diferenca
intra-especifica de 0,18 pg = 12,59% no valor 2C de DNA (Quadro 4). Nas
Figuras 2 e 3, mostram-se histogramas obtidos para os acessos dessas duas
espécies. MARIE e BROWN (1993) reportaram um contetido de DNA de 1,61
pg por nucleo, para um gendtipo de C. canephora, o qual, até entdo, tinha sido o
anico com valor avaliado. Os resultados deste estudo, com excecdo do Arébia
5288, sdo consistentes com dados da literatura, uma vez que variagdo intra-
especifica no contelido de DNA nuclear de 2,30 a2,72 pg em C. arabicae 1,18 a
1,61 pg em C. canephora foi estimado por CROS et a. (1994) e de 2,61 a 2,84
pg em C. arabica ede 1,54 a 1,70 pg em C. canephora foi constatado por CROS
et a. (1995).
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Figura8 — Comparagéo do conteido de DNA nuclear entre acessos de Coffea
arabica, obtidos por citometria de fluxo.

Quadro 3 —Diferenca em pg da quantidade de DNA entre os acessos de C.
arabica

1:240 2: 2,73 3: 2,74 4. 2,76 5. 2,78 6: 2,78 7: 2,80 8: 2,81 9: 2,89 10: 3,04
P9 P9 P9 P9 P9 P9 P9 P9 P9 P9
0

1: 2,40 pg -033 034 -03 -038 -038 -040 -041 -049 -064
2:273pg +0,33 O -001 -003 -005 -005 -007 -008 -016 -0,31
3:274pg +0,34 +0,01 O -002 -004 -004 -006 -007 -015 -0,30
4:2,76pg +0,36 +0,03 0,02 0 -002 -002 -004 -005 -013 -0,28
5:2,78pg +0,38 +0,056 +0,04 +0,02 O 0 -0,02 -003 -011 -0,26
6:2,78pg +0,38 +0,056 +0,04 +0,02 O 0 -0,02 -003 -011 -0,26
7.280pg +040 +0,07 +0,06 +0,04 +0,02 +0,02 O -0,01 -0,09 -0,24
8:281pg +041 +0,08 +0,07 +0,05 +0,03 +0,03 +0,01 O -0,08 -0,23
9:28pg +049 +0,16 +0,15 +0,13 +0,11 +0,11 +0,09 +0,08 O -0,15

10: 3,04pg +0,64 +031 +0,32 +0,28 +0,26 +0,26 +0,24 +0,23 +0,15 O

1. Bourbon Amarelo: 2,40 pg; 2. Catuai Amarelo: 2,73 pg; 3. Acaia Cerrado:
2,74 pg; 4. Catuai Vermelho IAC15: 2,76 pg; 5. Catuai Vermelho I1AC44: 2,78
pg; 6. Tipica 2,78 pg; 7. Airi: 2,80 pg; 8. Catuai Amarelo Purpuracens: 2,81 pg;
9. Mundo Novo: 2,89 pg; e 10. Arabica 5288: 3:04 pg.
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Figura9 — Comparagdo do contelido de DNA nuclear entre acessos de Coffea
canephora, obtidos por citometria de fluxo.

Quadro 4 — Diferenca em pg da quantidade de DNA entre os acessos de C.
canephora

1:143pg 2:157pg 3:158pg 4:.160pg 5:1,61pg

1:143pg O -0,14 -0,15 -0,17 -0,18
2:157pg +0,14 0 -0,01 -0,03 -0,04
3:158pg +0,15 +0,01 0 -0,02 -0,03
4.160pg +0,17 +0,03 +0,02 0 -0,01
5:161pg +0,18 +0,04 +0,03 +0,01 0

1. Apoat& 1,43 pg; 2. Conillon UFV: 1,57 pg; 3. Robusta IAC: 1,58 pg; 4.
Conillon R3: 1,60 pg; e 5. Robusta T3581: 1,61 pg.

Numerosos estudos descreveram uma consideravel variacdo intra-
especifica no tamanho do genoma de plantas, e, em comparagdo com outras
espécies de angiospermas, como Helianthus annuus L., 64%; Bulbine bulbosa L.,
116%; ou Collinsia verna Nutt., 288% (BENNETT, 1985), a variagdo intra-
especifica, em espécies de Coffea, pode ser considerada pequena (12,59% C.
canephora e 26,67% C. arabica). Pequenas variagdes no DNA intra-especifico
também foram encontradas em Salix (6 a 11%), o que contrasta com a ata

variabilidade morfoldgica inerente a essa espécie (THIBAULT, 1998). Em
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Petunia sensu, essa variagdo foi de 31% (2C-2,6 a 3,41 pg) (MISHIBA et d.,
2000). Também em Sederia albicans, a variacdo observada foi de apenas 5,4%
(LYSAK et al., 2000). Esses resultados indicam a confiabilidade do método para
detectar pequenas diferencas no contetido de DNA.

Em reavaliagdo de alguns acessos de Glycine max, OBERMAYER e
GREILHUBER (1999) ndo confirmaram a variagdo previamente estimada em
1,12 vez, no tamanho do genoma. GREILHUBER (1998) relataram que a
variagdo intra-especifica no contetido de DNA pode ser, em parte, metodol 6gica,
uma vez que muitos valores sdo obtidos em diferentes laboratérios; e, segundo
DOLELIEL et al. (1998), também pode, provavelmente, ser explicada pelo uso de
diferentes instrumentos e padrdes internos. Porém, a variagdo intra-especifica
biologica pode ser claramente demonstrada em muitas espécies (OHRI, 1998).
Entre os muitos processos moleculares que podem ser considerados, os mais
substanciais tém a possibilidade de envolver amplificacbes ou perda de
heterocromatina, processos que finalmente resultam em especiagd (MARTEL et
al., 1997).

3.2. Variacao do contelido de DNA inter especifico

Os histogramas obtidos para as quatro espécies, C. arabica (Figura 2), C.
canephora (Figura 3), C. eugenioides (Figura 4a) e C. racemosa (Figura 4b),
apresentaram valores que evidenciaram diferentes quantidades de DNA nessas
espécies. Entre as espécies dipldides, C. racemosa apresentou contetido de DNA
de 1,11 pg; C. eugenioides, 1,40 pg; e C. canephora variou de 1,43 (cv. Apoatd)
a 1,61 pg (cv. Robusta T3581) (Figura 10 e Quadro 5). Esses valores representam
uma variagdo, na quantidade de DNA nuclear, entre C. canephora e C.
eugenioides de 0,021%, entre C. eugenioides e C. racemosa de 26,13% e entre C.
canephora e C. racemosa de 28,83%, considerando-se o cv. Apoatd, que
apresentou 0 menor valor. Essa diferenca pode chegar a 15%, 26,13% e 45,05%,
respectivamente, considerando-se o cv. Robusta de maior valor, com 1,61 pg de

DNA. No tetrapl 6ide Coffea arabica, os valores encontrados foram entre 2,40 pg
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Figura 10 — Comparacdo dos contetidos de DNA nuclear entre quatro espécies de
Coffea, obtidos por citometria de fluxo.

Quadro 5 — Diferenca em pg da quantidade de DNA entre espécies de Coffea

1.240- 304py 2.143-161lpg 3.140pg 4. 1,11pg
1. 2,40pg 0  -064 +097 +0,79  +10 +1,29
3,04 pg +064 O +161  +143  +1,64 +1,93

2. 1,43pg 097 -161 0 018  +003  +0,32
1,61 pg 079 -143 +0,18 0 +021  +050

3. 1,40 pg 10  -164 -003  -0,21 0 +0,29

4. 1,11pg 129 -193 032 -050  -029 0

1. C. arabica (2,40 a 3,04 pg), 2. C. canephora (1,43 a 1,61 pg), 3. C.
eugenioides: 1,40 pg e 4. C. racemosa: 1,11 pg.

(Bourbon Amarelo) e 3,04 pg (Arébica 5288) (Figura 10), representando (1,49 a
2,13 vezes) o valor do tamanho do genoma de C. canephora (1,71 a2,17 vezes) o
tamanho de C. eugenioides e (2,16 a 2,74 vezes) o do menor dipldide C.
racemosa. Os valores de DNA nuclear para Coffea foram consistentes com 0s
numeros de cromossomos relatados, confirmando os niveis de ploidia. Diferencas
entre esses valores podem ser devidas a discrepancia entre o tamanho dos
genomas, atribuidas a escalas evolutivas dessas espécies, principamente as que

apresentam os maiores e menores valores de DNA. Entretanto, outras variagoes
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nos valores podem nédo estar relacionadas apenas com a aparente complexidade
dos genomas e sim com a existéncia de sequéncias repetitivas de DNA
(CECCARELLI et a., 1995).

PRICE (1988) revelou que diferengas de duas a trés vezes sdo comuns
entre espécies dipldides pertencentes a um mesmo género. Em Alstroemeria
(2n=2x=16), o contetido de DNA total variou mais que duas vezes entre espécies,
de 36,5 pg a 78,9 pg (2,16 vezes) (BUITENDIXK et a., 1997). JAno género Salix
a variagcdo foi de 0,76 a 0,98 pg (1,29 vez), e vaores tetrapldides variaram de
1,62 a 1,80 (1,11 vez); entre Mosses (Bryatae), essa variagéo chegou a 12 vezes,
de 0,174 a2,16 pg (VOGLMAY R, 2000).

Os valores de DNA das espécies de Coffea foram relativamente menores
do que os de outras angiospermas, como Viscum album (152 pg), Allium cepa
(32,7 pg) ou Pinus carabeae (45,6 pg), e Similares a outras espécies, como Beta
vulgaris (1,65 pg), Cucumis sativus (1,77 pg), Acacia heterophylla (1,60 pg),
Dioscorea alata (1,47 pg), Vigne unguiculata (1,20 pg) e Lycopersicum
esculentum (2,01 pg) (MARIE e BROW, 1993).

Os resultados encontrados concordam com aqueles obtidos por CROS et
al. (1994, 1995), que observaram variagdes intra e interespecificas em especies
de Coffea coletadas em diferentes regides da Africa (Quadro 6 e Figura 11). C.
arabica apresentou diferencas de 2,30 a 2,72 pg, assim como C. canephora (1,18
a 1,61 pg), C. eugenioides (1,27 a 1,43 pg) e C. racemosa (0,87 a 1,08 pg)
(CROS et al., 1994). Nos estudos conduzidos por CROS et al. (1995), C. arabica
apresentou 2,61 = 0,23 pg, C. canephora 1,54 + 0,22 pg, C. eugenioides 1,39 +
0,12 pg e C. racemosa 0,95 + 0,13 pg.

Embora os resultados observados para valores de DNA nuclear estejam
dentro dos limites verificados por CROS et a. (1994) e CROS et al. (1995), as
metodologias empregadas por esses autores foram diferentes daguela utilizada
neste estudo, adaptada de DOLEJEL e GOHDE (1995). CROS et al. (1994)
usaram um protocolo em que folhas armazenadas em nitrogénio liquido foram
misturadas a um tampao, filtradas, centrifugadas e incubadas, sendo o mesmo

procedimento repetido por mais duas vezes, utilizando dois tampdes distintos, e,
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Quadro 6 — Comparagéo entre os resultados encontrados e aqueles relatados na
literatura quanto ao contetido de DNA nuclear de quatro espécies de
Coffea, obtidos por citometria de fluxo

C?ggg*a' © CROSetd. (1995) * /** Presente Estudo***
Fluorocromo Pl Pl e DAPI
Espécies Contetido de DNA Nuclear (pg)
C. arabica 2,30 22,72 (2,47) 2,61+0,23 2,40a3,04 (2,77)
C.canephora 1,18a1,61 (1,46) 1,54 + 0,22 1,43 a1,61 (1,56)
C. eugenioides 1,27 a 1,43 (1,36) 1,39+ 0,12 1,40
C.racemosa 0,87 a1,08 (0,93) 0,95+ 0,13 111

* Protocolo empregado por CROS et a. (1994). folhas armazenadas em
nitrogénio liquido a - 80 °C/fragmentacdo das folhas em tampédo A (0,4 M de
sacarose; 0,05 M de Tris; 2 mM de CaCl2; 0,4% de b-mercaptoetanol )/filtragem
em telas de 50 mm/centrifugagéo a 3.000 x g - 4 °C - 15 min/ressuspensdo do
pellee em tampdo B (0,25 M de sacarose; 0,05 M de Tris, 2 mM
CaCl2)/centrifugacdo a 3.000 x g — 4 °C - 15 min/ressuspensdo em 5 ml de
tamp&o B e 20 ml de tamp&o C (2 M de sacarose; 0,05 M de Tris; 2 mM de
CaCl2/centrifugacéo a 16.000 X g e 4 °C por 45 min/ultimo pellet armazenado a
- 80 °C por 1 semana/adicdo de 500 i de tampéo fosfato salino/adicdo de 160
ng/ml de Pl (iodeto de propidio) eincubagdo por 5 minutos.

** Para coloragdo com Pl, o protocolo foi adaptado de Aramuganathan e Earle
(19914a), citados por CROS et a. (1995) e é semelhante a0 mencionado acima.
Para coloragdo com DAPI, o protocolo foi adaptado de GALBRAITH et al.
(1983): fragmentacdo das folhas em tamp&o comercial Chemunex R09-220-
500/coloracéo de suspensdo de células em 10 ng/ml de DAPI/incubagéo por 20
minutos.

*** Protocolo adaptado de DOLEEL e GOHDE, 1995: fragmentacao das folhas
em tampéo de extracdo (0,1 M de é&cido citrico e 0,5% de Tween 20)/filtragem
em telas de 30 mm/centrifugacéo a 1.200 rpm, durante 5 minutos/remocgdo do
sobrenadante/ressuspensdo do pellet/incubacéo/coloracdo com DAPI (15 mM)/
incubagdo por 10 minutos. Para mais detalhes, ver o item 2 (preparacdo nuclear).
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Figura 11 — Comparacdo dos contetidos de DNA nuclear entre quatro espécies de
Coffea, obtidos por citometria de fluxo neste estudo e na literatura.

finamente, coradas com iodeto de propidio; nesse procedimento, as células
analisadas foram fixadas. CROS et al. (1995) analisaram amostras de folhas de
café utilizando um protocolo semelhante ao citado anteriormente (usando o
fluorocromo IP) e outro adaptado de GALBRAITH et al. (1983), o qual envolve
a fragmentacdo das folhas em tampdo, coloragdo com DAPI, incubagéo e
filtragem. E possivel, entdo, deduzir que diferentes metodologias podem ser
empregadas, com eficiéncia, na estimagéo do contetdo de DNA em Coffea,

devendo-se, portanto, ser preferida aquela que envolva tempo e custo menores.

3.3. Investigacao de hibridos

Os valores de DNA, dos supostos hibridos interespecificos UFV 557.3
(1,97 pg) e UFV 557.4 (1,95 pg), foram previamente estabelecidos, usando o
Raphanus sativus como padrdo de calibragéo (Figura 6ab), respectivamente. Nos
histogramas (Figura 6f), em que UFV 557.3 e UFV 557.4 foram processadas
simultaneamente, percebe-se que a pequena diferenca de 1,95 e 1,97 pg é
desprezivel e ndo-detectavel. O valor para UFV 557.1 (1,97 pg) foi estimado
usando UFV 557.6 como padrdo externo (Figura 6c¢). Os valores para UFV 557.2
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(1,97 pg) e UFV 557.6 (1,97 pg) foram estimados utilizando o UFV 557.3 como
referéncia (Figura 6de), respectivamente. Os histogramas entre essas plantas
formaram um dnico pico, o que reflete a similaridade do contetido de DNA entre
elas, ndo permitindo constatar diferencas separaveis, 0 que levou a estimagéo do
mesmo contelido de DNA para estas amostras.

Os valores de DNA nuclear encontrados nas plantas UFV557.1,
UFV557.2, UFV557.3, UFV557.4 e UFV557.6 (1,95-1,97 pg) foram
intermediérios aos valores de C. racemosa (2x=1,11 pg) e C. arabica (4x=média
de 2,77 pg) (Quadro 2 e Figura 12). Considerando que C. racemosa € a planta-
mée que originou as sementes UFV557 e que C. arabica € a Unica espécie
tetraplGide relatada e ocorria nas proximidades de C. racemosa, 0s valores de
DNA fornecem subsidios que comprovam a natureza tripléide desses hibridos.
Pode-se, portanto, afirmar que as espécies envolvidas na origem desses hibridos
sdo C. racemosa e C. arabica, bem como confirmar a sensibilidade do aparelho
para 0 monitoramento e identificacdo de hibridos interespecificos entre espéecies
de Coffea. Essas plantas sdo hibridos certificados com base em seu contelido de

DNA tripl6ide, por citometria de fluxo.

1930 File:FIGRac+ 557+ 2237 015 FParticles: 1302594

f Sl Blue FL ik

Figura 12 — Histogramas dos parentais C. racemosa (2x) e C. arabica cv. Catuai
Vermelho UFV 2237 (4x) e do hibrido UFV 557.3 (3x).

101



Varios hibridos naturais entre C. arabica e outras especies diploides de
Coffea foram relatados, como sdo em particular os hibridos entre Kalimas e
Kawisari (arabica x liberica) e Bogor Prada (arabica x canephora), encontrados
na Indonésa e sem nenhuma combinacdo de importancia econdmica
(CARVALHO e MONACO, 1968). Estudos realizados no Brasil indicaram que
hibridos entre C. arabica e as espécies diploides C. canephora, C. dewevrel e C.
liberica sdo tripldides quase que totalmente estéreis. Isso acontece devido as
irregularidades que ocorrem durante a meiose. A duplicagdo artificia dos
cromossomos do hibrido entre C. arabica e C. canephora (2n=66) tornou-os
féertels (MENDES, 1947). Permaneceu aguma esterilidade devido a sua
constituicdo citoldgica, provavelmente em razdo da similaridade entre alguns
Cromossomos dessas espécies.

Em estudo citologico de um hibrido tripl6ide entre C. arabica e C.
canephora (2n=33), MENDES (1951) constatou que gametas com poucos
Cromossomos eram estéreis, 0s quals apresentaram cerca de 22 cromossomos;
embora mais raros, eram férteis e gametas com 33 cromossomos, bastante raros.
Assim, pode-se deduzir que, teoricamente, € possivel obter retrocruzamentos que
tragam em sua constitui¢cdo um agrupamento de cromossomos onde predominam
0S genes que determinam as boas qualidades de C. arabica e existem alguns
genes desgjaveis da outra espécie. Portanto, hibridos triplGides constituem uma
fonte permanente de novas combinacBes genéticas, cujas possibilidades e
importancia, no melhoramento do café, podem ser inimeras.

As hibridactes conduzidas entre C. arabica cv. Catuai Vermelho (IAC 15)
x UFV 557.3 (C. racemosa x C. arabica) resultaram em plantas hibridas
designadas H920.1, H920.3, H920.4, H920.5 e H920.6 (histogramas
representados nas Figura 7a-€), cujos valores de DNA nuclear foram de 2,79 pg;
2,75 pg; 2,75 pg; 2,75 pg; e 2,75 pg, respectivamente (Quadro 2 e Figura 13).
Esses valores estédo dentro da faixa de DNA estimado para C. arabica, o que
pode indicar que combinagbes cromossOmicas que resultam em tetraplGides
podem ter sido mais viaveis nesse tipo de cruzamento e favorecido a

sobrevivéncia e desenvolvimento de plantas com esse nivel de ploidia ou com
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Figura 13 — Comparac&o do conteido de DNA nuclear entre Coffea arabica e C.
racemosa e os hibridos UFV 557 e H920, obtidos por citometria de
fluxo.

nimero de cromossomos proximos. A quantidade de DNA nuclear do H920.1
(Figura 7a) e H920.6 (Figura 7b) foi estimada usando o Raphanus sativus como
padréo de calibracdo. Os valores para H920.3 (Figura 7c), H920.4 (Figura 7d) e
H920.5 (Figura 7€) foram estabelecidos utilizando o H920.6 como referéncia.
Como nenhuma diferenca entre essas plantas foi detectada, uma vez que apenas
um Unico pico foi formado quando os nucleos das duas plantas foram analisados
conjuntamente, um mesmo valor de quantidade de DNA nuclear foi estabelecido
para esses hibridos.

Em retrocruzamentos entre o hibrido tripléide (C. arabica e C. canephora)
2n=33 e C. arabica, foram obtidos aneupldides e também, principalmente,
tetrapldides (2n=44) e pentapldides (2n=55). Alguns hibridos mostraram maior
tendéncia em formar plantas tetrapl 6ides, enquanto outros formaram pentapl 6ides
(MENDES, 1951). Admitindo esses resultados, pode-se supor que, nos hibridos
H920 estudados, tendéncia semelhante a relatada na literatura, para a formacéo
de plantas tetrapl 6ides, possater ocorrido.

No Hibrido de Timor (C. arabica x C. canephora), um genoma de 2,85 pg

foi encontrado, usando como padréo de calibragdo Raphanus sativus (Quadro 2 e
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Figura 5). Esse valor € pertinente a0 nimero de cromossomos e nivel de ploidia
relatados para essa planta. O Hibrido de Timor é considerado um hibrido natural
entre C. arabica e C. canephora que apresenta 2n=44 Cromossomos
(BETTENCOURT, 1973; RIJO, 1974). Uma vez que C. arabica é tetraploide
(2n=4x=44 cromossomos) (KRUG, 1937, 1938; MENDES, 1938; MEDINA,
1949; CONAGIN e MENDES, 1961; RIJO, 1974; SELVARAJ, 1987) e C.
canephora € dipldide (2n=22 cromossomos) (KRUG, 1938; MENDES, 1938;
SELVARAJ, 1987), pode-se admitir que, na origem espontanea desse hibrido ou
ndo houve reducdo cromatidica na formacdo dos esporos que originaram 0s
gametas ou houve duplicagdo cromossomica no gameta de C. canephora. Esse
fenbmeno aconteceu possivelmente, em relacdo a outros hibridos espontaneos
entre C. arabica e outras espécies dipl6ides de Coffea, como sdo em particular os
hibridos entre C. arabica e C. liberica (india) e o hibrido entre C. arabica e C.
dewevrel (Brasil). Ferreira et al. (1971) afirmaram que o baixo teor de cafeina de
algumas amostras do Hibrido de Timor valoriza extraordinariamente esse
material como germoplasma basico para o melhoramento de C. arabica (RIJO,
1974).

A citometria de fluxo demonstrou ser um método confidvel e eficiente
para andlise do genoma. Contudo, a habilidade do citdbmetro de fluxo em
quantificar o conteldo nuclear pode também ter aplicagdo mais atrativa se
associado a estudos de divergéncia genética, certificacdo de material em banco de
germoplasma, relacdes entre variagOes de conteldo de DNA e parametros
ambientais e, ou, caracteristicas fenotipicas, podendo, dessa forma, colaborar
com estudos envolvendo melhoramento de plantas. Alguns estudos
correlacionando conteido de DNA nuclear e caracteristicas agrondmicas ja
foram iniciados (BIRADAR et a. 1993, 1994; GREILHUBER e
OBERMAYER, 1997). A confiabilidade e reprodutibilidade da andlise e a
relativa facilidade da preparacdo da amostra, além de exigir uma pequena
quantidade de material vegetal, sd0 caracteristicas que tornam conveniente a
utilizacdo da citometria de fluxo no melhoramento de plantas. Nesse sentido, o

monitoramento e identificacéo de hibridos constituem uma das aplicacdes que
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vém sendo exploradas (KELLER et al., 1996; BUITENDIJXK et a., 1997;
BARRE et a., 1998; THIBAULT, 1998). Cruzamentos interespecificos séo
usados paratransferir caracteristicas desgjavels de uma espécie a outra, e, quando
as espécies parentais diferem em seu conteido nuclear, o citbmetro de fluxo pode
detectar hibridos interespecificos de acordo com seus valores intermediérios de
DNA.

Em cafeeiro, o cruzamento entre duas espécies com 0 mesmo numero de
cromossomos (2n=22), porém com diferente conteido de DNA nuclear (C.
pseudozanguebariae 2C = 1,13 pg e C. liberica var. dewevrei 2C = 1,42 pg),
originou hibridos com o contetido de DNA nuclear intermediario aos dos pais
(entre 1,28 e 1,32 pg) (BARRE et al., 1998).

KELLER et a. (1996) empregaram citometria de fluxo em monitoramento
de hibridagdes interespecificas conduzidas em Allium cepa. O caréter hibrido dos
regenerantes, obtidos via cultura de ovério, foi checado pelo mensuramento e
comparagéo do contelido de DNA dos hibridos com os valores dos pais. Para
THIBAULT (1998), a fata de distincéo entre Salix triandra e Salix xmollissima,
utilizando outros parémetros, enfatizou o valor discriminativo mediante o uso de
conteldos de DNA nuclear. Também, todos os hibridos de Salix foram
intermediérios aos progenitores tanto para o tamanho do genoma quanto para o

nivel de ploidia
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4. CONCLUSOES

A metodologia aplicada, envolvendo extracdo, coloracdo e analise, foi
apropriada para estimar o valor 2C de DNA nuclear dos 28 acessos de Coffea,
gerando histogramas com CV abaixo de 3,06%.

Entre os acessos de C. arabica, a citometria de fluxo revelou a ocorréncia
de variacdo de 2,40 pg (cv. Bourbon Amarelo) a 3,04 pg (cv. Aradbica 5288), uma
diferenca de 0,64 pg (1,27 vez) no contetido de DNA, dentro dessa espécie. Nos
acessos de C. canephora ocorreu uma variacdo de 1,43 a 1,61 pg, 0 que
representa umadiferencade 0,18 pg (1,13 vez) no valor 2C de DNA.

A diferenca na quantidade de DNA entre espécies diploides foi de até 0,50
pg = 45% (C. racemosa 1,11 pg; C. eugenioides 1,40 pg; e C. canephora cv.
Robusta 1,61 pg). Para o tetrapldide C. arabica, os valores encontrados de 2,40 a
3,04 pg representam 1,49 a 2,13 vezes o valor do tamanho do genoma do C.
canephora; 1,71 a 2,17 vezes o tamanho de C. eugenioides e 2,16 a 2,74 vezes 0
do menor dipléide C. racemosa.

Os resultados citométricos determinaram o carater tripl6ide para as plantas
denominadas UFV 557.1, UFV 557.2, UFV 557.3, UFV 557.4 e UFV 557.6,
indicando que esses sdo realmente hibridos entre C. racemosa e C. arabica,
confirmando a sensibilidade do aparelho para 0 monitoramento e identificacéo de

determinados hibridos i nterespecificos em Coffea.
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Hibridos resultantes do cruzamento de C. arabica cv. Catuai Vermelho
(IAC 15) com UFV 557-3 (C. racemosa x C. arabica), denominados H920.1,
H920.3, H920.4, H920.5 e H920.6, apresentaram valores 2C de DNA dentro da
faixa estimada para C. arabica (4x).

O Hibrido de Timor (C. arabica x C. canephora) apresentou um valor 2C
de DNA pertinente a0 nimero de cromossomos e nivel de ploidia relatados para

essa planta.
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CONTEUDO DE DNA NUCLEAR EM Coffea arabica e Coffea canephora
POR CITOMETRIA DE IMAGEM

RESUMO

A citometria de imagem € uma técnica utilizada para avaliar, por
densitometria, o contelldo de DNA nuclear. Essa metodologia tem sido mais
difundida em andlises e avaliagOes que envolvem bidpsia de tumores na patologia
humana. A introducdo desta técnica em plantas, com exemplos de andlises de
ploidia em tecidos meristematicos, vem apresentando resultados com
confiabilidade semelhante agueles obtidos em casos humanos. Seu sucesso tem
sido verificado pelo répido desenvolvimento de tecnologias de imagem digital e
sistema de andlise de imagem, que substituiram os citofotometros classicos. No
presente estudo, a citometria de imagem foi empregada para determinacéo da
densidade Optica integrada de meristemas radiculares preparados por
esmagamento e corados pela reacdo de Feulgen. O método profase/telofase
(mensuramento de 10 nucleos em préofase e 10 em teléfases por raiz) foi
empregado nesta pesquisa. Assim, valores 4C e 2C, referentes aos nucleos em
profase e teléfase, foram estimados, e as razbes de 1,72 e 1,77 em profase e
telOfase, respectivamente, entre os genomas de C. arabica cv. Catuai Vermelho

(2n=44) e Coffea canephora cv. Conillon (2n=22), e de 1,76 e 1,05 em profase e
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telofase, respectivamente, entre C. arabica cv. Mundo Novo e C. arabica cv.
Catuai Vermelho, puderam ser estabelecidas. As estimativas dos indices entre as
cultivares obtidas por este método foram comparadas com valores encontrados

previamente com 0 uso da citometria de fluxo e apresentaram diferencas
inferiores a 2,27%.
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1. INTRODUCAO

Em plantas, os métodos mais extensivamente empregados para 0 estudo
do conteltdo do genoma sdo a citometria de fluxo e a densitometria
citofotométrica. A citometria de fluxo reline caracteristicas importantes, como
relativa facilidade, preciséo e rapidez, especialmente quando se trabalha com um
nimero muito grande de individuos (DOLELEL, 1991, 1997; DOLELEL e
GOHDE, 1995; DOLEDEL et a., 1998). O custo para aquisi¢do e manutenco de
um citdmetro de fluxo € a principal limitacéo dessa metodologia. Os métodos por
densitometria oferecem a vantagem de poder mensurar nlcleos que estdo
presentes em pegueno numero e nao podem ser isolados em quantidade suficiente
para serem analisados por citometria de fluxo (PRICE e JOHNSTON, 1996).

Em geral, dois métodos densitométricos séo usados para avaliar o tamanho
do genoma de plantas. a citometria citofotométrica e a citometria de imagem
(BENNETT e LEITCH, 1995; BENNETT e LEITCH, 1997; BENNETT et a.,
2000). Em ambos os metodos, 0 DNA é corado com a reagéo de Feulgen. O
principio dessa técnica é a proporcionalidade entre a quantidade de DNA
existente e a de corante incorporada pelo nucleo (CHIECO e DERENZINI, 1999;
HARDIE et al., 2002). A intensidade de coloracdo do nucleo é mensurada de
acordo com os protocolos de uso do citofotdmetro ou, mais recentemente, por
citometria de imagem do DNA (BOCKING et al., 1995), associada a um sistema
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de analise de imagem digital (PUECH e GIROUD, 1999; VILHAR et al., 2001,
VILHAR e DERMASTIA, 2002). Nesse caso, softwares especificos de andlises
sd0 utilizados para processar a captura de imagem e calcular a densidade 6ptica
integrada dos nucleos. Usando espécies estabelecidas como padrbes, com o
tamanho do genoma conhecido as unidades arbitrérias da densidade Optica
integrada (10D) mensuradas séo convertidas em picograma (pg) de DNA.

Embora a citometria de imagem de DNA sgja rotineiramente usada em
pesquisas na area médica, este método tem sido raramente aplicado para o
mensuramento da quantidade de DNA nuclear em plantas (TEMSCH et al., 1998;
DIMITROVA et d., 1999; VILHAR et a., 2001). Porém, segundo VILHAR e
DERMASTIA (2002), em consequéncia do rgpido desenvolvimento de
tecnologias de imagem digital, sistemas de analise de imagem poderdo substituir
citofotdbmetros nesse tipo de pesquisa em vegetais.

VILHAR e a. (2001) conduziram, em laboratorios distintos,
experimentos utilizando diferentes instrumentos de citometria de imagem, para
testar a seguranca desta metodologia no mensuramento do conteldo de DNA
nuclear em plantas. O meétodo pico-intérfase (mensuramento de centenas de
nucleos por [aminas) foi comparado com o profase/tel 6fase (mensuramento de 10
profases iniciais e 10 telofases terminais por lamina). Os resultados foram
reproduziveis e similares aqueles obtidos previamente por DOLELEL (1998),
empregando citometria citofotométrica e citometria de fluxo.

O presente estudo objetivou estabelecer uma metodol ogia de citometria de
imagem para estimar o indice de densidade optica integrada (IOD) de nuicleos em
profase (4C) e telofase (2C), em duas espécies de Coffea (C. arabica cv. Catuai
Vermelho e cv. Mundo Novo e C. canephora cv. Conillon); e, visando avaliar a
confiabilidade das leituras encontradas, comparar esses resultados com valores

obtidos previamente utilizando citometria de fluxo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

A citometria de imagem foi empregada em plantas de Coffea arabica (cv.
Catuai Vermelho e cv. Mundo Novo) e Coffea canephora (cv. Conillon), cujas
amostras foram previamente analisadas por citometria de fluxo. As espécies
foram obtidas do banco de germoplasma da UFV/EPAMIG, mantida pelo
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, em Vicosa,
MG.

2.2. Germinacao das sementes

As células em divisdo foram obtidas de tecido meristematico radicular.
Para tanto, as sementes de café foram colocadas para germinar em placas de Petri
contendo papel de germinagdo (GERMILAB) umedecido com agua destilada e
deixadas em estufa a 29 °C. Ao atingirem aproximadamente 1 c¢cm, as radiculas
foram submetidas aos tratamentos necessarios para anaise. Os procedimentos
citogenéticos foram desenvolvidos no Laboratdrio de Citogenética da
Universidade Federal de Vicosa.
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2.3. Fixacao

As radiculas foram fixadas em solucéo de metanol:acido acético (3:1) por
12-24 h no refrigerador, conforme VILHAR et a. (2001). Apos esse periodo,
elas foram transferidas para @ cool 96%, como recomendado por GREILHUBER
e EBERT (1994), sendo as amostras armazenadas a— 20 °C.

2.4. Hidr dlise e coloracdo com Feulgen

Procedimentos descritos por VILHAR et a. (2001) foram seguidos para
hidrélise das raizes. Para a remocgdo do alcool, estas foram lavadas em agua
destilada por 30 minutos e, em seguida, hidrolisadas em HCl 5 N por 60 minutos
a20 °C. Apds lavagem em &gua destilada gelada (5 trocas a cada 2 minutos) para
interrupcgéo da hidrélise, os meristemas foram corados por 24 h, no escuro e em
refrigerador, em reagente de Feulgen, preparado dissolvendo 2 g de fucsina
basica, Merck, em 340 ml de agua destilada fervendo. Quando a temperatura
baixou para 50 °C, foram adicionados 60 ml de HCI 1 N e 8,9 g de K»,S,05 A
solucéo foi filtrada e armazenada “overnight”, e apos esse periodo 2,9 g de
carvdo ativado foram adicionados a solucdo filtrada, conforme protocolo
indicado por GREILHUBER e EBERT (1994). As raizes foram lavadas em &gua
sulfurosa (SO,), a temperatura ambiente, com trés trocas a cada 15 minutos
(GREILHUBER e TEMSCH, 2001).

2.5. Esmagamento

Apos a lavagem em &gua sulfurosa, a raiz foi colocada em lamina limpa,
com uma gota de écido acético 45%, e, sob microscopio estereoscopio, a regiao
meristemética foi isolada. Cobriu-se 0 meristema com laminula, e as células
foram espalhadas com a pressdo de uma ponta rombuda. Apds o espalhamento
das células, foi feito o esmagamento, sob trés folhas de papel-filtro. As |aminas
foram incubadas em “freezer”, sobre uma placa metalica, por cinco minutos;

apos esse periodo, as laminulas foram removidas com o auxilio de umalamina de

117



barbear e as |aminas, secadas ao ar. Depois da secagem, uma peguena goticula de
Oleo de inclusdo (Carl Zeis = L 25, com indice de refracdo = 1,525) foi gotejada

sobre a preparacdo e esta, coberta com uma laminula.

2.6. Citometria deimagem

Para o procedimento da citometria de imagem, o método profase/tel 6fase
foi empregado conforme VILHAR et al. (2001). Dez nucleos em préfasesiniciais
e 10 em telOf ases tardias foram selecionados e mensurados por raiz e a densidade

Opticaintegrada (10D) das classes tel 6fases (2C) e préfases (4C), calculada.

2.7. Equipamento

O microscopio utilizado para andlise foi o Olympus BX 60 com uma fonte
de luz estabilizada, sendo a objetiva empregada de 40 X. Um filtro de densidade
neutra (ND6) e outro de interferéncia verde (IF550) foram usados. Uma camera
monocromética 3CCD (12 bits), do “kit” de andlise de imagem Cool SNAP™
Pro Digital, foi usada para a captura das imagens. O software do “kit” (Image Pro
Plus 4.5) e uma tabela de calibracdo com valores de densidades conhecidos
foram empregados para processar as imagens. Uma curva de calibragéo foi obtida
a partir de filtros de densidade éptica (DO) = 0,04; 0,22; 0,42; 0,60; 0,79; 0,99;
1,18; 1,36; 1,55; 1,75; 1,95; 1,95; e 2,13, certificados pela Stouffer Industries. O
processamento da imagem foi segmentado para correcéo do “background”, e os
valores de IOD foram redizados automaticamente pelo “software’, apos
calibragdo com filtros descritos anteriormente. Aproximadamente 14 a 16
nucleos foram capturados, e a (IOD) foi mensurada apenas para 10 profases

iniciais e 10 tel6fases terminais por |aminas, conforme VILHAR et al. (2001).

2.8. Controle de qualidade dos dados

Pelo fato de ainda ndo existirem normas especificas para certificar a

qualidade dos dados obtidos por citometria de imagem em plantas, dois critérios
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empregados para citometria de imagem em pesquisas na area medica foram
adotados. O primeiro critério requer um coeficiente de variacdo (CV) dos
nuicleos, por 1amina, no grupo 2C ou 4C, ndo excedendo a 6% (BOCKING et al.,
1995; VILHAR et a., 2001). O segundo determina que a razdo entre os valores
4C e 2C nao desvie do valor ideal 2,0; esse erro deve, proporcionamente,
apresentar-se abaixo de 5%, ou sgja, taxa 4C/2C entre 1,9 e 2,1 (KINDERMANN
e HILGERS, 1994; VILHAR et d., 2001).
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3. RESUL TADOSE DISCUSSAO

Dez nucleos em préfases iniciais e 10 em telofases tardias foram
selecionados e mensurados por lamina, para o Coffea canephora cv. Conillon
(Figura 1) e Coffea arabica cv. Catuai Vermelho e cv. Mundo Novo (Figuras 1 e
2). Os indices de densidade optica (I0OD) foram obtidos para todos os
mensuramentos, e os coeficientes de variacao (CV) foram abaixo de 5% (Quadro
1), evidenciando que todos os procedimentos que envolveram preparacéo da
l&mina e coloragéo e mensuramento dos nucleos foram apropriados.

Os indices de densidade Optica integrada (10D) foram obtidos de todas as
amostras analisadas, e as médias foram selecionadas para o caculo do indice
nuclear 4C/2C (Quadro 1). A razéo 4C/2C n&o desviou mais que 5% da taxa
ideal de 2,0 em nenhuma das amostras. Esse é o limite recomendado pelos
padrdes de aplicacdes em medicina (VILHAR et al., 2001; KINDERMANN e
HILGERS, 1994). Os indices encontrados (2,0 e 2,1) indicam que os nucleos em
profase (4C) tém, aproximadamente, o dobro do conteddo de DNA apresentado
pel os nucleos em tel 6fase (2C).

O valor 2C de DNA foi previamente analisado por citometria de fluxo nas
trés amostras investigadas, C. canephora cv. Conillon com 1,57 pg, C. arabica
cv. Catuai Vermelho com 2,76 pg e C. arabica cv. Mundo Novo com 2,89 pg,

possibilitando uma comparacéo entre os dois métodos. A razéo entre 0s genomas
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Quadro 1 —Médias dos indices de densidade Optica integrada (10D), calculadas
para os 10 nucleos em profase (P) e 10 em telofase (T), por 1amina,
com 0s respectivos coeficientes de variacdo (CV) e indice PIT

(4C/2C)

. Médiado 10D Indice (4C/2C)
Materia P CV% T CV% PIT
AraCV (30) 6080 2890 2951 3273 21
Can (30) 3533 4339 1667 3064 21
AraCV (31) 5369 3150 2594 489 21
AraMN (31) 6697 4208 3134 1840 21
AraCV (32) 6166 3890 2938 3658 21
AraMN (32) 5549 4640 2736 4809 2.0
AraCV (35) 6,865 2248 3270 469 21
AraMN (35) 6966 2446 3299 1332 21

AraCV = C. arabica cv. Catuai Vermelho, AraMN = C. arabica cv. Mundo
Novo e Can = C. canephora cv. Conillon.

do Catuai Vermelho e Conillon revelou um indice de 1,76 pela citometria de
fluxo ede 1,72 (4C) e 1,77 (2C) pela citometria de imagem, diferencas de 2,27%
e 0,57%, respectivamente, entre os indices obtidos pelos dois métodos (Quadro
2). Essa relagéo também foi estabelecida entre o genoma do cultivar Mundo
Novo e o do Catuai Vermelho, revelando, pela citometria de fluxo, um indice de
1,05 e, por citometria de imagem, de 1,06 (4C) e 1,05 (2C), diferencas de 0,95%
e 0%, respectivamente, entre os indices obtidos pelos dois métodos (Quadro 2).
Valores encontrados por densitometria sdo considerados menos precisos do que
quando obtidos por citometria de fluxo em razéo, principamente, do baixo
nimero de nucleos mensurados. Porém, os indices encontrados revelam que,
maximizando os procedimentos metodolOgicos para preparacdo das laminas e
mensuramento, é possivel obter resultados téo confiaveis quanto aqueles obtidos
por citometria de fluxo.

Com base nos dados obtidos em nove espécies de plantas estudadas,
usando o método profaseltel6fase, VILHAR et a. (2001) propuseram que dois
critérios fossem adotados para a aplicagcéo da citometria de imagem em plantas.

Primeiro, que fossem consideradas confiaveis apenas as leituras de 10D, cujos
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Quadro 2 —indices AraCV/Can e AraMN/AraCV, em relagdo a préfase e
telofase, com base nas médias de IOD apresentadas no Quadro 1 e
nos indices obtidos por CF em estudos anteriores

indice indice
Material AraCV/ Can AraMN/AraCV
P T P T

AraCV 30 e Can 30 1,72 1,77 - -
AraMN 31 e AraCV 31 - - 1,25 1,21
AraMN 32 e AraCV 32 - - 0,90 0,93
AraMN 35eAraCV 35 - - 1,02 1,01
Média - - 1,06 1,05
indice obtido por citometria 1,76 1,05
de fluxo (CF)
Diferenca entre os indices 2,27% 0,57% 0,95% 0%

obtidos pel os dois métodos

AraCV = C. arabica cv. Catuai Vermelho, AraMN = C. arabica cv. Mundo
Novo e Can = C. canephora cv. Conillon.

CV fossem abaixo de 6%. VILHAR et al. (2001) registraram baixos valores de
CV para Glycine max e Vicia faba, correspondendo a 10 nucleos em tel6fase
(2C), enquanto alto valor de CV foi tipico em espécies com baixo contetido de
DNA nuclear (Raphanus sativus e Arabidopsis thaliana), bem como para Allium
cepa, com ato valor de DNA. Porém, para a maioria das espécies estudadas, o
CV de 2C foi préximo ou abaixo de 6%, que corresponde ao CV-limite
recomendado pelos padrdes médicos (BOCKING et a., 1995). Neste estudo,
todas as amostras investigadas apresentaram CV abaixo de 5%, cumprindo,
portanto, esse primeiro critério recomendado. Em musgos, VOGLMAY R (2000)
encontrou um CV de 3% para a espéecie-padrdo e de até 10% para 0S musgos.
Segundo esse autor, o elevado valor do CV foi consequiéncia, principa mente, da
metodologia adotada, uma vez que a hidrdlise de 40 minutos empregada tanto
para 0 padréo quanto para 0S musgos nao provou ser 6timo para as duas especies.
Outra possivel causa, segundo o referido autor, foi 0 uso de eritrécitos de ave,
gue ndo é considerado um padréo muito apropriado (JOHNSTON et al., 1999).
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O segundo critério proposto por VILHAR et a. (2001) foi de que a taxa
4C/2C néo desviasse de 2,0 mais que 5%, ou sga, entre 1,9 e 2,1, em todas as
espécies investigadas. Neste estudo, esse indice foi de 2,0 e 2,1 para todas as
amostras estudadas, portanto dentro da faixa sugerida, indicando que a
metodol ogia aplicada foi adequada para as espécies de café analisadas.

Uma investigagdo comparativa entre a citometria de fluxo e o
mensuramento densitométrico, baseado em citometria de imagem, foi realizada
por VOGLMAYR (2000). As diferencas entre os dados obtidos pelos dois
métodos foram geralmente abaixo de 10%. Os dados conseguidos por citometria
de imagem, segundo esse autor, ndo foram t&o confiaveis quanto os obtidos por
citometria de fluxo em razéo, provavelmente, do baixo nimero de nucleos
mensurados. Neste trabalho, as diferencas registradas entre os dois métodos
foram inferiores a 2,27% (Quadro 2), demonstrando a eficiéncia de ambos os
métodos para determinacdo da quantidade de DNA.

VILHAR et a. (2001) também compararam resultados obtidos por
citometria de imagem com resultados extraidos de DOLELJEL et a. (1998)
encontrados por citometria citofotométrica e citometria de fluxo. O mesmo
material vegetal foi utilizado em ambos os estudos.

A discordancia entre os métodos de citometria de imagem e citometria
citofotOmetrica foi inferior a 10% (entre 5 e 10%), exceto em R. sativus e A.
thaliana, que apresentaram valores altos. Diferencas entre os dados de citometria
de imagem e citometria de fluxo também foram inferiores a 10% em todas as
espécies estudadas. Esse nivel de diferenca entre diferentes métodos também foi
previamente observado entre citometria de fluxo e citometria citofotométrica
(DOLELIEL et al., 1998; JOHNSTON et a., 1999). O método de citometria de
imagem foi considerado t8o eficiente quanto os outros métodos e, segundo
VILHAR et a. (2001), deve ser adicionado a lista de métodos aceitos para o

mensuramento do contelido de DNA nuclear de espécies vegetais.
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4. CONCLUSOES

Os procedimentos metodoldgicos estabelecidos envolvendo fixagao,
hidrdlise, coloragdo, esmagamentos e mensuramento foram apropriados para
obtencdo dos indices de densidade odptica (IOD) para as espécies de café
investigadas.

Vaores 4C e 2C referentes aos nucleos em profase e teléfase foram
estimados, e os indices 4C/2C de 2,0 e 2,1 confirmaram a sensibilidade da
técnica

Os indices entre as cultivares, obtidos pelo método de citometria de
imagem, foram comparados aos valores conseguidos previamente usando a

citometria de fluxo e apresentaram diferencas inferiores a 2,27%.
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CONCLUSOESGERAIS

Preparacdes citogenéticas desenvolvidas para o cafeeiro, empregando
inibidores mitéticos (trifluralina 300M por 18 h a5 °C e brometo de etidio 10 iV
por 24 h a 5 °C), digestdo enzimética da parede celular com solugdo de
Flazyme:dgua destilada na proporcdo de 1:60 por 10° a 34 °C e preparo das
l&minas pelo método da dissociac8o celular e secagem ao ar, possibilitaram a
preservacdo morfoldgica dos cromossomos e a andlise de imagem, fornecendo
um incremento de qualidade que favoreceu a montagem do cariétipo de C.
arabica, C. eugenioides e C. canephora e do idiograma de C. canephora.

Tornaram-se possiveis a identificacdo e o pareamento dos respectivos
homaologos do C. arabica em dois grupos, evidenciando sua origem tetrapl 6ide,
conforme dados da literatura.

A caracterizacdo citogenética e a obtencdo de dados morfométricos
revelaram que C. canephora possui um par de cromossomos metacéntricos (m) e
10 pares submetacéntricos (sm), um satélite associado a constricdo secundaria no
braco curto do sexto par de cromossomos, um comprimento absoluto de 3,33 a
1,57 mm e outro relativo de 6,86 a 3,23%.

A metodologia aplicada, envolvendo extracéo, coloracéo e analise, foi
apropriada para estimar o valor 2C de DNA nuclear dos 28 acessos de Coffea,
gerando histogramas com CV abaixo de 3,06%.
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Entre os acessos de C. arabica, a citometria de fluxo revelou a ocorréncia
de variagdo de 2,40 pg (cv. Bourbon Amarelo) a 3,04 pg (cv. Aradbica 5288), uma
diferenca de 0,64 pg (1,27 vez) no contetido de DNA, dentro dessa espécie. Nos
acessos de C. canephora ocorreu uma variagéo de 1,43 pg a 1,61 pg, 0 que
representa umadiferenca de 0,18 pg (1,13 vez) no valor 2C de DNA.

A diferenca na quantidade de DNA entre espécies dipl6ides foi de até 0,50
pg = 45% (C. racemosa 1,11 pg; C. eugenioides 1,40 pg e C. canephora cv.
Robusta 1,61 pg). Com relacdo ao tetrapldide C. arabica, os valores encontrados
de 2,40 a 3,04 pg representam 1,49 a 2,13 vezes o valor do tamanho do genoma
do C. canephora; 1,71 a 2,17 vezes o de C. eugenioides, e 2,16 a 2,74 vezes 0 do
menor dipl6ide C. racemosa.

Os resultados citométricos determinaram o carédter tripléide das plantas
denominadas UFV 557.1, UFV 557.2, UFV 557.3, UFV 557.4 e UFV 557.6 e
gue estas sdo realmente hibridos entre C. racemosa e C. arabica, confirmando a
sensibilidade do aparelho para 0 monitoramento e identificagéo de determinados
hibridos interespecificos em Coffea.

Hibridos resultantes do cruzamento de C. arabica cv. Catuai Vermelho
(IAC 15) com UFV 557-3 (C. racemosa x C. arabica), denominados H920.1,
H920.3, H920.4, H920.5 e H920.6, apresentaram valores 2C de DNA dentro da
faixa estimadapara C. arabica (4 x).

O Hibrido de Timor (C. arabica x C. canephora) apresentou valor 2C de
DNA pertinente ao nimero de cromossomos e ao nivel de ploidia relatados sobre
essa planta.

Os procedimentos metodoldgicos estabelecidos envolvendo fixagao,
hidrdlise, coloracdo, esmagamento e mensuramento foram apropriados para
obtencdo dos indices de densidade odptica (IOD) das espécies de café
investigadas.

Os valores 4C e 2C referentes aos nucleos em proéfase e teléfase foram
estimados, e os indices 4C/2C de 2,0 e 2,1 confirmaram a sensibilidade da
técnica.

Os indices entre as cultivares obtidos pelo método da citometria de
imagem foram comparados com os valores conseguidos previamente usando a
citometria de fluxo e apresentaram diferengas inferiores a 2,27%.
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