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RESUMO

No género Coffea, a espécie C. arabica L. ¢ comercialmente a mais importante representando 70% da
producio mundial de café. E a unica espécie tetraploide (2n=4x=44) e autocompativel do género, as demais
sdo diploides (2n=2x=22) e autoincompativeis. Diversas espécies de café, e géneros proximos, tiveram seu
complemento cromossémico caracterizado através de técnicas como a hibridagdo in situ fluorescente (FISH)
de seqiiéncias de DNA ribossdmico (rDNA), correspondentes a regides organizadoras do nucléolo (NORs);
bandamento com os fluorocromos 4’, 6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ¢ Cromomicina Az (CMAj) que
evidenciam regides cromossOmicas ricas em bases AT e em bases GC respectivamente; com prata (AgNOR)
que revela NORs ativas no complemento e do bandamento C que evidencia regides heterocromaticas. Este
estudo propds a caracterizagdo do complemento cromossémico de C. arabica, variedade typica Cramer ¢
cultivar Mundo Novo através de FISH, com duas sondas de rDNA, a seqiiéncia 18S-5,8-26S (pTa71) e a
seqiiéneia 5S (pScT7); do bandamento com DAPI, CMA;, AgNOR ¢ C. E investigada ainda a ocorréncia de
dominéncia nucleolar, anteriormente proposta para C. arabica. Obtiveram-se resultados iguais para a var.
typica e a cv Mundo Novo. Em ambas, foram observados trés pares de cromossomos com sinais referentes a
seqiiéncia 18S-5,8-26S (pTa71) e um par de cromossomos com sinais para a seqiiéncia 5S (pScT7). Estudos
anteriores com a cv Bourbon Vermelho de C. arabica, mostram resultado igual para pTa71, e diferente para
pScT7. Desta sonda foram visualizados quatro sinais, dois a mais que os observados para typica e Mundo
Novo, indicando que ambas podem ser distintas da cv Bourbon Vermelho pelo numero de seqiiéncias do
rDNA 58, sonda pScT7. A coloracdo com o DAPI ndo mostrou bandas positivas, no entanto, com a CMA;
foram visualizadas seis bandas na regido terminal de trés pares de cromossomos. A coincidéncia de numero e
posicdo, dos sinais do rDNA 18S-5,8S-26S, bandas CMA; e AgNOR indicam que provavelmente as trés
técnicas detectaram a mesma regido descrita como NOR e também que, em C. arabica ndo ocorre dominancia
nucleolar, sendo todos os sitios do rDNA 18S-5,85-26S ativos.

Palavras-chave: Coffea arabica L., hibridagdo in situ, caracteriza¢do citomolecular, marcadores
cromossomicos, regido organizadora do nucleolo (NOR).
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ABSTRACT

In the genus Coffea, the species C. arabica L. is commercially the most important representing 70% of the
world production of coffee. It is the only tetraploid (2n=2x=44) and self-fertile species, the others are diploids
(2n=2x=22) and self-sterile. Several coffee species and related genus, has been characterized through by
techniques as fluorescence in situ hybridization (FISH) with DNA ribossomal sequence (rDNA),
corresponding nucleolar organizing regions (NOR); banding with fluorochromes: 4’, 6’-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) for DNA AT-rich regions and Chromomycin A3 (CMA;) for GC-rich regions; silver
staining (AgNOR) that reveals actives NOR in the chromosomal complement and C banding that evidenced
heterochromatin regions. This study proposed the characterization of C. arabica, typica Cramer variety and
Mundo Novo cultivar using the 18S-5,8-26S rDNA sequence (pTa71) and 5S rDNA sequence (pScT7),
DAPI, CMA;, AgNOR ¢ C banding. It was investigated the occurrence of nucleolar dominance, previously
proposed to C. arabica. The two representatives of C. arabica presented the same results with the used
techniques. Both revealed three pairs of chromosomes with 18S-5,8S-26S rDNA (pTa71) signals and one pair
of 5S rDNA (pScT7) signals. In C. arabica Bourbon Vermelho cultivar were observed the same results with
the use of the pTa71 probe; on the other hand the pScT7 evidenced two signals more, totalizing four signals.
These results showed that typica Cramer and Mundo Novo may be distinguished by the Bourbon Vermelho
for the number 5S sequences with use of pScT7 probe. The DAPI coloration has not resulted in positive
bands, however, CMA; showed more evident bands at terminal regions of three chromosomes pairs. The
number and position of signals of 18S-5,85-26S rDNA, bands of CMA; and silver nitrate indicated that
probably the three techniques detected the same region, described as associated NOR. These techniques also
indicated that in C. arabica has not occurred nucleolar dominance.

Key-words: C. arabica L., in situ hybridization, citomolecular characterization, chromosome markers,
nucleolar organizing region (NOR).



1 INTRODUCAO

O café (Coffea L.) foi introduzido no Brasil no século XVIII e se expandiu por todas
as regides do pais (KRUG et al., 1938). A cafeicultura tem sido o alicerce da economia
brasileira desde meados do século XIX. Hoje, com a diversificagao na pauta de produtos
que o pais exporta, a participacdo do café foi reduzida, porém sua importdncia como
expressivo gerador de divisas continua. O Brasil ainda permanece lider mundial na
producao de café, com cerca de 300 mil produtores rurais, que ocupam uma area superior a
2,0 milhdes de hectares (MORICOCHI, 2003).

O café pertence a familia Rubiaceae, género Coffea L., com cerca de 80 a 100
espécies (BRIDSON, 1994). Apesar do elevado numero, apenas duas espécies sao
importantes comercialmente: Coffea arabica e C. canephora. A espécie C. arabica é a mais
cultivada, sendo responsavel por mais de 70% da produ¢do mundial e também nacional de
café (Pro-Café - Programa Integrado de Apoio a Cafeicultura).

A espécie C. arabica ¢ a unica tetraploide (2n=4x=44) e autocompativel descrita
para o género, as demais sao dipldides (2n=2x=22) e autoincompativeis. (MENDES, 1949;
MENDES' 1950; MENDES® 1950). C. arabica é considerado um alotetraploide de
segmento (PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998) provavelmente originado do cruzamento
natural entre C. eugenioides e C. congensis ou C. canephora (RAINA et al., 1998;
LASHERMES et al., 1999).

Desde que foram iniciados os estudos citologicos de espécies do género Coffea
dentro do programa de melhoramento do cafeeiro, no Instituto Agrondémico (IAC), por
volta de 1930, esfor¢os vém sendo feitos visando esclarecer a taxonomia, sistema de
reprodugdo e, apds isso, a caracterizacdo ¢ diferenciacdo do complemento cromossdmico
das espécies de café. No entanto, devido ao tamanho reduzido, cerca de 1 a 3 um, e a
cariomorfologia simétrica, o estabelecimento de caridtipos e diferenciacdo intra e
interespecifica dos cromossomos de espécies de café tém sido uma tarefa relativamente

dificil.

'Mendes, A.J.T.
Mendes, C.H.T.



Posteriormente, em estudos comparativos do comportamento meidtico de varias
espécies, envolvendo a quantificagdo de pareamento cromossémico € nimero de quiasmas,
foi constatado que também esses parametros eram insuficientes na distingdo das espécies de
café. Foram entdo iniciados estudos de caracterizagdo das espécies do género Coffea,
baseados no nimero de cromossomos associados a regido organizadora do nucléolo (NOR)
e na caracterizagdo da morfologia de cromossomos na fase de paquiteno da meiose
(PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998). Outras técnicas foram utilizadas como a coloracao
com orceina acética para estudar a morfologia dos cromossomos; o bandamento C para o
estudo da constitui¢do de regides heterocromaticas e o bandamento por impregnagao pela
prata, que possibilita a determinagdo do nimero de cromossomos nucleolares ativos
(PIEROZZI et al., 1999; PIEROZZI et al., 2003). Foram estabelecidos ainda, cariotipo e
ideograma para cromossomos meioticos no paquiteno de C. arabica (PINTO-MAGLIO &
CRUZ, 1998).

O surgimento de novas técnicas citomoleculares abriu novas perspectivas, para os
estudos de diferenciacdo e caracterizagdo de cromossomos de Coffea, como o bandamento
cromossdmico com o fluorocromo 4’,-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) que destaca
regides heterocromaticas ricas em bases AT, e o fluorocromo Cromomicina Az (CMA3) que
tem afinidade por regides ricas em bases GC; e também a técnica de hidridacdo in situ
fluorescente (FISH) que permite o mapeamento fisico cromossdmico de seqiiéncias
especificas de acidos nucléicos como o DNA ribossomico (rDNA). Essas técnicas vém
sendo utilizadas em variedades e espécies de Coffea presentes no Banco de Germoplasma
do TAC, permitindo assim a caracterizacdo das espécies pela detec¢do de diferencas no
numero e localizagdo dessas regides/seqiiéncias no complemento cromossdmico (PINTO-
MAGLIO et al., 2001; BARBOSA et al., 2001; LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004a;
LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004b; LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004c;
PINTO-MAGLIO et al., no prelo).

A combinagdo de técnicas citomoleculares como bandamento C, bandamento com
prata, bandamento com fluorocromos e FISH ja possibilitaram em muitos géneros a
distin¢ao de espécies, de grupos de populag¢des dentro de espécies ou até mesmo a distingdo

de cromossomos individuais; sendo eficientes como marcadores cromossomicos. A técnica



de FISH com sondas de rDNA, vem sendo utilizada ainda para esclarecer a origem de
polipldides e sua histéria evolutiva.

Esses marcadores cromossomicos além de serem uteis para os estudos comparativos
das espécies, baseados nas diferencas cariotipicas, podem ser utilizados em programas de
cruzamentos, com vistas ao melhoramento genético, pois possibilitam a identificagdo e
monitoramento, ao longo das geracdes, da presenca de cromossomos, segmentos
cromossdmicos ou seqiiéncias de genes que eventualmente tenham sido introduzidos em
espécies ou hibridos.

Este trabalho teve como objetivo a ampliagdo do conhecimento das espécies e
variedades do Banco de Germoplasma de café do IAC através da caracterizagdo e
diferenciagdo, por meio de técnicas citomoleculares, do complemento cromossomico da

variedade typica Cramer e da cultivar Mundo Novo, ambas da espécie C. arabica L.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Café no Brasil

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador de café no mundo, com 300 mil produtores
rurais numa area de 2,4 milhdes de hectares, e ainda o segundo maior consumidor,
posicionando-se atras apenas dos Estados Unidos. O café mais cultivado no Brasil e no
mundo ¢ o Arabica, cuja espécie ¢ Coffea arabica (MORICOCHI, 2003). O café Arabica
representa 74% da cafeicultura nacional, o restante ¢ ocupado pelo cultivo do café Robusta
que pertence a espécie C. canephora.

Segundo o Pro-Café (Programa Integrado de Apoio a Cafeicultura), 25% da
producao nacional de café ¢ destinada ao mercado interno e os 75% restantes a exportagao,
0s quais representaram, em média, 1,7 bilhdes de dolares anuais em divisas nos ultimos 10
anos. O Estado de Sdo Paulo foi por muitos anos lider na produgdo de café no Brasil, porém
atualmente, de acordo com a CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento), ocupa a
terceira posi¢ao no ranking nacional.

O café foi introduzido no Brasil na regido Norte em 1727 e a espécie introduzida foi
a C. arabica variedade typica Cramer, mais conhecida como Café Nacional ou Crioulo, que
foi cultivada no pais por mais de um século. O Café Nacional chegou ao Estado de Sao
Paulo, vindo do Rio de Janeiro, por volta de 1800 (KRUG et al., 1938; CARVALHO &
FAZUOLLI, 1993).

Devido a decrescente produtividade do Café Nacional, outros cafeeiros tiveram que
ser importados. Em 1859 foi introduzida a variedade bourbon de C. arabica, originaria da
Ilha da Reunifio na Africa, que se apresentava mais produtivo que a variedade typica
Cramer. Ja em 1896 foi introduzida a variedade sumatra, que era uma linhagem mais
produtiva da variedade typica Cramer, proveniente da Ilha de Sumatra. Os cafezais



brasileiros desse periodo foram formados por sementes repassadas de um produtor para
outro sem controle algum, e¢ as variedades utilizadas eram: typica, bourbon e sumatra
(KRUG et al., 1938).

Por volta de 1930, com o inicio das pesquisas visando o melhoramento do café no
Instituto Agronomico (IAC), as cultivares e variedades presentes nos cafezais do Estado de
Sao Paulo e no Centro Experimental do IAC em Campinas passaram a ser caracterizadas
por meio de estudos botanicos, morfologicos, citologicos e genéticos; visando esclarecer a
taxonomia do género e a realizagcdo das primeiras hibridacdes e selegdes. As variedades
typica Cramer e bourbon originaram por mutagdo e hibridacdo natural ou artificial a
maioria das variedades de C. arabica, sendo substituidas ao longo do tempo por novas
variedades em geral mais produtivas. A variedade typica Cramer, caracteriza a espécie C.
arabica, e tem sido utilizada como padrao em estudos comparativos (KRUG et al., 1938;
CARVALHO & FAZUOLLI, 1993).

Em 1943, foram feitas as primeiras selegdes de uma cultivar de C. arabica
denominada Mundo Novo no municipio de Urupés-SP e que despertou grande interesse
pela sua elevada produgdo, rusticidade e boa qualidade do produto (CARVALHO &
FAZUOLI, 1993). A cultivar Mundo Novo que se originou do cruzamento natural entre a
cultivar Bourbon Vermelho e a variedade sumatra (CARVALHO et al., 1952), ¢ ainda hoje
uma das cultivares de C. arabica mais utilizada pelos produtores no pais com 35% da
producao nacional, e utilizada ainda em hibridagdes intra ou interespecificas. A cultivar
Catuai, ¢ proveniente da hibridagao artificial entre as cultivares Mundo Novo e Caturra e
foi obtida com o objetivo de transferir o carater CtCt da Caturra, que confere porte baixo,
para a cultivar Mundo Novo que apresenta porte alto (CARVALHO & MONACO, 1972).
Atualmente a cultivar Catuai representa 60% da produ¢do de café Arabica no Brasil (Pro-
Café - Programa Integrado de Apoio a Cafeicultura) demonstrando que a reducdo no porte
do cafeeiro foi um marco para a cafeicultura nacional devido a redugdao dos custos de
producao (AGUIAR et al., 2004).

O melhoramento genético do café Ardbica tem sido dificultado pela baixa
variabilidade genética observada em representantes da espécie C. arabica geralmente
utilizadas em programas de melhoramento (ANTHONY et al., 2001; AGUIAR et al., 2004;
MALUEF et al., 2005). A baixa diversidade genética verificada nas cultivares de C. arabica
¢ decorrente do seu processo de disseminagdo pelo mundo. Segundo ANTHONY et al.
(2002) as representantes de C. arabica utilizadas nos programas de melhoramento sdo em
geral provenientes das variedades botanicas: typica Cramer e bourbon. Na analise da
diversidade genética de acessos silvestres e cultivares de C. arabica, incluindo as cultivares
desenvolvidas no Brasil: Typica, Bourbon, Caturra e Catuai, utilizando marcadores
moleculares do tipo microssatélites e AFLP, ANTHONY et al. (2002) comprovaram a
restrita base genética das cultivares quando comparadas a acessos silvestres da espécie e
ainda uma estimativa da baixa distadncia genética entre as cultivares Typica e Bourbon, que
foram desenvolvidas a partir das variedades botanicas: typica Cramer e bourbon.

Apesar das dificuldades encontradas no melhoramento de espécies perenes e ainda
com uma base genética restrita, como na espécie C. arabica, o IAC e outras institui¢des
nacionais ao longo do tempo vém desenvolvendo variedades de café¢ com maior
produtividade, precocidade, resistentes a pragas e doencas, e outras caracteristicas
importantes para a cultura, sendo que aos poucos as cultivares tradicionais como a Bourbon
Vermelho, Bourbon Amarelo ¢ Mundo Novo estdo sendo substituidas por novas cultivares



tais como Catuai, Obatd, Tupi, entre outras. As cultivares desenvolvidas pelo TAC
respondem por 90% da cafeicultura brasileira (THOMAZIELLO et al., 2000).

2.2 Taxonomia do Café

O cafeeiro foi descrito pela primeira vez pelo botanico europeu Leonardo Rauwolf,
seguido por Prospero Alpini que em sua viagem ao Egito publicou em 1591, referéncias ao
café nomeado ‘Bon’. Quase um século depois Gaspar Commelin e em seguida Boerhave
referem-se ao cafeeiro como uma espécie de jasmim. Em julho de 1714, Antoine de Jussieu
descreve o café como o nome de Jasminum arabicum. Em 1735, Linneu propde o género
Coffea, que ¢ utilizado até hoje, e descreve a primeira espécie de café denominada como
Coffea arabica L. (CARVALHO, 1946; WRIGLEY, 1988).

A segunda espécie do género Coffea L. foi descrita em 1783 por Lamarck como
Coffea mauritana Lam., originaria das ilhas Mauricia e Reunido. Outras duas espécies
foram descritas em 1790 por Jodo Loureiro oriundas de Zanzibar e Mocambique, sendo
denominadas como Coffea zanguebarie Lour. e C. racemosa Lour. (CARVALHO, 1946).
Com o passar do tempo, diversas espécies de café foram descritas e ainda hoje novas
espécies sdo acrescentadas ao género como: C. heterocalyx, C. leonimontana,
(STOFFELEN et al.,, 1996) C. vohemarensis, C. minutiflora, C. moratti, (DAVIS &
RAKOTONASOLO, 2003) C. bridsoniae e C. kihansiensis (DAVIS & MVUNGI, 2004).

Com a descoberta de novas espécies para o género Coffea L. principalmente a partir
do século XIX, com a exploragdo de florestas tropicais na Africa, diversos botanicos
tentaram descrever e dividir essas espécies dentro do género, gerando muitas sinonimias.
Desses autores, um de maior destaque foi CHEVALIER (1947) que realizou uma vasta
revisdo para o género, coletando plantas no local de origem e analisando colecdes de
herbarios (CLIFFORD & WILLSON, 1985).

CHEVALIER (1947) dividiu o género Coffea L. em quatro seg¢des: Paracoffea
Mig., Argocoffea Pierre, Mascaracoffea Chev e Eucoffea K. Shum emend. A segdo
Eucoffea compreende as espécies de origem africana, incluindo C. arabica e C. canephora
que sdo as espécies mais cultivadas no mundo, e foi dividida de acordo com caracteristicas
relacionadas a altura da planta, espessura das folhas, cor de fruto e distribui¢ao geografica
em cinco subsegdes: Nanocoffea, Pachycoffea, Erythrocoffea, Melanocoffea, e
Mozambicoffea.

Num estudo posterior, LEROY (1980) demonstra a relacdo entre espécies do género
Coffea e Psilanthus, ambos da familia Rubiaceae. Este dividiu o género Coffea em quatro
subgéneros: Coffea L., Psilanthopsis (Chev.) Leroy, Baracoffea (Leroy) Leroy e
Paracoffea. A divisao em género ¢ subgéneros foi feita com base em caracteristicas como:
tipo de inflorescéncia, habitat natural e formato da flor.

Atualmente o café¢ encontra-se classificado como pertencente a familia Rubiaceae,
tribo Coffeeae que ¢é composta por dois géneros: Coffea L. (subgéneros: Coffea e
Baracoffea) e Psilanthus Hook f. (subgéneros: Psilanthus e Afrocoffea) que juntos
abrangem mais de 100 espécies. O subgénero Coffea possui cerca de 80 espécies e tem
como centro de origem regides tropicais e subtropicais do Continente Africano, sendo a
espécie C. arabica L., a primeira descrita para o género e até hoje a espécie mais
importante comercialmente, nativa de regides altas da Etiopia (BRIDSON, 1994,
WRIGLEY, 1988).



2.3 Origem de C. arabica L.

A espécie C. arabica, apesar de poliploide, apresenta-se como um diploide com
heranga dissomica. Este fato foi relatado por diversos autores, através de analises do
comportamento meidtico (MEDINA, 1950), e estudos genéticos com hapldides
(CARVALHO, 1952). Estudo realizado por MENDES & BACCHI (1940), revelou a
ocorréncia de pareamento entre cromossomos em uma variedade di-haploide de C. arabica
com 2n=2x=22 cromossomos, indicando pela primeira vez, a existéncia de similaridade
entre os cromossomos do complemento desta espécie, isto ¢, os genomas que a constituiam
aparentemente nao eram tao distintos.

Num estudo meiotico realizado por FORNI-MARTINS & CRUZ (1989) em uma
planta de C. arabica, submetida a irradiagdo e contendo 2n=4x=44—1 cromossomos, foi
constatada excepcionalmente a ocorréncia de tri e tetravalentes. As autoras sugeriram que
nesta planta de C. arabica as irregularidades meidticas provavelmente resultaram de
alteragdes no sistema regulador do pareamento devido a radia¢do, ou que o cromossomo em
falta poderia ser o portador de um ou varios genes que controlam o pareamento.

O comportamento meidtico de C. arabica como um diploide também foi observado
por PINTO-MAGLIO & CRUZ (1998) e LASHERMES et al. (2000).

A partir da andlise do padrdo de cromomeros na fase de paquiteno, PINTO-
MAGLIO & CRUZ (1998) verificaram que os 22 bivalentes de C. arabica apresentam 54%
de similaridade estrutural, o que foi confirmado pela presenca de algumas associagdes
secundarias, evidenciando citologicamente a condi¢do de alotetraploide de segmento desta
espécie. Apesar dessa similaridade entre os cromossomos nao homoélogos de C. arabica,
nao foi observada a formagdo de multivalentes na meiose. Com base nestas observagdes
PINTO-MAGLIO & CRUZ (1998) sugeriram a presen¢ca de um mecanismo de controle
genético que impediria o pareamento entre cromossomos homedlogos em C. arabica. Este
tipo de controle genético de pareamento foi relatado em outros hibridos interespecificos
polipléides como o trigo (RILEY & CHAPMAN, 1958). A presenca de um mecanismo que
impede o pareamento de cromossomos homedlogos foi fundamental para a estabilidade
reprodutiva do trigo e provavelmente dos polipldides em geral (MOORE, 2000).

Este mecanismo se encontra bem elucidado no hexaploide Triticum aestivum, no
qual sabe-se que o pareamento dos cromossomos ¢ controlado pela atividade do gene Phl,
localizado no brago longo do cromossomo 5B (RILEY et al. 1960; RILEY, 1974), e que ja
foi mapeado até mesmo fisicamente (GILL et al., 1993). No tetraploide Brassica napus
também foi isolado um gene que impede o pareamento entre homedlogos, denominado
PrBn (JENCZEWSKI & ALIX, 2003).

Outras espécies, como Nicotiana tabacum (LAMMERTS, 1934), Gossypium
hirsutum e G. barbadense (ENDRIZZI, 1962), Avena sativa (RAJHATHY & THOMAS,
1972), Festuca arundinaceae (EVANS & AUNG, 1986), espécies poliploides de Aegilops
sp. (CUNADO & SANTOS, 1999), como o café, tém apresentado indicios da presenga de
tal mecanismo.

Desde a década de 40, diversos estudos tém sido feitos visando estabelecer a origem
auto ou alotetraploide da espécie C. arabica. KRUG & MENDES (1940) relataram
observagdes na microsporogénese de um hibrido triploide, proveniente do cruzamento de
C. arabica (2n=4x=44) e C. canephora (2n=2x=22), que apresentava caracteristicas
morfologicas intermedidrias quando comparado a seus parentais. Como esperado,
observaram irregularidades na distribuicdo dos cromossomos levando a formagao de graos
de polen estéreis. Visualizaram ainda a associacdo ocasional de trés cromossomos na



profase e metafase I, sugerindo a presenga de regidoes homeologas nos cromossomos
indicando assim um possivel parentesco entre as espécies. O pareamento de cromossomos
homedlogos entre C. arabica e C. canephora foi observado também por BOAVENTURA
& CRUZ (1987) e LASHERMES et al. (2000) em hibridos tetraploides destas espécies
onde foi registrada a presenga de tri e tetravalentes na meiose.

Considerando a hipotese da alopoliploidia, CARVALHO & MONACO (1967)
realizaram cruzamentos artificiais de C. arabica com formas tetraploides das espécies
dipléides: C. canephora, C. congensis e C. eugenioides, verificando que nessas o nimero
de sementes produzidas era maior que em cruzamentos com outras espécies, indicando a
possivel participagdo delas no genoma de C. arabica.

Com base no estudo comparativo da morfologia de cromossomos meioticos no
paquiteno de 10 espécies de café¢, PINTO-MAGLIO & CRUZ (1987) sugeriram, que as
espécies C. eugenioides, C. canephora, C. congensis ou C. liberica poderiam estar
envolvidas na origem de C. arabica.

BERTHOU et al. (1983) analisaram o padrao de restricio do DNA mitocondrial (mt
DNA) e cloroplastidial (cp DNA) de nove espécies ou taxons de plantas de café, com o
intuito de indicar as possiveis relacdes filogenéticas entre elas. Com relacio ao DNA
mitocondrial, as espécies C. arabica, C. eugenioides e C. congensis foram reunidas em um
mesmo grupo, o que demonstra o0 mesmo padrdo quanto ao mt DNA para as trés espécies.
Ja com relagdo ao DNA cloroplastidial, as espécies C. arabica e C. eugenioides formaram
um primeiro grupo, enquanto C. canephora e C. congensis formaram um segundo grupo.
Segundo os autores, C. arabica seria um alotetraploide oriundo da unido de dois ramos
evolutivos de Eucoffea que, com base nesses resultados, seriam formados por C.
eugenioides de um lado ¢ C. canephora e C. congensis do outro. CROS et al. (1998)
estudando também o cp DNA de espécies de Coffea e Psilanthus, sugeriram com base na
similaridade do espago intergénico do cp DNA, que as espécies C. eugenioides e C. sp
Moloundu podem ter sido a espécie maternal genitora de C. arabica.

Analisando relagdes filogenéticas a partir de seqiiéncias da regido ITS 2 do DNA
nucleolar ribossomico de vinte e trés espécies de Coffea e trés de Psilanthus,
LASHERMES et al. (1997) descreveram que a espécie C. arabica apresentava somente um
tipo de seqiiéncia ITS 2 muito similar as seqiiéncias encontradas nas espécies C.
canephora, C. congensis e C. brevipes.

Avaliando a diversidade genética em cultivares de C. arabica e nas espécies
dipléides C. canephora e C. liberica por meio do uso de marcadores moleculares do tipo
AFLP, STEIGER et al. (2002) constataram que C. canephora seria geneticamente mais
proxima de C. arabica do que a espécie C. liberica.

RAINA et al. (1998), visando comprovar a alopoliploidia e identificar as possiveis
espécies diploides que teriam dado origem a C. arabica, utilizaram a hibridacdo in situ
gendmica (GISH) para quatro combinagdes de espécies diploides e a hibridagao in situ
fluorescente (FISH) com duas sondas de DNA ribossomico (rDNA), concluindo que C.
arabica ¢ um alotetraploide oriundo possivelmente do cruzamento entre C. eugenioides e
C. congensis. Ja LASHERMES et al. (1999), investigando também a origem de C. arabica,
utilizaram a técnica de GISH e sondas de RFLP testando quatro combinagdes de espécies
diploides, relatando que C. eugenioides e C. canephora seriam os possiveis parentais de C.
arabica.

2.4 Numero e Morfologia de Cromossomos no Género Coffea L.



Inicialmente os estudos citologicos em espécies do género Coffea L. envolveram
apenas a contagem do numero de cromossomos. KRUG (1934) registrou 2n=44
cromossomos em metafases mitoticas de C. arabica e 2n=22 cromossomos para as espécies
C. canephora, C. excelsa (atualmente denominada C. dewevrei) e C. congensis. Este autor
relatou num estudo posterior (KRUG, 1936) os mesmos numeros cromossomicos para
diferentes variedades de C. arabica e outras quatro espécies do género, demonstrando ser
11 (x=11) o nimero basico de cromossomos para o género Coffea.

MENDES (1938a) reunindo os resultados de numero cromossomico de 165 plantas
da familia Rubiaceae, género Coffea, confirmou x=11 como o numero basico para o
género, ¢ C. arabica como a unica espécie tetraploide (2n=4x=44), as demais seriam
diploides (2n=2x=22). A espécie C. racemosa teve o nimero cromossomico 2n=2x=22
cromossomos, determinado por SILVA (1956).

Inicialmente o estabelecimento dos numeros cromossomicos ndo foi associado ao
desenvolvimento de caridtipos para as espécies de café, devido ao tamanho reduzido dos
cromossomos que apresentam cerca de 1 a 3 micrometros (um) (KRUG, 1934). De acordo
com MENDES (1956), os cromossomos do tetraploide C. arabica sdo ainda ligeiramente
menores que os cromossomos das espécies diploides.

MENDES (1938b) ao analisar a espécie C. excelsa, constatou que os cromossomos
eram relativamente maiores que os das outras espécies analisadas por ele e ao construir o
caridtipo desta espécie verificou a dificuldade de individualizar todos os cromossomos.
Assim, os cromossomos do complemento desta espécie foram divididos em trés classes de
acordo como o tamanho. Na classe A foram agrupados trés pares de cromossomos com 2 a
3 um, a classe B foi formada por quatro pares com cerca de 2 um e a classe C com quatro
pares de cromossomos com 1 a 2 um.

Além do tamanho reduzido dos cromossomos, as pesquisas também evidenciaram
que as espécies de café apresentam cariotipos bastante simétricos (BOUHARMOUNT,
1959; BOUHARMOUNT, 1963). Devido a alta similaridade dos cromossomos
BOUHARMOUNT (1959; 1963) acabou desenvolvendo um cariétipo médio padrdo para o
género Coffea, onde destacavam-se apenas quatro dos onze cromossomos constituintes do
complemento basico do género. Essas dificuldades, encontradas pelo pesquisador acima
mencionado, podem ter sido decorrentes ainda do sistema de cortes histologicos usado na
época, ja que PIEROZZI et al. (1999) utilizando a técnica de esmagamento e coloragdo com
orceina acética na analise das espécies C. canephora e C. dewevrei conseguiu detectar
algumas diferencas entre os cariotipos dessas espécies e elaborar ideogramas para ambas.

Como uma outra alternativa para superar o reduzido tamanho dos cromossomos
somaticos de café, PINTO-MAGLIO & CRUZ (1987) analisaram 0s cromossomos
meidticos no paquiteno de dez espécies do género Coffea, sendo nove diploides e uma
tetraploide, C. arabica. Nesta fase da meiose os cromossomos homoélogos apresentam-se
totalmente pareados, portanto em niimero gamético n, ¢ com comprimento médio de 30
um, ou seja, dez vezes maiores que os cromossomos metafasicos mitoticos, € mostram
ainda um padrdo de cromomeros que facilita a sua identificacdo. Foram avaliados diversos
parametros como: constituigdo e posi¢do do centromero, presenca de regides
heterocromaticas, a constituicdo da regido organizadora do nucléolo (NOR); os quais
permitiram registrar o nimero de cromossomos associados ao nucléolo para cada uma das
espécies, e através da comparagdo morfologica dos cromossomos, sugerir C. eugenioides,
C. canephora, C. congensis ou C. liberica como possiveis espécies parentais para C.
arabica.



Dando seqiiéncia a caracterizagdo do complemento cromossomico de espécies de
café, PINTO-MAGLIO & CRUZ (1998) elaboraram ainda um caridtipo e respectivo
ideograma para a espécie C. arabica, a partir de cromossomos meidticos também na fase de
paquiteno. Com relagdo ao padrao de cromomeros foi demonstrado que os 22 bivalentes de
C. arabica apresentavam 54% de similaridade estrutural, o que foi comprovado pela
presenca de associagdes secundarias. Apesar disso ndo foram observadas anormalidades na
meiose devido ao pareamento entre cromossomos homedlogos, fato que levou as autoras a
levantarem a possibilidade da existéncia, em C. arabica, de um mecanismo de controle
genético que impediria tal pareamento. Este trabalho, entre outros, mais uma vez
evidenciou a similaridade dos cromossomos de café.

Outras técnicas foram empregadas com o objetivo de diferenciar os cromossomos
de café. PIEROZZI et al. (1999) avaliaram células somaticas das espécies C. canephora e
C. dewevrei com a utilizacdo de orceina acética que possibilita estudar a morfologia
cromossomica, verificando que ambas as espécies apresentam uma constricdo secundaria
nos cromossomos 1 e 3, e que os cromossomos 5, 10 e 11 s3o metacéntricos enquanto que
os demais sdo submetacéntricos.

PIEROZZI et al. (2003) estudaram seis espécies diploides de café usando as
técnicas de orceina acética, banda C e AgNOR. Com o uso da orceina acética, verificou-se
nessas espécies uma predominancia de cromossomos submetacéntricos € a0 menos um
metacéntrico. As bandas C foram encontradas preferencialmente em regides centroméricas
e pericentroméricas com certa similaridade entre as espécies observadas. No bandamento
com a prata foi constatada a presenca de um ou mais pares de cromossomos associado a
NOR.

Mais recentemente PINTO-MAGLIO et al. (2000; 2001) adaptaram técnicas
citomoleculares, como por exemplo, o bandamento com fluorocromos e FISH, para serem
aplicadas nas analises dos cromossomos de café. Os fluorocromos evidenciam regides
heterocromaticas ricas em bases AT ou GC enquanto que a hibridagdo in situ fluorescente
(FISH) permite o mapeamento fisico de seqiiéncias de nucleotideos especificas como o
DNA ribossdmico (rDNA). Inicialmente estas técnicas foram utilizadas na espécie
tetraploide C. arabica cv Bourbon Vermelho (PINTO-MAGLIO et al., 2000; 2001) e
posteriormente em outras diploides como: C. eugenioides, C. canephora Pierre ex Frohner
(BARBOSA et al., 2001); C. brevipes, C. racemosa (LOMBELLO & PINTO-MAGLIO,
2004a); C. humilis, C. kapakata, C. sp. Moloundu, C. stenophylla (LOMBELLO &
PINTO-MAGLIO, 2004b); C. canephora cv. Apoatd, C. salvatrix, C. sessiflora
(LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004c); C. congensis e C. liberica (PINTO-MAGLIO
et al., no prelo). Em comum estes autores observaram que dos fluorocromos utilizados
apenas a Cromomicina A3 (CMA3) foi eficiente na distingdo de bandas, possibilitando
visualizar diferengas em nimero entre as espécies. Ja a técnica de hibridagdo in situ
permitiu a caracterizacao dos complementos das diferentes espécies baseada principalmente
na quantificacdo dos sinais referentes as regides organizadores do nucléolo, ndo sendo
ainda possivel associa-las aos diferentes cromossomos dos complementos. Na hibridacédo in
situ, foram usadas duas sondas de rDNA, sendo que a sonda de rDNA pTa71 (regido 18S-
5,8S5-26S) apresentou maiores diferencas em numero de sinais entre as espécies de cafg,
quando comparada a sonda pScT7 (regido 5S).

2.5 Diferenciacdo dos Cromossomos no Género Coffea L. Através de Técnicas
Citomoleculares



2.5.1 Hibridac&o in situ
A hibridagdo in situ é uma técnica que possibilita a localizagdo de seqiiéncias

especificas de acidos nucléicos (DNA ou RNA) in situ, seja no citoplasma, organelas ou
cromossomos, bem como a detec¢do de introgressao de genomas em espécies hibridas. Esta
técnica vem sendo utilizada na constru¢do de mapas fisicos de cromossomos, na andlise e
investigagdo da estrutura, fung¢do e evolugdo dos cromossomos, e na detec¢do de genomas
(LEITCH et al., 1994).

Dependendo do tamanho e natureza da sonda de DNA a ser empregada, a técnica de
hibridacdo in situ é denominada FISH (Fluorescense in situ hybridization) quando as
sondas sdo constituidas de seqiiéncias tinicas ou repetitivas ¢ GISH (Genomic in situ
hybridization) quando a sonda constitui-se do DNA genomico total de um organismo.
Assim as metodologias empregadas nas técnicas de FISH e GISH sdo semelhantes,
diferindo apenas no tamanho e origem das sondas a serem utilizadas (GILL, 1995;
HESLOP-HARRISON & SCHWARZACHER, 1996).

O primeiro estudo em espécies de Coffea com a hibridagéo in situ foi o de BARRE
et al. (1998), que analisaram a contribui¢do cromossomica de parentais através de GISH,
em hibridos diploides provenientes do cruzamento interespecifico de C. liberica var.
dewevrei (DEW) da Africa Central com C. pseudozanguebariae (PSE) do Kenya, e ainda
um segunda geracdo desses hibridos (G2) obtidos do cruzamento com ambos os parentais.
Utilizaram ainda a FISH com a sonda de rDNA pTa71 (regido 18S-5,8S-26S), encontrando
dois sinais localizados em regides terminais de cromossomos de ambas as espécies
parentais. Com a GISH observaram que os hibridos F; apresentavam onze cromossomos
provenientes de cada parental, sendo que um dos cromossomos originarios de DEW
apresentava um sinal referente a sonda de rDNA incluida no procedimento. Descrevem
ainda que os hibridos G2 do retrocruzamento com PSE apresentaram treze cromossomos de
PSE, enquanto que os hibridos do retrocruzamento com DEW apresentaram apenas nove de
PSE.

RAINA et al. (1998), com o intuito de identificar as espécies diploides que deram
origem ao alotetraploide C. arabica, utilizaram a GISH com quatro combinagdes de
espécies diploides e FISH com duas sondas de rDNA: a pTa71 e a pTa794 (regido 5S). Na
GISH, observaram que o DNA dos 22 cromossomos de C. eugenioides se hibridava

fortemente ao DNA de 22 cromossomos de C. arabica, enquanto o DNA dos 22



cromossomos restantes se ligaram ao DNA dos cromossomos de C. congensis. Com relagdo
as sondas de rDNA, encontraram similaridades quanto a disposi¢do dos sinais nas trés
espécies citadas acima, principalmente quanto aos quatro sinais de C. eugenioides obtidos
com a pTa794 quando comparados a quatro dos seis sinais com essa mesma sonda em C.
arabica. C. congensis apresentou dois sinais com ambas as sondas. C. eugenioides
apresentou ainda dois sinais com a pTa7l, enquanto C. arabica apresentou dois a mais,
totalizando quatro sinais.

LASHERMES et al. (1999) investigando também a origem de C. arabica,
utilizaram a técnica de GISH testando quatro combinagdes de diploides que seriam os
possiveis parentais, relatando uma forte associagdo do DNA de 22 cromossomos de C.
arabica com os cromossomos de C. eugenioides. O DNA dos demais cromossomos
ligaram-se aos 22 cromossomos de C. canephora, discordando assim de RAINA et al.
(1998), que colocaram C. eugenioides e C. congensis como possiveis espécies genitoras de

C. arabica.

Utilizando a técnica de FISH, foi feito o mapeamento no complemento cromossdmico de seqiiéncias
de rDNA em outras espécies de café e em géneros geneticamente proximos, presentes no Banco de
Germoplasma do IAC. A hibridagdo in situ teve ainda a fungdo de esclarecer o nimero de cromossomos que
possuem o rDNA em C. arabica, ja que PINTO-MAGLIO (1991) descreveu que apesar de apenas trés
cromossomos (14, 20 e 21) aparecerem ligados ao nucléolo, outros cromossomos possuem estrutura similar,
com um cromomero na regido terminal o que caracteriza um cromossomo nucleolar. PINTO-MAGLIO et al.
(2000; 2001), analisando C. arabica cultivar Bourbon Vermelho, observaram seis bandas evidenciadas pela
hibridagdo in situ com a sonda de rDNA pTa7l e quatro bandas com a seqiiéncia 5S ou sonda pScT7.
Utilizando a sonda pTa71 foi observado na hibridagdo, quatro sinais em cromossomos de C. eugenioides e
dois sinais em C. canephora Pierre ex Frohner e C. liberica (BARBOSA et al., 2001); ja com a sonda pScT7
foram observados dois sinais nas trés espécies (PINTO-MAGLIO et al., no prelo). LOMBELLO & PINTO-
MAGLIO (2003) estudando uma espécie selvagem diploide de um género proximo ao café, Psilanthus
ebractoteolatus, visualizaram dois sinais com ambas as sondas de rDNA: pTa71 e pScT7.

LOMBELLO & PINTO-MAGLIO (2004a) analisando as espécies P. bengalensis, P.
tranvancorensis, C. brevipes e C. racemosa, observaram dois sinais para todas as espécies estudadas com a
utilizagdo das sondas pTa71 e pScT7, exceto C. racemosa que apresentou quatro sinais com a pTa7l.
LOMBELLO & PINTO-MAGLIO (2004b), avaliando as espécies C. humilis, C. kapakata, C. sp. Moloundu ¢
C. stenophylla, visualizaram na hibridagéo in situ com as sondas pTa71 e pScT7 dois sinais em todas as
espécies, sendo que a unica excegdo foi C. sp. Moloundu, que apresentou quatro sinais com a sonda pTa71.
LOMBELLO & PINTO-MAGLIO (2004c¢) visualizaram somente dois sinais nas espécies C. canephora cv.
Apoatd, C. salvatrix, C. sessiflora utilizando as sondas de rDNA pTa71 ¢ pScT7. As espécies C. congensis ¢
C. liberica apresentaram dois sinais com as sondas pTa71 e pScT7 (PINTO-MAGLIO et al., no prelo).

A hibridagdo in situ com seqiiéncias de rDNA, vem sendo utilizada nas mais
variadas espécies para diversos fins, como na analise filogenética, evolutiva e diferenciacao
das espécies como as constituintes dos géneros Clivia (RAN et al., 1999; RAN et al., 2001),
Hypochaeris (CERBAH et al., 1998; TREMETSBERGER et al., 2005), Hordeum
(TAKETA et al., 1999; TAKETA et al., 2005) e Nicotiana (KITAMURA et al., 2001); ou



at¢é mesmo na diferenciagdo de cultivares como as das espécies Manihot esculenta
(CARVALHO & GUERRA, 2002) e Phaseolus vulgaris L. (PEDROSA et al., 2003).

O estudo do numero ¢ distribui¢do dos genes de rRNA, através da hibridagao in situ,
possibilita em algumas espécies como Citrus, Poncirus e hibridos entre eles (ROOSE et al.,
1998), a identificagdo individual de cromossomos. Os sitios de TDNA podem ser uteis
também como uma ferramenta auxiliar em programas de melhoramento. Em hibridos de
trigo com Thinopyrum ponticum, que ¢ uma espécie usada como fonte de genes de
resisténcia a patégenos no processo de melhoramento do trigo, o nimero e a posi¢ao dos
sitios de tDNA tem potencial como marcadores uteis para identificar a origem dos
cromossomos nos hibridos (BRASILEIRO-VIDAL et al., 2003; BRASILEIRO-VIDAL et
al., 2005). As seqiiéncias de rDNA sao utilizadas ainda para comprovar o estado hibrido de
plantas apds cruzamentos inter ou intraespecificos, como ja realizado em espécies de Lilium
(MARASEK et al., 2004).

O uso de sondas de rDNA como a pTa7l referente a seqiiéncia 18S-5,8S-26S, pode
ser util ainda para determinar precocemente o nivel de ploidia, e ja foi utilizado para este
fim em espécies e hibridos de Musa (OSUJI et al., 1998) e Hylocereus (TEL-ZUR et al.,
2004), tendo coeréncia no nimero de sitios desta seqiiéncia e nivel de ploidia da planta. O
numero de sitios do rDNA 5S em espécies de Paspalum também coincide com o nivel de
ploidia (VAIO et al., 2005).

O mapeamento dos sitios de rDNA fornece diversas informacdes sobre a
organizacao dos genomas e ja foi realizado em diferentes espécies como as dos gé€neros
Vigna e Phaseolus (GUERRA et al., 1996), Rhynchosposra (VANZELLA et al., 1998),
Gossypium (JI et al., 1999), Lolium (THOMAS et al., 2001), Vicia (RAINA et al., 2001),
Brassica (HASTEROK et al., 2001; KULAK et al., 2002; KOO et al., 2004), Lupinus
(NAGANOWSKA & ZIELINSKA, 2002), Arrhenatherum (MITCHELL et al., 2003),
Camellia (GU & XIAO, 2003), Hypochaeris (TREMETSBERGER et al., 2004),
Haplopappus Cass. e Grindelia Willd. (BAEZA & SCHRADER, 2005).

2.5.2 Fluorocromos

SCHWEIZER (1976) expde a praticidade no bandamento cromossdmico com fluorocromos
especificos para regides heterocromaticas ricas em bases GC ou AT, podendo selecionar os fluorocromos para
uma colorag@o seqiiencial de ambas as regides. Este relata a afinidade de antibidticos como a Cromomicina

Aj; (CMA;) por regides heterocromaticas ricas em bases GC, sendo que as bandas encontradas coincidem com
outras discriminadas no bandamento C, porém nem todas as bandas C sdo discriminadas pelo fluorocromo.



Descreve ainda que bandas da CMA; puderam ser visualizadas em células metafasicas em regides
anteriormente descritas como nucleolares. Ja& o fluorocromo 4’,-6-diamidinino-2-phenylindole (DAPI)
discrimina regides heterocromaticas ricas em bases AT e é comumente utilizado associado com um
contrastante negativo como a Actomicina D (AMD).

Espécies de café e do género Psilanthus tiveram seu complemento cromossdmico caracterizado pelo
uso dos fluorocromos DAPI e CMA;. PINTO-MAGLIO et al. (2001) obtiveram para a cultivar Bourbon
Vermelho de C. arabica, resultados negativos para o bandamento com DAPI e positivo para CMA; tendo sido
observadas seis bandas. BARBOSA et al. (2001) caracterizaram trés espécies diploides do género Coffea: C.
eugenioides, C. canephora e C. dewevrei, com o uso desses fluorocromos. Em todas as espécies avaliadas ndo
foram visualizadas bandas positivas nos cromossomos com a utilizagdo do fluorocromo DAPI. No entanto,
com a CMA; foram observadas quatro bandas em C. eugenioides ¢ seis nas espécies C. canephora e C.
dewevrei. LOMBELLO & PINTO-MAGLIO (2003), estudando a espécie P. ebractoteolatus, ndo verificaram
bandas com o uso do DAPI, porém visualizaram quatro bandas com a CMA;.

LOMBELLO & PINTO-MAGLIO (2004a), avaliando as espécies do género Psilanthus: P.
bengalensis e P. tranvancorensis e outras duas do género Coffea: C. brevipes e C. racemosa, ndo
visualizaram bandas positivas com o uso do DAPI; ja com a CMA; foram verificadas quatro bandas em P.
tranvancorensis e C. racemosa; e duas bandas em C. brevipes e P. bengalensis. LOMBELLO & PINTO-
MAGLIO (2004b), avaliando as espécies C. humilis, C. kapakata, C. sp. Moloundu e C. stenophylla,
observaram bandas com o DAPI apenas em C. stenophylla, porém estas ndo foram determinantes quanto a seu
namero. Ja com a CMA;, C. kapakata, C. sp. Moloundu e C. stenophylla apresentaram quatro bandas,
enquanto C. humilis apresentou cerca de oito bandas. LOMBELLO & PINTO-MAGLIO (2004c), com a
aplicagdo da CMA;, verificaram nas espécies C. salvatrix e C. sessiflora quatro bandas ¢ em C. canephora
cultivar Apoatd, duas bandas. Nenhuma dessas espécies apresentou bandas positivas para o fluorocromo
DAPI. As espécies C. congensis e C. liberica ndo tiveram resultados positivos com o uso do DAPI, porém
com a CMA; foram observadas seis bandas em ambas as espécies (PINTO-MAGLIO et al., no prelo).

Diferengas no padrio de bandamento com fluorocromos possibilitam a diferenciacdo de géneros,
espécies, populagdes e at¢ do complemento cromossomico; permitindo a identificagdo de cromossomos
individuais. Espécies de géneros como: Citrus, Poncirus (ROOSE et al., 1998), Clivia sp. (RAN et al., 1999),
Nicotiana (NAKAMURA et al., 2001), Passiflora L. (MELO et al., 2001), Manihot (CARVALHO &
GUERRA, 2002), Allium (KIM et al., 2002), Lupinus (HAJDERA et al., 2003), Citrus spp. (YAMAMOTO &
TOMINAGA, 2003; YAMAMOTO & TOMINAGA, 2004), Selaginella (MARCON et al., 2005) e Paspalum
(VAIO et al., 2005), por exemplo, ja tiveram seu caridtipo caracterizado pelo uso da CMA; e/ou DAPI.

2.5.3 AgNOR
O nitrato de prata (AgNOs) tem afinidade por proteinas nucleoares presentes nos

nucleodlos e constrigdes secundarias de cromossomos que possuem genes de rDNA e, que
podem estar envolvidos na formacdo da regido organizadora do nucléolo (NOR). Com a
utilizagdo do nitrato de prata para o bandamento cromossomico, formam-se bandas em
locais onde se encontram as proteinas nucleolares. As bandas podem ser vistas na profase
ou até em cromossomos metafasicos indicando a transcri¢do dessas proteinas no ultimo

ciclo celular (GOODPASTURE & BLOOM, 1975).

Algumas espécies diploides de café ja foram avaliadas quanto ao bandamento com a prata.
PIEROZZI et al. (2003) avaliando sete espécies diploides de Coffea verificaram a presenga de um par de
cromossomos com banda NOR em: C. canephora, C. congensis, C. dewevrei, C. eugenioides e C. liberica
(hoje, C. dewevrei var. liberica); e dois pares para C. stenophylla e C. racemosa. Estes dados confirmam os
resultados de PINTO-MAGLIO & CRUZ, (1987) para os nimeros de cromossomos meioticos associados ao
nucléolo observados nestas mesmas espécies.

PINTO-MAGLIO et al. (no prelo), com o uso da prata, registraram também para as espécies C.
canephora, C. congensis e C. dewevrei var. liberica a presenca de apenas duas bandas, ou seja, apenas um par
de cromossomos do complemento hapldide associado a NOR, porém contrastando com os resultados de



PIEROZZI et al. (2003), destacaram a presen¢a de quatro bandas NOR em dois pares de cromossomos em C.
eugenioides. PINTO-MAGLIO et al. (no prelo) confirmaram a presenga de quatro NORs para C. eugenioides
através da hibridagdo in situ do rDNA 458 ¢ pelo bandamento com CMA;.

A coloragdo com o nitrato de prata vem sendo utilizada para identificar o nimero de
nucléolos e possiveis sitios ativos da NOR em diferentes espécies vegetais, como as do
género Lathyrus (MURRAY et al., 1992), Guizotia (DAGNE, 1995), Capsicum
(MOSCONE et al., 1995), Clivia (RAN et al., 1999), Manihot (CARVALHO & GUERRA,
2002); e espécies como Secale cereale (MURRAY, 1994), o tetraploéide Medicago sativa e
os diploides M. coerulea e M. falcata (CALDERINI et al., 1996); Thinopyrum ponticum
(BRASILEIRO-VIDAL et al., 2003), Brassica (HASTEROK et al., 2005), entre outras.

As bandas evidenciadas pela impregnacao pela a prata t€ém sido associadas a sitios
de rDNA, principalmente ao sitio 18S-5,85-26S. Alguns estudos envolvem o uso
simultaneo da hibridagdo in situ com a seqiiéncia 18S-5,8S-26S e a impregnagdo pela prata,
como nas espécies: Allium commutatum Guss. (BESENDORFER et al., 2002), Lupinus
angustifolius (HADJERA et al., 2003), outras dez espécies do género Hypochaeris
(CERBAH et al., 1998), Picea omorika e P. abies (SILJAK-YAKOVLEYV et al., 2002),
espécies de Selaginella (MARCON et al, 2005), nas quais foi observada uma
correspondéncia entre os sitios do rDNA 18S-5,85-26S e o nlimero méaximo de bandas
contrastadas pela prata, comprovando que todos os sitios deste rDNA estavam ativos.

Nem sempre todos os sitios de rDNA estdo ativos, ocorrendo uma variagdo no
nimero de sitios ativos corados com a prata numa mesma espécie, porém, alguns sitios
apos o estudo de muitas células nunca sdo vistos em atividade. Isto ja foi verificado nas em
espécies como Hypochaeris chillensis (CERBAH et al., 1998) e Lupinus consentinii
(HADJERA et al., 2003).

2.5.4 Bandas C

A heterocromatina constitutiva corresponde a uma regido dos cromossomos permanentemente
condensada, que pode conter genes, porém estes sdo inativos devido ao seu grau de condensagido que impede
a transcri¢do. O bandamento C é uma técnica que permite localizar a heterocromatina possibilitando a

caracterizacdo de cromossomos pela avaliagdo da quantidade e distribui¢do de bandas (MARKS &
SCHWEIZER, 1974).

O bandamento C envolve dois tratamentos, sendo inicialmente aplicado sobre os
cromossomos uma solug@o basica de hidroxido de bario e em seguida uma solugdo salina
em temperatura elevada, podendo ainda ser incluido um tratamento inicial com &cido
acético ou acido cloridrico. Esse procedimento leva a fragmentacio do DNA que

progressivamente ¢ eliminado dos cromossomos. O DNA contido na regido da



heterocromatina ¢ menos sensivel a esse tratamento do que o DNA da eucromatina,
possivelmente devido a uma associagdo mais forte entre DNA e proteinas na
heterocromatina. Apos a coloracdo com o Giemsa, sdo visualizadas regides mais escuras

que correspondem a heterocromatina e que sdo denominadas bandas C.

PIEROZZI et al. (1999) avaliando células mitdticas das espécies C. canephora e C. dewevrei com o
bandamento C, ndo encontraram diferengas significativas entre as espécies. Nessas espécies as bandas C
foram encontradas predominantemente nas regides centromérica e pericentromérica. Outras seis espécies
diploides de Coffea e uma de Psilanthus foram estudadas aplicando o bandamento C, sendo que nessas
espécies as bandas também foram encontradas preferencialmente em regides centroméricas e
pericentroméricas, apresentando uma similaridade entre as espécies observadas (PIEROZZI et al., 2003).

Diversas espécies vém sendo avaliadas com o uso do bandamento C, como espécies do género
Genipa que assim como o café, pertencem a familia Rubiaceae. PIEROZZI et al. (1997), analisando o padrido
de bandamento C nas espécies G. americana e G. infundibuliformes, relataram um alto nimero de bandas
sendo essas encontradas em todos os cromossomos de ambas as espécies, porém nem sempre na mesma
posi¢do, permitindo a diferenciacdo das espécies por meio dessa técnica.

O padrdo das bandas C pode ser utilizado ainda em analises filogenéticas e estudo
da evolugdo do caridtipo. O bandamento C associado a técnica de hibridagdo in situ
fluorescente permitiu a separagdo de quatro espécies conhecidas € uma suposta espécie do
género Clivia, familia Amaryllidaceae, em trés grupos. As bandas C coincidiram ainda com
regides do rDNA 18S-5,8S-26S (RAN et al., 2001).

Em outras espécies, como Allium cepa L. (2n=2x=16), o bandamento C permitiu a
distingdo de todos os cromossomos do complemento (KIM et al., 2002). Ja em plantas de
Medicago sativa subesp. sativa, o bandamento C permitiu além da identificacdo de
cromossomos, a andlise de diversidade de um germoplasma e a identificacdo de
aneuploides (BAUCHAN et al., 2002). No género Alstroemeria, o bandamento C
possibilitou a diferenciacdo de espécies e ainda a identificagcdo de cromossomos dos

parentais em hibridos interespecificos (ISHIKAWA & ISHIZAKA, 2002).

Assim como em Alstroemeria, o bandamento C vem sendo utilizado em varias espécies para
determinar a variagdo cromossOmica entre e dentro de espécies dos mais variados géneros: Secale
(MURRAY, 1994), Guizotia (DAGNE, 1995), Clivia e Narcissus (RAN et al., 1999; RAN et al., 2001,
D’AMATO, 2004), Avena (JELLEN & LADIZINSKY, 2000), Bromus (TUNA et al., 2001; TUNA et al.,
2004; TUNA et al., 2005), Arrhenatherum (MITCHELL et al., 2003), Allium (BESENDORFER et al., 2002),
Manihot (CARVALHO & GUERRA, 2002), Triticum (DEDKOVA et al., 2004), Crepis japonica, Galinsoga
parviflora e Chaptalia nutans (FREGONEZI et al., 2004).

2.6 Regides organizadoras do nucléolo em Coffea L.

PINTO-MAGLIO & CRUZ (1987) analisaram o0s cromossomos meioticos no paquiteno da
tetraploide C. arabica e de outras nove espécies diploides de café. Foram avaliados, entre outros pardmetros,
o nimero de cromossomos associados ao nucléolo e a constituicdo da regido organizadora do nucléolo
(NOR). Dentre as nove espécies diploides analisadas C. racemosa e C. salvatrix apresentaram dois pares de
cromossomos nucleolares, enquanto que outras seis exibiram somente um par de cromossomos nucleolares. Ja
C. stenophylla apresentou de um a trés pares de cromossomos nucleolares. A espécie tetraploide C. arabica
apresentou de um a trés pares de cromossomos associados ao nucléolo, sendo dois 0 nimero mais comum.



PINTO-MAGLIO (1991); PINTO-MAGLIO & CRUZ (1998) constataram, estudando os
cromossomos meioticos no estagio de paquiteno de C. arabica, variedade arabica L. (ou typica Cramer) e
cultivar Bourbon Vermelho, que os cromossomos do complemento envolvidos na formagdo da NOR eram o
14, 20 e 21, sendo que os cromossomos 14 e 21 pareciam estar mais comumente associados & NOR. A
observacdo de outros trés pares de cromossomos que tinham em um de seus bragos uma terminagdo tipica de
cromossomo nucleolar, ou seja, um cromomero satélite, porém nunca associados com o nucléolo, levou as
autoras a sugerirem a existéncia de uma relacdo de dominancia entre os cromossomos nucleolares na espécie
C. arabica.

A dominancia nucleolar tem sido observada em diversas espécies, principalmente em hibridos
interespecificos, como é o caso de C. arabica. REEDER (1985) reuniu evidéncias sobre a dominincia
nucleolar em hibridos interespecificos, incluindo muitos géneros de plantas e animais como sapos e
Drosophila, relatando a existéncia de dois mecanismos moleculares que poderiam atuar nesse processo. O
primeiro mecanismo envolveria a competigdo entre genes ribossomais com numero desigual de elementos
“enhancer” (mecanismo desequilibrio “enhancer”), e o segundo estaria relacionado a diferencas no sistema de
transcri¢do dos genitores, no qual o fator de transcrigdo de uma espécie ndo reconheceria o promotor do gene
ribossomal da outra (mecanismo fator espécie-especifico). J&4 PONTES et al. (2003), estudando a dominéancia
nucleolar no hibrido alotetraploide Arabdopsis suecica, descrevem a atividade de NORs que sdo homologas
nas espécies parentais, no seu estagio ativo e inativo, sugerindo que a dominancia nucleolar pode resultar de
pequenas variagdes genéticas ou epigenéticas, ndo sendo um trago fundamental numa dada combinacdo de
hibridos interespecificos.

PIEROZZI et al. (1999) avaliaram células somaticas das espécies C. canephora e C. dewevrei
constatando que a NOR foi localizada no cromossomo 3 de ambas as espécies. Num estudo posterior,
PIEROZZI et al. (2003) estudaram seis espécies diploides de café usando AgNO; e descreveram que nas
analises iniciais foi observada a presenca de um ou mais pares de cromossomos associado a NOR.

A sonda de rDNA 18S-5,8S-26S estd associada a formagdo da NOR e, portanto a
presenca de sitios desta sonda indica o nimero de cromossomos nucleolares mesmo quando
estes ndo estdo ativos. Na espécie tetraploide C. arabica cultivar Bourbon Vermelho foram
observadas com esta sonda trés sitios do rDNA 18S-5,85-26S (PINTO-MAGLIO et al.,
2001), na mesma localizagdo de trés sitios evidenciados pela impregnagdo com a prata
(PINTO-MAGLIO et al., no prelo). Em espécies diploides do género Coffea, como descrito
acima, também estdo sendo feitas pesquisas referentes a NOR, com o uso da hibridaggo in
situ e bandamento com prata, ¢ ainda bandamento com a CMA;. Nas espécies diploides a

concordancia nos resultados obtidos com tais técnicas também vem sendo observada.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram utilizadas raizes ¢ botdes florais da variedade typica Cramer e da cultivar
Mundo Novo de C. arabica L. (Tabela 1), cujas plantas estdo disponiveis no Banco Ativo
de Germoplasma do Centro de Analise e Pesquisa Tecnoldgica do Agronegocio do Café

“Alcides Carvalho”, Fazenda Santa Elisa, no Instituto Agronomico (IAC) em Campinas/SP.



Tabela 1 - Plantas de C. arabica L. utilizadas neste estudo, com os respectivos niimeros cromossomicos ¢
registros no Banco de Germoplasma (BAG) e Herbéario do IAC.

NGMero Or BAG.IAC Herbério

i rigem -

C. arabica L. cromossémico 8 IAC
typica Cramer 2n=4x=44 Variedade Colegao 2 TIAC-25032
Mundo Novo 2n=4x=44 Cultivar 376-4 —

3. 2 Métodos
3.2.1 Mitose

Sementes de C. arabica da var. typica e da cv Mundo Novo, foram colocadas para
germinar em placas de Petri com papel filtro, sendo umedecidas diariamente com agua
destilada e mantidas num fotoperiodo de 8 horas. Apés 3 a 4 semanas, as raizes recém
germinadas com cerca de 0,5 a 1,0 cm foram coletadas e tratadas com o agente anti-
mitotico paradiclorobenzeno (PDB) por 4 horas. Essas raizes foram fixadas numa solugao
de alcool etilico e acido acético (3:1) e armazenadas em freezer —20°C.

Para as preparagdes citologicas, as raizes ja fixadas, foram hidrolisadas numa
mistura de enzimas (0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase; diluidas em solugao
2 mM tampao Citrico-Citrato pH 4,5) a 37°C por 20-30 minutos, para o amolecimento do
meristema e em seguida esmagadas diretamente nas ldminas contendo acido acético 45%.
As laminas com maior numero de células, nas fases de pré-metafase ou metafase, foram
selecionadas e mergulhadas no nitrogénio liquido para a retirada das laminulas, em seguida
foram secas a temperatura ambiente e imediatamente armazenadas na geladeira até serem

utilizadas.

3.2.2 Meiose

Para estudo dos cromossomos em meiose, foram coletados ramos com botdes
jovens da var typica e da cv Mundo Novo de C. arabica, os quais foram colocados em
condi¢des de laboratorio apropriadas ao seu desenvolvimento, segundo o procedimento
descrito por PINTO-MAGLIO (1983), até atingirem as fases da meiose de interesse, sendo

essas paquiteno, diacinese e metafase I.



PINTO-MAGLIO (1983) descreveu que em C. arabica os botdes florais ficam
dormentes numa fase pré-meiotica até que ocorra a primeira chuva apds o periodo de seca
do inverno. Assim, foram coletados ramos com botdes jovens que foram colocados numa
camara umida para simular o que ocorre na natureza, realizando-se coletas periddicas de
amostras para verificar a fase meidtica em que se encontravam os botdes. Para as
verificagdes periddicas, duas ou trés anteras foram colocadas em laminas e esmagadas em
Carmim Acético 1,2% com auxilio de um bastao de vidro e apos, a retirada do excesso de
tecido das anteras, células maes de pdlen foram cobertas com uma laminula. Quando os
botdes encontravam-se nas fases de interesse, esses eram coletados, fixados em alcool
etilico e acido acético (3:1) e armazenadas em freezer —20°C.

No preparo das laminas para serem utilizadas nos experimentos descritos abaixo, as
anteras foram esmagadas em acido acético 45% e as laminas com maior nimero de células
em paquiteno, diacinese ou metafase I foram selecionadas e a seguir mergulhadas no
nitrogénio liquido para a retirada das laminulas, secando em seguida a temperatura

ambiente e sendo entdo armazenadas na geladeira até serem utilizadas.

3.2.3 Hibridacéo in situ

Para a técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) foram utilizadas 1aminas de
metafases mitoticas dos dois materiais: var typica e cv Mundo Novo. O protocolo utilizado
para a hibridacdo foi o descrito por PENDAS et al. (1993), modificado por PINTO-
MAGLIO et al. (2000) para ser utilizado em cromossomos de café. Este protocolo consta
principalmente das seguintes etapas:

a) Amplificacdo e marcacao da sonda

As sondas ja inseridas em plasmideos foram multiplicadas em bactérias e isoladas
através de mini-preparacdo de plasmideo bacteriano (miniprep). Uma porcdo dos
plasmideos foi submetida a digestdo para certificar a presenca do inserto ou sonda. Apds
isso, os plasmideos foram marcados por nick translation com a digoxigenina associada ao
nucleotideo uracila (digoxigenina-11-dUTP Roche), através do sistema enzimatico de
marcagdo que envolve a DNase e a DNA polimerase, atuando na incorporagdo dos
nucleotideos marcados a uma das fitas de DNA da sonda.

b) Pré-tratamento das preparacdes citologicas



Antes de se proceder a hibridagdo, foi efetuado o pré-tratamento das preparagdes
citologicas com RNAse e pepsina, que impedem a hibridacdo da sonda com acidos
nucléicos que ndo se constituem em alvo, e reduz as interagdes nao especificas com
proteinas ou outros componentes que poderiam se ligar a sonda.

c¢) Desnaturagao da sonda e cromossomos

As sondas e as laminas com as preparagdes cromossomicas foram desnaturadas para
permanecerem com as respectivas cadeias de DNA em fita simples. A desnaturacdo das
sondas e dos cromossomos foi feita separadamente. A sonda marcada foi diluida numa
solu¢do contendo sais, formamida, tampao fosfato e dextran sulfato; e submetida a
desnaturagdo por 8 minutos a 99°C em banho-maria. Os cromossomos foram desnaturados
pela adi¢do nas laminas da solucdo de desnaturacdo contendo sais, formamida e tampao
fosfato na estufa a 80°C.

d) Hibridagao

A sonda ja desnaturada foi aplicada sobre os cromossomos também desnaturados.
As laminas com as preparagdes citologicas (DNA alvo e sonda), foram entdo incubadas, em
camara umida e mantidas em estufa a 42°C por cerca de 16 horas (overnight).

e) Lavagens apos a hibridagao

Foram feitas lavagens das preparagdes citoldgicas apos a hibridagdo com o objetivo
de remover sondas ndo inteiramente associadas de modo que permanecessem somente as
ligacdes perfeitas, ou quase perfeitas, dos nucleotideos na fita dupla do DNA renaturado.

f) Detecgao dos sinais de hibridacao

Por meio de uma reagdo antigeno-anticorpo, a anti-digoxigenina conjugada ao
fluorocromo fluoresceina se une a digoxigenina ligada aos nucleotideos da sonda o que
resulta na visualiza¢do de sinais fluorescentes observados no microscopio de fluorescéncia
a partir do uso de filtros de luz especificos para o comprimento de onda da fluoresceina. As
laminas foram finalizadas com meio de montagem para fluorescéncia, com ‘“‘anti-fading”,
Vectashield (Vector Laboratories) contendo o contracorante 4’-6-diamidinino-2-
phenylindole (DAPI). As imagens de células e sinais relativos aos pontos de hibridagdo
foram observados através de um microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50 equipado

com filtro Olympus UMNB?2 (excitacao a 450 nm; emissdo 570 nm) e uma camera digital



refrigerada Olympus Q-colors3 (3 megapixels), acoplados a um sistema de andlise de

imagens computadorizado contendo o programa Image-ProPlus versao 5.0.

3.2.4 Sondas

Na hibridagéo in situ foram utilizadas duas sondas de rDNA: a pTa71 que abrange as regides 18S—
5,85-26S, com 9 kb isolada de Triticum aestivum (GERLACK & BEDBROOK, 1979) clonada no plasmideo
pUCI19, e a pScT7 que corresponde a regido 5S com 300-500 pb isolada de Secale cereale (LAWRENCE &
APPELS, 1986), clonada no plasmideo pUCS.

3.2.5 Bandamento com CMA:/DA

Na coloragdo com a Cromomicina A3 (CMAj3) seguiu-se o procedimento descrito
por SCHWEIZER (1976). Preparagdes citologicas de células meiodticas e mitoticas feitas
com 2 ou 3 dias de antecedéncia, foram incubadas com 50 pl da CMA; 0,025 g/ml por 1
hora no escuro a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacgdo, as laminas foram
lavadas com agua deionizada e secas no escuro. Foi adicionado as laminas, 100 ul da
solucdo de distamicina-A (DA) 0,1 mg/ml e, essas foram incubadas por 20 minutos no
escuro a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas e secas no escuro. As laminas
foram montadas com uma solugdo contendo glicerina, MgCl, ¢ Tampao Mcllvane,
permanecendo incubadas durante 3 dias a 37°C antes de serem analisadas ao microcopio.
As laminas foram observadas através de um microscopio de epifluorescéncia Olympus
BX50 equipado com filtro Olympus UMWBYV (excitagdo a 400/440 nm; emissao 470 nm) e
uma camera digital Olympus Q-colors3 (3 megapixels), acoplados a um sistema de analise

de imagens computadorizado.

3.2.6 Bandamento com CMA; sem DA

Foi utilizado o mesmo protocolo descrito acima (SCHWEIZER, 1976) sem a adigao
da Distamicina-A (DA). Laminas de meiose e metafase mitdticas com 2 ou 3 dias, foram
incubadas com 50 pl da CMA; 0,025 g/ml por 1 hora no escuro a temperatura ambiente. As
laminas foram entdo lavadas com agua deionizada e secas no escuro. Foi adicionada uma
solucdo contendo: glicerina, MgCl, e Tampao Mcllvane, a seguir as laminas foram
mantidas no escuro a 37°C por 3 dias. As laminas foram observadas através de um

microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50 equipado com filtro Olympus UMWBYV



(excitacdo a 400/440 nm; emissao 470 nm) e uma camera digital refrigerada Olympus Q-

colors3 (3 megapixels), acoplados a um sistema de analise de imagens computadorizado.

3.2.7 Bandamento com DAPI/DA

O bandamento com o 4’, -6-diamidinino-2-phenylindole (DAPI) foi realizado de
acordo com o protocolo de SCHWEIZER (1976). As laminas de meiose ¢ metafases
mitoticas foram incubadas no escuro por 20 minutos a temperatura ambiente com 100 pl da
solugdo de DA 0,1 mg/ml, apds isso foram lavadas com dgua deionizada e secas no escuro.
Depois de secas, as laminas foram coradas com 50 ul do DAPI 0,1 mg/ml por 30 minutos
no escuro a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas, secas no escuro e montadas
em glicerina e 4gua numa propor¢ao de 1:4. Imagens das células foram observadas através
de um microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50 equipado com filtro Olympus
UMWU (excitacdo a 330/385 nm; emissao 420 nm) e uma camera digital refrigerada
Olympus Q-colors3 (3 megapixels), acoplados a um sistema de andlise de imagens

computadorizado.

3.2.8 Bandamento com nitrato de prata

Para o bandamento com nitrato de prata foi usado o protocolo de HOWELL &
BLACK (1980) adaptado para a espécie em estudo. Inicialmente, foram preparadas duas
solugdes tendo a primeira 0,02 g/ml de gelatina e 1% de acido férmico diluidos em agua. A
segunda solucdo era composta de 0,5 g/ml do nitrato de prata diluido em agua. Nas
preparagdes citologicas de células meidticas e mitoticas, foi aplicada a propor¢ao de 1:10
da primeira e segunda solugdo, respectivamente. As laminas foram cobertas com uma
laminula e incubadas na estufa a 70°C por 1 minuto, sendo depois lavadas com agua
deionizada, secas ao ar ¢ montadas com Permount. Fotomicrografias foram feitas das
imagens das células usando-se filme para fotos em cor KODAK ULTRA 400 no
fotomicroscopio Olympus VANOX.

3.2.9 Bandamento C
Para o bandamento C foram testados varios protocolos. Inicialmente foi adotado um

protocolo utilizado para espécies diploides de café por PIEROZZI et al. (1999). Seguindo



este protocolo foram utilizadas 1aminas de metafases mitdticas com cerca de 2 a 3 semanas,
que foram incubadas numa solugdo saturada de hidroxido de bario a 55°C por 15 minutos,
lavadas com agua deionizada e secas ao ar. Apds isso, foram incubadas no 2xSSC a 65°C
por 2 horas, lavadas e secas ao ar e em seguida coradas com o corante Giemsa a 1% diluido
no tampado Fosfato Sorensen por cerca de 15 minutos. As laminas foram lavadas, secas ao
ar ¢ montadas com Permount. Como ndo foram observados resultados positivos com este
procedimento na espécie tetraploide de café utilizada neste estudo, foram testadas algumas
modificagdes como um tempo maior no hidroxido de bario e no Giemsa 1%.

Foi testado ainda o protocolo de SCHWAZACHER et al. (1980), que utiliza um
tratamento inicial com acido acético 45% a 60°C e o hidroxido de bario a temperatura
ambiente. Com este protocolo também ndo foi possivel observar bandas C, mesmo com a
elevacdo da temperatura do hidréxido de bario para 55°C, sendo testado um terceiro
protocolo de D’EMERICO et al. (2002), para o bandamento de cromossomos pequenos
como os do café.

O protocolo de D’EMERICO et al. (2002) envolve um tratamento inicial com acido
cloridrico a 0,2 N por 3 minutos a 60°C e tratamento com hidroxido de bario por 4 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, o tratamento com hidroxido de bario foi feito num
periodo de tempo maior, cerca de 15 minutos, como os resultados ainda ndo estavam
satisfatorios, este passou a ser usado inicialmente na temperatura de 55°C por cerca de 15
minutos. Com este protocolo foram obtidos os melhores resultados, sendo ainda necessario
algumas adaptagdes para a espécie em estudo, com relagdo ao tempo de exposicao ao acido

cloridrico e tratamento com hidréxido de bario a 55°C, contudo por um periodo menor.

4 RESULTADOS

4.1 Coffea arabica, Variedade typica Cramer
4.1.1 Hibridacéo in situ fluorescente

No complemento cromossdémico de células somaticas da variedade typica Cramer
foi possivel visualizar seis sinais correspondentes a ocorréncia de hibridagdo in situ

fluorescente com o uso da sonda de rDNA pTa71, que corresponde a seqiiéncia 18S—5,85—



268, responsavel pela organizagdo do nucléolo. Todos os sinais estdo situados em regides
terminais dos cromossomos, € num dos pares os sinais sao relativamente mais distendidos
como pode ser observado na figura 1A. Nesta mesma figura 1A ¢ possivel observar ainda
um nucleo interfasico no qual sdo claramente visiveis os seis sinais.

Foi realizada também a hibridagdo in situ com a sonda pScT7, menor em pares de
bases que a pTa71, que compreende somente a regido de rDNA 5S. O uso da sonda de
rDNA pScT7 resultou na visualizacdo de dois sinais, sendo estes localizados na regido
terminal de um par de cromossomos (Figura 1B).

O tamanho reduzido e a semelhanca da morfologia entre os cromossomos
metafasicos do complemento da var. typica, impossibilitaram a identificagdo dos
cromossomos que estariam associados aos sinais obtidos com a hibridagdo de ambas as

sondas de rDNA.

4.1.2 Bandamento CMA3/DA

O uso da Cromomicina A; (CMAj;) tem como finalidade diferenciar os
cromossomos dentro do complemento cromossdmico através do numero e localizagdo de
bandas correspondentes a regides ricas em bases GC. A Cromomicina pode ser aplicada
associada ou nao a Distamicina-A (DA) que ¢ um contrastante negativo que favorece a
distingdo das bandas.

Foi aplicada a técnica de bandamento CMA3;/DA em células mitdticas e meidticas
da var. typica.

Nas metafases mitoticas, foram visualizadas, com a aplicagdo de CMA3/DA, a
presenca de seis bandas em regides terminais de trés pares de cromossomos, tendo sido
observadas outras bandas em regides proximas ao centromero (Figura 2A). Em um par de
cromossomos observa-se, além de uma banda terminal, também a presenca de uma banda
pericentromérica, (Figura 2A - setas amarelas). Visualizam-se nesta mesma figura bandas
pericentroméricas em outros cromossomos, ndo sendo possivel determinar o nimero total
de bandas presentes nas regidoes pericentroméricas, devido a coloracdo menos intensa
dessas bandas que em algumas células parecem estar presentes em quase todos os
cromossomos do complemento.

Nas células em meiose o bandamento CMA3/DA foi realizado nas fases de metafase

I, paquiteno e diacinese.



Na fase de metafase I da meiose foram observadas também seis bandas em regides
terminais de trés bivalentes (Figura 2B). Nesta fase da meiose ndo foram visualizadas
bandas localizadas em regides pericentroméricas.

Nas células meidticas nas fases do paquiteno e diacinese, foram visualizados trés
bivalentes com bandas na regido terminal, igualmente totalizando seis bandas (Figura 2C).
Os bivalentes bandados apresentaram-se todos associados ao nucléolo (Figura 2C). Em
algumas células foram observados apenas dois dos bivalentes bandados associados ao
nucléolo estando o terceiro bivalente ndo associado (Figura 2D).

Durante as analises, observaram-se células com mais de um nucléolo, que variavam
em tamanho, isto ¢, em algumas células os varios nucléolos eram semelhantes em tamanho,
em outras havia um maior com outro menor, ou ainda em tamanhos variados. A maioria das
células apresentou-se com nucléolo unico, tendo dois a trés pares de cromossomos
associados a ele.

Na figura 2C ¢ possivel verificar, num dos pares de cromossomos associados ao
nucléolo, além das bandas terminais da NOR, também a presenga de outras bandas nao

terminais, (setas amarelas), podendo estas ser intercalares ou subterminais.

4.1.3 Bandamento CMA;

No material da var. typica foi aplicada também a técnica de bandamento CMA; sem
a adi¢do da Distamicina-A (DA). A aplicacdo foi feita em células mitoticas na fase de
metafase e meiodticas na fase de diacinese. Nao foram observadas bandas positivas com o

uso da CMAj; sem a adi¢do da Distamicina-A (Figura 2E).

4.1.4 Bandamento DAPI/DA

A técnica de bandamento com o 4’°, -6-diamidinino-2-phenylindole (DAPI) tem
como objetivo caracterizar os cromossomos dentro do complemento cromossomico através
do ntimero e localizagao de bandas correspondentes a regides que sejam ricas em bases AT.
Para esse procedimento foram utilizadas laminas com células em metafases mitoticas e
laminas com metafases I da meiose de C. arabica var. typica. Nao foram observadas
bandas em qualquer um dos cromossomos do complemento deste material tanto nas células

em mitose (Figura 4A) como nas células em meiose (Figura 4B).



4.1.5 Bandamento AgNOR

O nitrato de prata tem afinidade por proteinas nucleolares, sendo utilizado para o
bandamento de regides organizadoras do nucléolo (NOR) ativas no ultimo ciclo celular.
Aplicando-se o bandamento com nitrato de prata em preparagdes citoldogicas na meiose € na
mitose da var. typica, verificou-se que os resultados mais esclarecedores eram obtidos nas
fases meiodticas do paquiteno e da diacinese, pois possibilitavam ndo s6 a visualizagao
simultdnea do nucléolo e¢ dos cromossomos a ele associados, como também das bandas
situadas dentro do nucléolo, referentes as regides satélite dos cromossomos nucleolares.

Nos dois tipos de preparagdo, foi visualizado o niimero maximo de trés pares de
cromossomos bandados associados ao nucléolo. Em alguns casos, visualizou-se duas a trés
bandas no nucléolo, ndo sendo observadas, neste caso, bandas nos demais cromossomos do
complemento (Figura 5A e 5B). Nestas células onde ndo foi possivel visualizar exatamente
a imagem de cromossomos inteiros e com bandas, associados ao nucléolo, pdde-se inferir o
numero das NORs ativas a partir das bandas formadas no nucléolo, com a concomitante
auséncia total de bandas nos demais cromossomos do complemento (Figura 5A e 5B).

As laminas de células mitdticas bandadas com nitrato de prata foram mais dificeis
de serem analisadas quanto ao nimero de cromossomos com bandas, possivelmente devido
a um maior acumulo de granulos da prata que dificultou a interpretagcdo, no entanto, essas
preparagdes permitiram a observacdo de ocorréncia de variagdo no numero de nucléolos
presentes nas células, e também a ocorréncia de variagdo no tamanho desses nucléolos
dentro de uma mesma célula, e entre células. Foi registrado de um até seis nucléolos por

célula.

4.1.6 Bandamento C

O bandamento C discrimina regides heterocromaticas, que aparentemente sao
menos sensiveis a tratamentos basicos, salinos e até acidos, possivelmente devido a uma
associacao mais forte do DNA e proteinas na heterocromatina, ficando com uma coloragao
mais intensa apos a aplicacao de um corante, no final do processo.

Para o bandamento C foi testado inicialmente o protocolo proposto por PIEROZZI

et al. (1999) para espécies dipldides de café que ndo resultou na formagdo de bandas nos



cromossomos do complemento da var. typica. Ao final do processo, todos 0s cromossomos
apresentaram-se com a cromatina homogénea em toda sua extensdo. Apds isso, foi testado
o protocolo de SCWARZACHER et al. (1980) para o bandamento de cromossomos
pequenos, que difere do protocolo anterior pelo tratamento inicial dos cromossomos com
acido acético. Este segundo protocolo também teve resultado negativo, ndo sendo
verificada a ocorréncia de bandas. Testou-se um terceiro protocolo, proposto por
D’EMERICO et al. (2002), que envolve um tratamento inicial com o acido cloridrico. A
utilizag¢ao do acido cloridrico também nao foi suficiente para a ocorréncia de bandas.

Uma quarta modificagdo foi introduzida, utilizando o procedimento de
SCWARZACHER et al. (1980) com alteragdes quanto a exposicao ao acido cloridrico e
temperatura/tempo do hidroxido de bério. Com essas modificacdes foram visualizadas
bandas em alguns cromossomos, mas as laminas em geral, ficaram extremamente claras,
mesmo aumentando-se a exposicdo ao corante Giemsa, indicando que o DNA dos
cromossomos havia sido demasiadamente fragmentado ndo restando nem a

heterocromatina.

4.2 Coffea arabica, Cultivar Mundo Novo
4.2.1 Hibridacéo in situ fluorescente

Como resultado da hibridagdo in situ fluorescente, em células somaticas da cv
Mundo Novo com a sonda pTa7l, que abrange as regides 18S-5,8S-26S, foram
visualizados seis sinais todos localizados em regides terminais de trés pares de
cromossomos (Figura 1C). As hibridagdes com a sonda pScT7 resultaram na visualizagao
de dois sinais, correspondentes a regido 5S, ambos localizados na regido terminal de um par

de cromossomos (Figura 1D).

4.2.2 Bandamento CMA;/DA

No bandamento CMA53/DA no material Mundo Novo, foram observadas em
metafases mitoticas a presenca de seis bandas, situadas em regides terminais de trés pares
de cromossomos (Figura 3A). Num destes pares de cromossomos, verifica-se a presenga de

bandas pericentroméricas, que estdo destacadas na figura 3A com setas amarelas. Foram



observadas ainda, pequenas bandas pericentroméricas, menos evidentes, em outros pares de
cromossomos do complemento.

Com a aplicagdo do bandamento CMA3/DA em células meidticas os resultados
foram os seguintes: a) nas células na fase de metafase I foram visualizadas seis bandas,
localizadas em regides terminais de trés bivalentes (Figura 3B); b) nas células em diacinese
foram visualizados também trés bivalentes, associados a NOR, com bandas em regides
terminais (Figura 3C). Eventualmente foram observados apenas dois bivalentes associados

a NOR (Figura 3D).

4.2.3 Bandamento CMA;

Para o bandamento CMA3; sem DA foram analisadas também células em mitose e
meiose. Em ambos os casos, foi observada uma coloracdo homogénea dos cromossomos,
sem a distingdo de bandas (Figura 3E; Figura 3F). Na fase de diacinese foram observados
trés bivalentes associados ao nucléolo, que ao contrario do resultado observado para o
bandamento CMAj; com DA, apresentaram coloracdo homogénea sem a presenga de bandas
(Figura 3F).

4.2.4 Bandamento DAPI/DA

O bandamento, com a utilizagdo do fluorocromo DAPI com Distamicina-A,
aplicado em células mitoticas na fase de metadfase da cv Mundo Novo, ndo resultou na
visualizagdo de bandas positivas, ou regides ricas em bases AT, em qualquer um dos
cromossomos do complemento (Figura 4C). O mesmo resultado foi obtido com a aplicagdo
desta técnica em células na profase I da meiose. Na figura 4D ¢ possivel visualizar uma
célula meiotica, na fase de diacinese, com todos os cromossomos do complemento,
incluindo os trés bivalentes associados ao nucléolo, sem a presenca de bandas positivas

DAPI/DA.

4.2.5 Bandamento AgNOR
Na cv Mundo Novo, como ja descrito acima para a var. typica, os melhores
resultados no bandamento com a prata foram visualizados na meiose. Observando-se

células na profase I na fase de diacinese (Figura 5C; Figura 5D), ¢ possivel constatar a



presenca de trés bivalentes associados ao nucléolo e todos com bandas na regido terminal
onde ha a inser¢ao nucleolar ou NOR.

Foram visualizadas também nesta fase da meiose, algumas poucas regides
relativamente escuras, semelhantes as bandas resultantes da impregnagdo pela prata em
outros bivalentes do complemento da cv Mundo Novo, sendo que estas ndo eram tao
evidentes como aquelas observadas nos cromossomos associados ao nucléolo.

Em células meidticas na fase de metafase I, visualizaram-se trés bivalentes, com
uma banda terminal em cada um deles. Em alguns cromossomos do complemento sao
visualizadas regides com colora¢do relativamente mais intensa que o restante do braco
cromossdmico, mas ndo tdo evidentes quanto as bandas observadas nos trés bivalentes
citados acima (Figura 5E).

O resultado obtido para células em metafase mitotica foi semelhante ao obtido para
células em metafase I da meiose, sendo observado no maximo trés pares de cromossomos
com bandas na regido terminal, totalizando seis bandas. Em células mitdticas na fase de
pré-metafase, quando ainda ¢ possivel visualizar o nucléolo, constatou-se uma variagdo no
nimero de cromossomos associados ao nucléolo, como na célula da figura S5F que
apresentou somente trés cromossomos associados ao nucléolo, sendo que a regido terminal,
ou regido satélite destes apresentou uma coloragdo mais intensa, isto €, bandas AgNOR

terminais.



Figura 1 — Células em metafase mitdtica do café (Coffea arabica L.) da variedade typica
Cramer e da cultivar Mundo Novo. Setas indicam os sinais de hibridagao in situ obtidos com
as sondas: pTa71 que corresponde ao sitios de rDNA 45S (NORs); e pScT7 que evidencia
sitios de rDNA 5S. Sondas marcadas com digoxigenina e contra-coloracdo dos cromossomos
com DAPI. Variedade typica: (A) pTa7l e (B) pScT7. Cultivar Mundo Novo: (C) pTa71 e (D)
pScT7. Escala=5um.
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Figura 2 — Células mitoticas e meioticas do café (Coffea arabica L.) da variedade typica
Cramer com bandamento CMA3/DA e bandamento CMA;. Bandamento CMA3/DA: (A)
Metafase mitotica; (B, C e D) Células em meiose; setas indicam sinais positivos de bandas
em regides terminais (setas brancas) e bandas em regides intercalares (setas amarelas).
Bandamento CMA;: (E) Metafase mitotica com cromossomos sem sinais positivos de
bandas. Escala=5pum.
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Figura 3 — Células mitdticas e meidticas do café (Coffea arabica L.) da cultivar Mundo
Novo com bandamento CMA3;/DA e bandamento CMAj;. Bandamento CMA3/DA: (A)
cromossomos em metafase mitotica; (B, C e D) Cromossomos meidticos; setas indicando os
sinais positivos de bandas em regides terminais (setas brancas) e bandas em regides
intercalares (setas amarelas). Bandamento CMA;j;: (E) Cromossomos somaticos ¢ (F)
Cromossomos meidticos sem sinais positivos de bandas. Escala=5um.
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Figura 4 — Bandamento com fluorocromo DAPI em cromossomos mitdticos e meioticos do
café (Coffea arabica L.) da variedade typica Cramer e da cultivar Mundo Novo, sem sinais
de bandas positivas. Variedade typica: (A) Metafase mitdtica e (B) Meiose - Metafase I.
Cultivar Mundo Novo: (C) Metafase mitdtica e (D) Profase I - Diacinese. Escala=5um.
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Figura 5 — Bandamento com nitrato de prata em cromossomos mitdticos e meidticos C.
arabica. (A e B) variedade typica Cramer; (C, D, E, F) cultivar Mundo Novo. (A, B, C, D, E)
Cromossomos meioticos: bandas em cromossomos na fase de diacinese e na fase de metafase
I com setas indicando bandas em cromossomos associados ao nucléolo. (F) Cromossomos
somaticos: bandas nos cromossomos associados ao nucléolo. Escala=5pum.
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Avaliou-se ainda, a partir das preparacdes mitoticas, o numero de nucléolos que eram
formados no decorrer do ciclo celular. Em células na interfase e préfase foi observada uma
variacao no numero e tamanho de nucléolos formados, tendo sido verificada a presenca de

um até seis nucléolos no maximo.

4.2.6 Bandamento C

Para a cv Mundo Novo, o protocolo de PIEROZZI et al. (1999) nao resultou na
distingdo das regides heterocromaticas, sendo observada uma homogeneidade na coloragio
dos cromossomos no final do procedimento. Devido a isto foram testados os mesmos
procedimentos alternativos usados para a var. typica que incluiam tratamentos iniciais com
substancias acidas.

Da mesma maneira foi testado o protocolo descrito por SCHWAZACHER et al.
(1980) que inclui um tratamento inicial das células com acido acético e que também teve
um resultado negativo. Foi utilizado também o protocolo alternativo especifico para o
bandamento de cromossomos pequenos (D’EMERICO et al., 2002), como 0s cromossomos
de C. arabica, no qual ha um tratamento com acido cloridrico aquecido que seria mais
eficaz na fragmentacdo do DNA. Apos algumas alteragdes no tempo de exposi¢ao ao acido
cloridrico e temperatura/tempo do hidroxido de bario, deste Ultimo protocolo, foram
visualizadas bandas em alguns cromossomos, sendo necessario ainda novos testes para

otimizar a temperatura e tempo de permanéncia das laminas nos tratamentos.

5 DISCUSSAO

5.1. Sitios de DNA Ribossémico em C. arabica L.

Nas duas representantes de C. arabica, var. typica Cramer ¢ cv Mundo Novo,
analisadas neste estudo foram verificados os mesmos resultados referentes a hibridagdo in
situ com a sonda de rDNA pTa7l, correspondente a regido 18S-5,8S-26S , isto ¢, a
presenca de seis sinais, todos esses localizados em regides terminais de trés pares de
cromossomos (Figuras 1A e 1C). Também PINTO-MAGLIO et al. (2000; 2001) obtiveram

0 mesmo numero de sinais para a sonda pTa71 no estudo da cv Bourbon Vermelho de C.



arabica. Apesar da coincidéncia quanto ao numero desses sinais, pode-se observar em
muitas células, que a var. typica (Figura 1A) possui um dos pares mais distendidos, fato
este ndo observado na cv Mundo Novo (Figura 1C) e nem relatado para a cv Bourbon
Vermelho. Diferindo destes resultados, RAINA et al. (1998), descrevem para a regido de
rDNA 18S-5,8S-26S apenas quatro sinais localizados na regido terminal de dois pares de
cromossomos de uma forma cultivada de C. arabica.

No presente estudo a hibridagdo com a sonda de rDNA pScT7 que corresponde a
regido 5S, isolada de Secale cereale com 300-500 pb, revelou a presenga de apenas dois
sinais localizados na regido terminal de um par de cromossomos, tanto para o complemento
da var. typica Cramer como da cv Mundo Novo (Figuras 1B e 1D). Na cv Bourbon
Vermelho de C. arabica, PINTO-MAGLIO et al. (2001) relatam para os experimentos de
hibridagdo in situ com esta mesma sonda pScT7 a presenga de quatro sinais
correspondentes a regido 5S. RAINA et al. (1998) utilizando também uma sonda
correspondente a regido 5S, denominada pTa794, com 410 pb e isolada de trigo, registrou a
presenga de seis sinais para esta seqiiéncia no complemento de C. arabica, sendo quatro
encontrados na regido terminal de ambos os bragos de um par de cromossomos, € 0s outros
dois na regido terminal de um outro par. Ressaltando-se apenas que a seqiiéncia 5S usada
para a var. typica Cramer e para as cultivares Mundo Novo e Bourbon Vermelho diferem
da sonda 5S usada no trabalho de RAINA et al. (1998), por terem sido isoladas de espécies
diferentes, uma de trigo e a outra de Secale. Deve ser ressaltado ainda que estes ultimos
autores ndo descreveram ou informaram detalhes sobre a forma, se variedade ou cultivar,
do material de C. arabica utilizado no estudo. Portanto verifica-se nos diferentes estudos
para C. arabica que hd maior variabilidade de resultados relativos a seqiiéncia 5S do que
para a seqiiéncia 18S-5,8S-26S. Segundo MISHIMA et al. (2002) a seqiiéncia 5S
aparentemente corresponde a uma regido menos conservada quando comparada a regido
18S-5,8S-26S o que poderia explicar em parte esta variagao.

O ntmero de sitios do rDNA 18S-5,8S-26S parece ser mais coerente com o nivel de
ploidia em algumas espécies de plantas (OSUJI et al., 1998; TEL-ZUR et al., 2004; VAIO
et al., 2005) talvez pelo fato desta seqiiéncia estar mais freqlientemente associada as regides

organizadoras do nucléolo (NOR) do que a seqiiéncia 5S.



No género Coffea L., trabalhos anteriores t€ém mostrado que aparentemente o
nimero de seqiiéncias de rDNA 18S-5,8S-26S presentes nos complementos também sdo
coerentes com o nivel de ploidia nas espécies diploides (BARBOSA et al., 2001;
LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2003; LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004b;
LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004c) e mesmo na tetraploide C. arabica cv Bourbon
Vermelho (PINTO-MAGLIO, 2000; 2001).

Suposi¢des envolvendo os ancestrais diploides do alotetraploide C. arabica, tém
sido efetuadas devido a conservacao de tal seqiiéncia do rDNA. No entanto, no estudo
evolutivo de géneros como Hypochaeris (CERBAH et al., 1998), familia Asteraceae,
verificou-se que o numero de locos do rDNA 18S-5,8S-28S reduziu-se ao longo do tempo
devido a rearranjos cromossomicos.

Baseado em estudos citomoleculares, envolvendo o DNA gendmico total, a espécie
C. arabica foi considerada um alotetraploide, oriundo da hibrida¢do natural entre as
espécies: C. eugenioides ¢ C. congensis ou C. eugenioides ¢ C. canephora (RAINA et al.,
1998; LASHERMES et al., 1999).

Como ja descrito neste estudo, tanto a var. typica como a cv Mundo Novo de C.
arabica apresentaram seis sinais no seu complemento, resultantes da hibrida¢do com a
sonda da seqiiéncia de rDNA 18S-5,85-26S (Figuras 1A e 1C). Estes dados complementam
os resultados obtidos por PINTO-MAGLIO et al. (2000; 2001), que também observaram
seis sinais para esta seqiiéncia na var. Bourbon Vermelho de C. arabica, e simultaneamente
indicam que, ao menos uma das espécies diploides, que deu origem a esta espécie, pode
possuir quatro sinais para tal seqiiéncia de rDNA. Estes dados reforcam os resultados
obtidos para a espécie C. eugenioides, considerada como um dos parentais, € que apresenta
quatro sinais de rDNA para a seqiiéncia 18S-5,8S-26S, e os obtidos para C. congensis e C.
canephora que apresentam apenas dois sinais para esta seqiiéncia, e representam
possivelmente o outro parental (BARBOSA et al.,, 2001; LOMBELLO & PINTO-
MAGLIO, 2004c; PINTO-MAGLIO et al., no prelo).

Todos os dados obtidos para os sitios de rDNA 18S-5,8S-28S, nos trabalhos acima referidos, diferem
totalmente dos dados de RAINA et al. (1998) nos quais C. arabica apresentou somente quatro sinais
referentes ao rDNA 18S-5,8S-28S ao invés dos seis sinais aqui encontrados e as espécies consideradas
genitoras, C. eugenioides ¢ C. congensis, apresentaram cada uma apenas um par de cromossomos ou dois
sinais para esta mesma seqiiéncia. Isto somente seria possivel se for considerada a ocorréncia de uma possivel
altera¢@o no genoma das plantas analisadas por estes autores.



Excetuando-se os resultados de RAINA et al. (1998), aparentemente no
alotetraploide C. arabica, o nimero de sitios do rDNA 18S-5,8S-26S foram conservados, ja
que a maioria dos trabalhos para esta espécie relata seis sinais, ou trés sitios, para esta
seqiiéncia, localizados em trés pares de cromossomos, sendo também coerentes com 0s
resultados obtidos para seus possiveis parentais, ou seja, C. eugenioides com quatro sinais
em dois pares e C. congensis ou C. canephora com dois sinais em um par de cromossomos.
Esta regra, no entanto, parece ndo se aplicar as seqiiéncias do rDNA 5S ja que todas as
espécies diploides de café estudadas até o momento, mostraram apenas um sitio do rDNA
58S, incluindo as espécies consideradas parentais de C. arabica (PINTO-MAGLIO et al.,
artigo no prelo), e as formas de C. arabica, var. typica Cramer ¢ cv Mundo Novo, que
também apresentaram um unico sitio do rDNA 5S. O esperado seria que estas duas formas
do tetraploide C. arabica apresentassem dois sitios do rDNA 5S, ntimero este observado
somente em C. arabica cv Bourbon Vermelho (PINTO-MAGLIO et al., 2000; 2001). Este
resultado ndo se repetiu nas duas representantes tetraploides analisadas neste estudo.

Com relagdo a localizagdo dos sitios 5S, a var. typica Cramer ¢ a cv Mundo Novo
apresentam os dois sinais do rDNA 58S situados em regides terminais (Figuras 1B e 1D),
enquanto que PINTO-MAGLIO et al. (2000; 2001) descrevem que a cv Bourbon Vermelho
de C. arabica apresenta dois sinais 5S em regides terminais e outros dois em regides
subterminais. Assim, os sitios do rDNA 58S registrados para todas as formas de C. arabica
nao correspondem em posi¢do, com nenhuma das possiveis espécies diploides parentais de
C. arabica (BARBOSA et al., 2001; PINTO-MAGLIO et al, no prelo) que apresentam este
rDNA na posi¢ao intercalar, o que indica a possivel ocorréncia de uma reorganizacao do
genoma ou uma alteragdo estrutural no cromossomo portador desta seqiiéncia em C.
arabica, como uma inversdo paracéntrica, por exemplo.

Em outras espécies como as do género Nicotiana também foi observado o mesmo
nimero de sitios do tDNA 5S para os dipldides e alotetraploides, tendo ocorrido a
eliminacdo de sitios 5S de um dos parentais no hibrido (CLARCKSON et al., 2005). Em
algumas espécies da familia Rosaceae ja investigadas, parece que o sitio do rDNA 58S ¢
menos conservado que o sitio 18S-5,85-26S (MISHIMA et al., 2002). E possivel que o
mesmo fato observado por CLARCKSON et al. (2005) em Nicotiana e MISHIMA et al.



(2002) em espécies da familia Rosaceae tenha ocorrido em café na var. typica Cramer, isto
¢, a eliminacdo de um sitio do rDNA 58S, ao longo do tempo.

A cv Mundo Novo ¢ oriunda do cruzamento natural entre Bourbon e sumatra
(CARVALHO et al., 1952), esta ultima uma linhagem mais produtiva da var. typica
Cramer. Analisando-se os resultados aqui obtidos, em nivel de cultivares e/ou variedades,
tem-se que a cv Mundo Novo pode ter recebido de um de seus genitores um complemento
cromossOmico que possuia um unico par de cromossomos com dois sinais correspondentes
a seqliéncia de rDNA 18S-5,8S-26S, ambos situados na regido terminal dos cromossomos,
e do outro genitor um complemento com dois pares de cromossomos com quatro sinais
correspondentes a essa seqiiéncia, localizados também na regido terminal. Embora estes
dados sejam insuficientes para determinar qual dos genitores possa ter doado um ou os dois
sitios do rDNA 18S-5,8S-26S pdde-se diferenciar a var. typica Cramer da cv Mundo Novo
pelo fato de typica apresentar o par de sinais, correspondentes a seqiiéncia de rDNA 18S-
5,8S-26S, de forma mais distendida do que a cv Mundo Novo (Figura 1A). Também o
numero de sitios 5S encontrados na cv Mundo Novo parece ser coerente com a sua origem
varietal, ja que os dois sinais observados num par de cromossomos podem ter sido herdados
da cv Bourbon Vermelho, tendo a var. sumatra, que ¢ uma linhagem da var. typica Cramer
e portanto muito proéxima geneticamente, ter contribuido com um dos genomas sem a
presenca de seqiiéncias do tipo 5S ou possui-las em tamanho muito reduzido o que
impediria que fossem detectadas na hibridagao in situ.

A aplicacdo da técnica de hibridagdo in situ permitiu: a) através do uso da sonda de
rDNA 18S-5,8S-26S diferenciar a var. typica Cramer da cv Mundo Novo pelo fato de
typica apresentar o par de sinais, correspondentes a essa seqiiéncia de rDNA 18S-5,8S-26S,
de forma mais distendida do que a cv Mundo Novo; e b) através da sonda de rDNA 5S
(pScT7) permitiu distinguir, com base no numero de sitios do rDNA 5S presentes nos seus
complementos, as duas representantes tetraploides analisadas neste estudo, a var. typica

Cramer e a cv Mundo Novo, da cv Bourbon Vermelho de C. arabica.

5.2 Bandamento com Cromomicina
No bandamento com a CMA3/DA foram observadas na var. typica Cramer e na cv

Mundo Novo a presenca de seis bandas fortes em regides terminais de trés pares de

Cromossomos somaticos € na meiose em trés pares de bivalentes associados ao nucléolo



(Figuras 2A, 2C, 3A e 3C). A correspondéncia do nimero de bandas com a CMAj3/DA,
com a NOR ou sitios de seqiiéncias rDNA 18S-5,85-26S, nao ¢ ao acaso, e esta relacionada
a heterocromatina associada as constrigdes secundarias que apresentam riqueza relativa de
pares de bases GC, fendmeno de ocorréncia comum em animais e plantas. Segundo
SCHWEIZER (1976, apud PINTO-MAGLIO et al. 2000) e SUMNER (1990, apud PINTO-
MAGLIO et al. 2000) parece existir uma riqueza relativa de pares de bases GC nos cistrons
ribossdmicos, e por isto estas regides se revelam habitualmente positivas com o
fluorocromo CMA;. Em plantas tem sido observado a equivaléncia desses dois marcadores
cromossOmicos em espécies do género Manihot (CARVALHO & GUERRA, 2002),
Selaginella (MARCON et al., 2005) Hypochaeris (RUAS et al., 2005) e ervas daninhas:
Crepis japonica, Galinsoga parviflora e Chaptalia nutans, todas da familia Asteraceae
(FREGONEZI et al.,, 2004). Também a associacdo de bandas da CMA3/DA com a
formag¢ao da NOR foi observada em café na cv Bourbon Vermelho de C. arabica por
PINTO-MAGLIO et al. (2000; 2001) que constataram uma correspondéncia no nimero de
bandas CMA3/DA em cromossomos somaticos com o namero de bivalentes bandados, com
CMA;/DA, em associagdo com o nucléolo na profase meidtica.

A associacdo de bandas da CMAj3/DA com a NOR foi comprovada mais uma vez
em café, neste estudo, através da aplicagdo de CMA3/DA em células meidticas na profase |
quando as seis bandas observadas nos cromossomos somaticos apareceram na regiao
terminal de trés bivalentes associados ao nuclélo (Figuras 2C e 3C). Com a CMA;/DA
foram evidenciadas ainda regides com coloragdo menos intensa, localizadas proximas ao
centrdmero em C. arabica, var. typica Cramer e cv Mundo Novo (Figura 2A e 3A). Ambas
as representantes de C. arabica apresentam a banda pericentromérica de maior intensidade
em um par de cromossomos que possui também uma banda na regido terminal. A cv
Bourbon Vermelho também apresentou bandas de menor intensidade com a CMA3/DA,
localizadas em regides pericentroméricas, porém assim como na var. typica Cramer e cv
Mundo Novo apresentadas neste estudo, ndo foi possivel determinar o numero dessas
(comunicagao pessoal com a PqC. Dra. Cecilia A. F. Pinto Maglio).

No bandamento da CMA; nao associado ao uso da Distamicina-A (DA), nao foi
possivel visualizar bandas em typica e Mundo Novo, isso porque a contra-coloragdo com a

DA permite um maior contraste das regides onde a CMA; esta ligada, evidenciando os



locais ricos em bases GC. Porém, em algumas espécies do género Crotalaria L., o
bandamento com a CMA; sem a DA, permitiu a visualizacdo de bandas com um padrao
diferente do bandamento CMA; com a adi¢cdo da DA (MONDIN, 2003).

A eficiéncia na diferenciagdo de espécies pelo padrio de bandamento com a
CMA3/DA ja foi relatado em espécies do género Clivia, tendo auxiliado até na
diferenciagdo intraespecifica, ou seja, na formagdo de grupos de populagdes constituintes
de uma mesma espécie (RAN et al., 1999). Em dezessete acessos de Citrus spp., a CMA;
permitiu além da diferencia¢do dos acessos com base no padrao de bandamento, também a
separacdao dos cromossomos em seis tipos, de acordo com o nimero e posi¢ao das bandas
(YAMAMOTO & TOMINAGA, 2003).

Apesar do bandamento com a CMA3/DA nao ter permitido este nivel de distingao
da var. typica Cramer ¢ cv Mundo Novo, em algumas espécies como as do género
Psilanthus Hook f., que é geneticamente proximo ao café, o bandamento com a CMA3/DA
atua como um marcador eficiente que permite a distingdo das espécies (LOMBELLO &
PINTO-MAGLIO, 2003; LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004a)

Assim como nas espécies de café e na maioria das espécies vegetais, os sitios do
rDNA 58S, ndo atuam na formagdo da NOR e parece ndo estar associados as regides
heterocromaticas evidenciadas pela CMA;. No entanto, hd exce¢des quanto a relagdo do
sitio 5S com a CMA;, como a espécie Lupinus consentinii, na qual um par de sinais
observados com a sonda correspondente a regido 5S do rDNA, corresponde a um par de
bandas evidenciadas pela CMA3; (HADJERA et al., 2003).

O bandamento com a CMA3/DA apesar de ndo ter diferenciado a var. typica Cramer
da cv Mundo Novo, analisadas neste estudo, parece ter sido um dos marcadores
citogenéticos mais eficientes na distingdo de espécies diploides de café (Anexo 1). Nas
espécies diploides do género Coffea L. descritas na literatura, o nimero das bandas
CMA3/DA variou de duas a seis bandas, somente C. humilis apresentou um nimero de
bandas CMA3/DA superior a seis (LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004b), como pode

ser constatado no Anexo 1.

5.3 Bandamento com DAPI
A utilizagdo do fluorocromo DAPI associado a contra-coloracdo resultante do uso

da DA nio revelou bandas positivas na var. typica Cramer ¢ cv Mundo Novo (Figuras 4A,



4B, 4C e 4D). O mesmo resultado negativo também foi obtido para a cv. Bourbon
Vermelho de C. arabica (PINTO-MAGLIO et al., 2001). Com relagdo as espécies diploides
de café¢ o resultado ndo foi diferente, sendo que a tunica exce¢do foi a espécie C.
setenophylla. Mesmo assim as bandas eram pequenas impedindo os autores de discriminar
o numero de bandas visualizadas (LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004b).

Outras espécies de plantas também apresentam o mesmo resultado DAPI negativo
de C. arabica e demais espécies de café, como ¢ o caso de espécies do género Passiflora L.
(MELO et al., 2001) e da espécie Vernonia geminata (OLIVEIRA, 2005). Porém mais
raramente, em algumas espécies como Nicotiana (NAKAMURA et al., 2001), Citrus
(YAMAMOTO & TOMINAGA, 2004), entre outras o bandamento com o DAPI permite a

visualizagdo de regides heterocromaticas.

5.4 Bandamento AgNOR
Com relagdo ao bandamento com nitrato de prata, a var. typica Cramer € a cv

Mundo Novo apresentaram o nimero maximo de seis bandas, localizadas em trés pares de
cromossomos (Figuras 5A, 5B, 5C, 5D e SE). Em ambos representantes de C. arabica foi
observado uma variagdo no numero de cromossomos associados ao nucléolo, sendo de dois
a trés pares (Figuras 5B). Na cv Bourbon Vermelho foi observado o mesmo niimero de
bandas AgNOR (PINTO-MAGLIO et al. 2001). A variagdo observada no nimero de
cromossomos portadores da NOR (Figura 5A e 5B), evidenciados pela impregnagdo com o
nitrato de prata, indica que nem sempre todos estdo ativos, pois apesar da var. typica
possuir trés pares de cromossomos nucleolares, foi verificada em algumas células a
presenca de apenas dois pares de cromossomos bandados com a prata e ligados ao nucléolo
(Figura 5B). Este fato nao foi considerado como dominancia nucleolar, ja que neste estudo
foi analisada apenas a dominancia nucleolar total, isto €, cromossomos com sitios de rDNA
que nunca se expressam.

O niimero maximo de bandas observadas no bandamento com o nitrato de prata na
var. typica Cramer ¢ nas cvs Mundo Novo e Bourbon Vermelho (PINTO-MAGLIO et al.
2001) de C. arabica coincide com o numero de sinais observados com a sonda de rDNA da
seqiiéncia 18S-5,8S-26S (pTa7l), o que pode indicar tratar-se da mesma regido. Em geral,

o rDNA 18S-5,8S-26S parece estar mais comumente associado a NOR que o rDNA 58S, ndo



somente nas espécies de café, mas em diferentes espécies como as do género Brassica
(HASTEROK et al., 2005).

O bandamento com o nitrato de prata possibilita também a visualizagdo de
nucléolos contendo bandas impregnadas. Neste trabalho verificou-se o nimero méaximo de
seis nucléolos por nucleo, em células na interfase mitética de C. arabica var. typica Cramer
e cv Mundo Novo. Os nucléolos apresentaram variagdes em tamanho dentro das células e
entre células, como ja observado em outras espécies como Picea, por SILJAK-
YAKOVLEV et al. (2002).

O numero de nucléolos observado corresponde ao nimero de sinais com o rDNA
18S-5,8S-26S e nimero maximo de bandas observadas na coloracdo com o nitrato de prata
para typica Cramer ¢ Mundo Novo. A relagdo entre o nimero de sitios de rDNA com o
numero maximo de nucléolos por nucleo, foi observada também em Allium commutatum
(BESENDORFER et al., 2002) e espécies do género Selaginella (MARCON et al., 2005).

A correlagdo positiva verificada entre os dados obtidos, como o niimero e posi¢ao
dos sinais e bandas, a partir das técnicas de hibrida¢do in situ com a seqiiéncia de rDNA
18S-5,8-26S, a coloracdo com a CMA3/DA e o bandamento de impregnagdo pela prata
(Anexo 1) contribuiram para a caracterizagdo tanto da var. typica Cramer como da cv
Mundo Novo. A associacdo dos resultados dessas trés técnicas também foi observada em
Lupinus angustifolius (HADJERA et al., 2003) comprovando a relagdo dos resultados
destas com a NOR.

5.5 Bandamento C

Foram testados trés protocolos de bandamento C neste estudo, tendo inicialmente
sido utilizado o protocolo de PIEROZZI et al. (1999), que foi eficiente na distingdo de
regides heterocromaticas nas espécies diploides de café: C. canephora, C. congensis, C.
dewevrei, C. eugenioides, C. kapakata, C. liberica e C. racemosa comprovando a
possibilidade de sua utilizagdo em espécies do género Coffea (PIEROZZI et al., 2003).
Porém, excepcionalmente em typica e Mundo Novo esta técnica ndo demonstrou resultados
positivos, tendo os cromossomos permanecidos relativamente integros no final do processo,
ou seja, sem bandas. Apesar de terem sido testados varios protocolos que envolviam

tratamentos iniciais mais drasticos os resultados foram considerados negativos. Apenas um



destes protocolos resultou no inicio da formagao de bandas nas duas representantes de C.
arabica, indicando que a técnica de banda C pode ser eficaz no bandamento dos
cromossomos da espécie tetrapldide, sendo necessario ainda algumas adaptagdes na técnica.
O bandamento C na tetraploide C. arabica sera inédito, e esforgos vém sendo feitos

continuamente para que sejam obtidos resultados positivos em breve.

5.6 Mecanismo de Dominancia Nucleolar em C. arabica

O fendémeno de domindncia nucleolar ja foi constatado em diversas espécies vegetais e animais
(REEDER, 1985). A dominéncia nucleolar foi observada em espécies vegetais diploides como Clivia
caulescens ¢ C. nobilis nas quais nem todos os sitios do rDNA 26S visualizados na hibridagdo in situ sdo
ativos, comparativamente a outras duas espécies do género que possuem todos os sitios deste TDNA em
atividade (RAN et al., 2001). A ocorréncia de supressdo da fungdo nucleolar ou relagdo de dominancia
nucleolar é um fenémeno associado mais comumente com genomas hibridos, como é o caso da espécie
alotetraploide Arabdopsis suecica (PONTES et al., 2003). A dominancia nucleolar ocorre devido a
competicdo entre genes ribossomais com nimero desigual de elementos “enhancer” ou diferengas no sistema
de transcrigdo dos genitores, no qual o fator de transcricdo de uma espécie ndo reconheceria o promotor do
gene ribossomal da outra (REEDER, 1985), ou ainda pode resultar de pequenas variagdes genéticas ou
epigenéticas (PONTES et al., 2003).

Em café, PINTO-MAGLIO & CRUZ (1991) levantaram a hipotese de ocorréncia de
relagdes de dominancia nucleolar. As autoras descrevem que em C. arabica var. arabica L.
(descrita também como typica Cramer) e cv Bourbon Vermelho, foram visualizados o
nimero maximo de trés bivalentes associados ao nucléolo, isto ¢, ativos e com seqiiéncia de
genes para o TRNA, porém, no complemento cromossomico da espécie havia outros trés
bivalentes, que embora nunca associados ao nucléolo, apresentavam estrutura de
cromossomos nucleolares ou seja, com uma terminacdo abrupta em um de seus bragos,
sugerindo que nesta espécie poderia estar ocorrendo o mecanismo de supressao da funcao
organizadora do nucléolo. Entretanto, foi verificado neste estudo através da hibridagdo in
situ, que tanto na var. typica como na cv Mundo Novo da espécie C. arabica ocorre
somente trés pares de cromossomos com sitios do rDNA 18S-5,8-26S ¢ a atividade destes,
testada pela coloracdo com a prata, resultou positiva, ou seja, todos eles mostraram-se
ativos. Sendo assim conclui-se que os outros trés pares de cromossomos suspeitos de terem
atividade NOR podem ter sofrido uma alteracdo estrutural, como a perda da regido
terminal, ficando apenas com a estrutura similar a de um cromossomo nucleolar, mas sem a
funcdo NOR. Resultados idénticos foram obtidos para a cv Bourbon Vermelho (PINTO-
MAGLIO et al. no prelo).

Apesar dos resultados deste estudo terem contribuido com novos dados para o estabelecimento de
relagdes mais definidas entre as espécies do género Coffea L., o problema da identificagdo de individual de



cromossomos permanece. Provavelmente a solugdo esta na busca de marcadores cromossomicos ainda mais
especificos, como sondas desenvolvidas especialmente para espécies de café.

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo concluiu-se que:

a. C. arabica, var. typica Cramer ¢ cv Mundo Novo apresentam em seu
complemento cromossdmico, trés pares de cromossomos ou trés bivalentes com seqiiéncias
de genes para o rRNA 18S-5,85-26S, sendo todos estes sitios ativos, isto ¢, ndo foi
detectada a ocorréncia de relagdes de dominancia nucleolar.

b. O numero e a localizagdo dos sitios do rDNA 18S-5,85-26S coincide com o
numero ¢ localiza¢do das bandas mais intensas obtidas no bandamento com a CMAj; ¢ na
coloragdo com a prata, comprovando que em C. arabica, var. typica Cramer e cv Mundo
Novo ha uma correlag@o entre sitios/seqiiéncias do rDNA 18S-5,8S-26S, bandas CMA; e
prata com a NOR, demonstradas pelas trés técnicas.

c. Os sitios do rDNA 58S estao situados em posigdes diferentes nos cromossomos
de C. arabica, quando comparados aos seus parentais diploides, podendo essa seqiiéncia ter
sofrido uma alteracdo estrutural. Em relacdo ao numero, os sitios de rDNA 5SS na var.
typica Cramer e na cv Mundo Novo parecem ter sido menos conservados do que os sitios

de rDNA 18S-5,8S-268, ao longo da evolugao.
d. Das técnicas utilizadas a que permitiu a distingdo entre as representantes tetraploéides de C.
arabica: var. typica Cramer, cv Mundo Novo e cv Bourbon Vermelho, foi a hibrida¢do in situ com a

seqiiéncia 5S.
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ANEXO

Anexo 1 — Comparagao de espécies, variedades e cultivares do género Coffea L., por meio de técnicas citomoleculares.

Género Coffea L. Hibridac&o in situ Bandamento Referéncias
rDNA CMAJ/DA | DAPI/DA | AgNOR
185-5,85-26S5 | 55
Tetraploides
C. arabica, cultivar Bourbon Vermelho 6t 2t/2subt 6t - 6t Pinto-Maglio et al. (2000; 2001)
C. arabica, variedade typica Cramer 6t 2t 6t - 6t Presente estudo
C. arabica, cultivar Mundo Novo 6t 2t 6t - 6t Presente estudo
C. arabica 4t 41/2i - Raina et al. (1998)
Diploides
C. eugenioides 4t 2i* 4t - 4t* Barbosa et al. (2001)
C. eugenioides 2t 4t - Raina et al. (1998)
C. canephora Pierre ex Frohner 2t 2i* 4t/21 - 2t* Barbosa et al. (2001)
C. liberica var. dewevrei 2t 2i* 41/2i - 2t* Barbosa et al. (2001)
C. brevipes 2t 2i 2t - Lombello e Pinto-Maglio (2004a)
C. racemosa 4t 2i 4t - Lombello e Pinto-Maglio (2004a)
C. humilis 2t 2i ~8t - Lombello ¢ Pinto-Maglio (2004b)
C. kapakata 2t 2i 2t/2i - Lombello e Pinto-Maglio (2004b)
C. sp Moloundou 4t 2i 4t - Lombello e Pinto-Maglio (2004b)
C. stenophylla 2t 2i 2t/2i + Lombello e Pinto-Maglio (2004b)
C. canephora, cultivar Apoatd 2t 2i 2t - Lombello e Pinto-Maglio (2004¢)
C. salvatrix 2t 2i 4t - Lombello ¢ Pinto-Maglio (2004¢)
C. sessiflora 2t 2i 4t - Lombello e Pinto-Maglio (2004c¢)
C. congensis 2t* 2i* 4t/21* - 2t* Pinto-Maglio et al. (no prelo)
C. congensis 2t 2(?) - Raina et al. (1998)

t — terminal; 1 — intercalar; (?) — localizacdo ndo descrita

e  Publicagdo no prelo.




