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CHROMOSOME IDENTIFICATION OF Coffea, THROUGH BANDING TECHNIQUES
(Coffea canephora Pierre ex Froenher; C. dewevret De Wild et

Th. Dur.; C. racemosa Lour.)

ABSTRACT

Three diploid (2n = 22 chromosomes) and
selfincompatible coffee species, Coffea canephora, C. dewevrel
and C. racemosa were subjected to C-banding, proteolitic enzyme
Giemsa diluted solution only, silver staining techniques and
Feulgen nuclear reaction. The purpose of this work was the
mitotic chromosome characterization of these specilies for
further comparative studies.

The karyological analysis were done in root cell
chromosomes and cell chromosomes of young and growing
endosperms which were collected from coffee imature fruits
(cherries). The endaosperm 1is a triploid tissue with an
ephemeral life. It is a very soft tissue when it is growing and
does not need enzymatic pre—-treatment for softening during
cytological squashes, which is employed in root squashes.

The three coffee species could be identified by
(1) the chromosome measures and (2) the mean of percentage of
sum of Giemsa dyed segments (L. canephora and C. dewevretl).

The band lateral asymmetry between sister
chromatides, without an acceptable explanation vyet, was
discussed since it became evident in some chromosomes of the
three coffee species, independent of the technique which was
employed.

It was also seen an emphasized heterogeneity 1in
the number and in the position of dyed chromosome segments
which were attributed to a probable seletive amplification of

some chromatid segments.
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IDENTIFICAGCAO POR METODOS DE BANDAMENTO, DOS CROMOSSOMOS DE
Coffea (Coffea canephora Pierre ex Fraoenher; C. dewevrei De

Wild et Th. Dur.; €. racemosa Lour.).

RESUMO

Trés espécies dipldides de café (2n = 22 cromos-
somos) e autoincompativeis, Coffea canephora, C. dewevrel e C.
racemosa, foram submetidas a técnicas de bandamento-C, da enzi-
ma proteoclitica tripsina, da colorag3o com solug3o dilufida de
Giemsa, da impregna¢io pela prata, além da rea¢3TIo nuclear de
Feulgen. 0 objetivo foi a caracteriza¢i3o dos cromossomaos
mitédticos dessas espécies para posteriores estudos comparati-
vos.

As anAlises cariotipicas foram efetuadas em
cromossomos de células de radiculas e em cromossomos de céelulas
de endospermas jovens e de endospermas em crescimento, coleta-
dos a partir de frutos imaturos de café. 0 endosperma € um
tecido tripldide, de natureza efémera, muito macio quando jovem
ou em crescimento, dispensando pré—tratamentos enzimaticos para
o amolecimento, durante as preparag¢des citolégicas, procedimen-—
to obrigatoriamente usado quando os preparados provém de
raizes.

As trés espécies de café puderam ser identifica-
das (1) pelas medidas cromossémicas e (2) pelas percentagens
médias da somatdria dos segmentos corados pelo Giemsa (€. cane-
phora e C. dewevreti).

A assimetria lateral de bandas entre cromatides
1rm3s, ainda sem explica¢fo aceita, foi discutida, uma vez que
apareceu em alguns cromossomos nas trés espécies de café,
independentemente da metodologia empregada.

Constatou-se também acentuada heterogeneidade no

numero e na posi¢do dos segmentos cromossdmicos corados, que



foi atribufda a uma provavel amplificag3io seletiva de determi-

nados segmentos da cromatina.
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1. INTRODUCAO

0O género Coffea (famflia Rubiaceae) & formado
por dezenas de espécies dipldides (2n = 22 cromossomos) e
autoincompativeis, apresentando uma dnica excegio, C. aradbica,
que & tetrapldide (2n = 44 cromossomos) e autoincompativel.

A classificagdo taxondmica das espécies & ainda
um assunto bastante conflitante, sendo alvo de mudangas tanto
ao nivel de espécie como ao nivel de género. As controvérsias
que surgem s3o, em parte, conseqiuéncia da descoberta de novas
espécies e das constantes perturbag¢@es que vém ocorrendo nos
limites das populag¢@es nativas locais, favorecendo o apareci-
mento de plantas hibridas e/ou tormnando evidente a capacidade
de adaptagio dos cafeeiros face aos novos ambientes.

Desta forma, pesquisas envolvendo varias Areas
do conhecimento (palinologia, anatomia, conteddo de cafeina,
polimaorfismo enzimatico, fragmentos de DNA em organelas cito-
plasmaticas, compostos flavondides e similares, comportamento
e morfologia dos cromossomos meidticos) vém sendo conduzidas
com a finalidade de filogenia e de se estabelecer também um
reagrupamento mais natural das espécies de Coffea, com base nas
relagdes de afinidades entre as mesmas. Paralelamente, o0s co-
nhecimentos adquiridos sobre a estrutura de populagSes selva-
gens de algumas espécies de café (C. congensis, C. canephora,
C. devevrei e C. liberica, por exemplo), est3o sendo utilizados
em programas de melhoramento da espécie comercial de cafe, C.
arabica.

0 mecanismo de heranga que governa a maioria dos
caracteres genéticos estudados até o momento, tanto nas espé-
cies dipldides como nos tetrapldides C. arabica, ¢ do tipo
monofatorial.

No campo das pesquisas citoldgicas, ainda n3o
foi1 obtido um ideograma médio completo dos cromossomos metafa-
sicos mitdticos para qualguer das espécies de café, em parte
devido ao tamanho reduzido dos cromossomos e, em parte, devido
ao grau de similaridade dos mesmos em metafase, apds o uso de

técnicas usuals de coloragio.
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As técnicas de bandamento cromossémico, muito
empregadas na citogenética vegetal, tém se revelado eficientes
na identificagio, caracterizac¢3lo e elaboragdo de caridtipos,
permitindo o estudo das relagdes de afinidades interespecifi-
cas.

Assim sendo, neste trabalho, foram empregadas
algumas técnicas de bandamento cromossémico em C. canephora,
C. dewevrei e em C. racemosa, visando o estabelecimento de um
ideograma médio para cada espécie e, posteriormente, verifica-
¢3o do grau de afinidade entre as espécies em quest3o.

0 objetivo do presente trabalho foi, portanto, a
caracterizag¢Xo cromossémica por meio de técnicas de bandamento
e também por meio das medidas cromossdmicas nas espécies de
café estudadas.

A escolha destas trés espécies de café foi
baseada na morfologia externa bastante distinta, no habito e na
distribui¢3do geografica das mesmas.

0 tecido escolhidao para este trabalho foi o
endosperma imaturo coletado de frutos jovens. A despeito de ser
um tecido tripléide (3n = 33 cromossomos), h3o necessita de
pré—tratamentos enzimaticos para o amolecimento da parede

celular e & ativo mitoticamente.
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5 REVISAO BIBLIOGRAFICA NO GENERO COFFEA

21  TaxoNnOMA

A diversidade taxondmica existente no género
Coffea L. (famflia Rubiaceae) € traduzida através da existéncia
de aproximadamente BO espécies, segundo dadoe compilados de
BRIDSON (1982 e 1987); CHEVALIER (1947) e LEROY (19603 19613
1962a, b, c; 1967a, b; 1980 e 1981).

A histéria taxonédmica de Coffea (café) & extensa
e iniciou com os relatos de Clusius e Rauwolf, no final do
século XVI a respeito da atual espécie C. aradbica, naquela
época ainda n3o descrita como tal (CHEVALIER, 1929).

A partir desses relatos, o café foi primeiramen-—
te comparado a Euonymus sp. (famflia Celastraceae) por Alpinus,
a um provavel Zanthoxylwum sp. (famiflia Rutaceae) por Clusius, a
Jasminum por Commelinus e descrito posteriormente como Jasminum
arabicum por Jussieu, em 1713 (TAUNAY, 1939; CARVALHO, 1946 e
HAARER, 1958).

Foi Linnaeus que, em 1737, criou o género Cofjfea
e a primeira espécie descrita foi C. aradbica, em 1753, pelo
préprio Linnaeus (LINNAEUS, 1762 e CHEVALIER, 1947).

A partir do trabalho de Linnaeus, diversas
outras espécies foram descritas. As espécies C. racemosa,
€. canephora e C. dewevrei foram descritas respectivamente em
1790 por Loureiro, em 1897 por Pierre e em 1899 por E. De
Wildeman e T. Durand (apud CARVALHO, 1946 e CHEVALIER, 1947).

Diante do numero crescente de espécies de café,
botanicos como DE CANDOLE (1830) e Schumann (1821, apud
CHEVALIER, 1929) tentaram delimitar melhor o género dividindo-o
em se¢Ses com base em critérios morfoldgicos.

No infcio do século XX, © nGmero de espécies
aproximava-se de uma centena e o préprio CHEVALIER (1947),
efetuando uma revisZo na sistematica e na taxonomia de Coffea
reduziu este numero para aproximadamente &0 espécies que foram

entZo agrupadas nas seguintes segBes: Argocoffea Pierre ex De
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Wild., Eucoffea K. Schum., Mascarocoffea Chev. e Paracoffea
Miquel. de acordo com critérios morfoldgicos e tamb®m com base
na distribuig3o geografica das mesmas. Por ser uma obra extensa
é citada com freqiiéncia nos trabalhos de filogenia.

Com a intensificac3o das missdes de prospecgio
de cafés selvagens na Africa, novas espécies tém sido descober-—
tas, descritas (CHARRIER, 1985 e BERTHAUD,19846) e algumas modi-
ficacdes na classificagiao de CHEVALIER (1947) tém sido propos-
tas.

Inicialmente, a se¢Xo Argocoffea Pierre ex De
Wildeman foi elevada & condig¢3o de género Argocoffea, por LEROY
(1960). Ficaram exclufidas da defini¢3o de Coffea aquelas espé-—
cies de habitos escandentes e as trepadeiras.

Posteriormente, LLEROY (1967a), revendo a posic¢i3o
das espécies componentes da seg3o Paracoffea Mig., elevou—as
estas 4 categoria de género Paracoffea. Com esta nova modifica-
¢3ao taxdénomica, a ocorréncia das espécies de Coffea ficou res-
trita apenas ao continente africano e ilhas vizinhas.

0 préprio LERQY (1980) propdés, por dltimo, com
base em evidéncias morfolégicas da flor e no crescimento da
planta, uma nova mudanga na posi¢Xo das espécies agrupadas em
Paracoffea (Mig)ler. Aquelas espécies de estilete 1longo e
corola brevitubulada retornaram ao género Coffea, enquanto que
as demais foram reclassificadas como do género Pstilanthus Hook.

Com isso, o género Coffea ficou caracterizado
por trés sub-géneros, a saber, Coffea, Baracoffea e Psilantho-
psis, compreendendo espécies restritas ao continente africano e
ilhas de Madagascar & Mascarenhas. 0 género Psilanthus passou a
ter espécies que ocorrem na Africa e na Asia.

0 sub—-género Coffea passou a ser constitufdo
pelos taxons que outrora eram considerados membros das segdes
FEucof fea e Mascarocoffea. 0 sub—-género Baracofjfea passou a ter
apenas quatro espécies que antes pertenciam A se¢io, e depoils
ao género, Paracoffea. JA o sub-género Psilanthopsis congrega
apenas a espécie C. kapakata.

Recentemente, BRIDSON (1987 e 1988) estudando a

taxonomia dos cafeeiros concluiu que muitas das descrig¢des
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infragenéricas efetuadas, tanto por Chevalier como por Leroy,
N3o eram validas do ponto de vista das regras de nomenclatura
botanica (ICBN). .

Estudos mais amplos e abrangentes, envolvendo
outras 4reas, como a genética, a palinologia, a anatomia, a
quimiotaxonomia, entre outras, tém sido efetuados para o
melhor conhecimento das relag¢gdes interespecificas existentes e,
desta forma, esclarecer pontos ainda controvertidos nas classi-
ficag®es genérica e infragenérica de Coffea, bem como a origem
do tetrapléide C. arabica.

Assim sendo, CARVALHO & MONACO (1959) com base
nos resultados positivos dos cruzamentos entre Psilanthopstis
kapakata Hirsch com algumas espécies de café, propuseram a
reclassificag3io dessa espécie para Coffea kapakata.

Os estudos palinolégicos, efetuados por
CHINNAPPA (1981), por meio da microscopia eletrdnica de varre-—
dura, em 38 espécies de café, demonstraram que Paracoffea (ho-
ie, Psilanthus) e Coffea sio entidades suficientemente distin-
tas para serem mantidas como géneros separados, como proposto
por LEROY (1967a e 1980) pois, Coffea tem o0s gr3os de pdlen
predominantemente tri-colpados, enquanto que Psilanthus o0s
grios s3o tetra- ou penta-colpados.

Além da-palinologia, as pesquisas no campo da
gquimiotaxonomia, envolvendo a presenga de pigmentos flavondides
em espécies de Coffea, tém também auxiliado na compreensio das
relagdes interespecificas, principalmente nagueles grupos de
dificil classificag®o. Desta forma, o0s cromatogramas obtidos
por LONGO (1972) e LOPES & MONACO (1979) demonstraram gue
C. canephora e C. liberica apresentavam alta afinidade com
C. arabica, podendo entio estarem envolvidas na génese dessa
Gltima espécie. JA4 C. dewevrei mostrou alta porcentagem de
afinidade com as demais espécies estudadas. Dentro da sub-seg¢Zo
Mozambicojffea, sensu CHEVALIER (1947), a anAlise dos compostos
fendlicos indicou afinidade entre €. eugentioides, €. racemosa e
C. kapakata (RAM et al., 1982).

0 emprego dos métodos de taxaonomia numerica,

associado a presenga de flavondides, confirmaram por exemplo, a
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afinidade de C. eugenioides pela espécie C. arabica e o alto
grau de semelhanga entre C. dewevrei e C. liberica (LOPES
et al., 1985 e LOPES & SHEPHERD, 1991).

BERTHOU et al. (1980 e 1982) sugeriram que um
dos parentais de C. arabica poderia ter sido uma espécie
semelhante a atual C. eugentoides, devido as similaridades
encontradas, pelos pesquisadores, nos géis de fragmentos de DNA
citoplasmatico nessas espécies. Além disso, ¢ provavel que
C.arabica e C. eugenioides, junto com C. canephora e C. congen-
sts tenham tido uma origem comum.

Dentro da classificag&@o de CHEVALIER (1947),
C. canephora pertence A sub-seg¢3o Erythrocoffea, C. dewevret 2
sub-se¢do Pachycof fea é C. racemosa a sub-segio Mozambicoffea,
todas, porém da se¢io Fucoffea. De acordo com a classificag3o
de LEROY (1980), essas trés espécies de café est3do reunidas no
sub—-género Coffea.

As espécies C. canephora, C. dewevret e C. race-
mosa s3Zo bastante distintas morfologicamente, inclusive guanto
ao habito xeroff{tico de C. racemosa. Possuem uma distribuigio
particular no continente africano. C. dewevrei ocorre em uma
faixa a centro-oeste que corresponde a Republica Centro Africa-
na. JaA C. canephora tem uma distribhigﬁo mais ampla, pela costa
atlantica, desde as florestas da Nova Guiné até a regiio norte
de Angola, onde adentra no Zaire e na Repdblica Centro Africa-
na. Os estudos de BERTHAUD & GUILLAUMET (1978) revelaram que,
embora ocorra sobreposigio na distribui¢3o de C. canephera e de
C. dewevreir, hid mecanismos eficientes de impedimento que as
mantém como unidades distintas, tais como o deslocamento do
periodo da antese do bot3o, evitando a sobreposicdo da abertura
floral, ou a defasagem no periodo de receptividade da superfi-
cie estigmidtica das flores dessas duas espécies de café.

C. racemosa ocupa as regides de savana da costa

leste africana, em Mogambiqgque.
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2.2. GEN;ITICA

HA mais de quarenta fatares genéticos conhecidos
e estudados no café Arabica (CHARRIER & BERTHAUD, 1985), alguns
com dominiancia completa, outros com dominidncia incompleta e
outros ainda recessivos. Muitos desses fatores tém efeito
pleiotrépico, enquanto gque outros chegam a ser epistaticos
(CRAMER, 1957).

Até a década de trinta, o aparecimento de novos
tipos morfolégicos de C. arabica, em condigdes de cultura, eram
apenas descritos como novas variedades botanicas, sem contudo
ter sido elucidado o mecanismo operante na transmissio desses
novos caracteres descobertos.

Estudos sobre a hereditariedade de determinados
carateres, em café, foram efetivamente iniciados por KRUG
(1936b) que examinou cerca de 24 variedades diferentes de C.
arabica. Estabeleceu, a principio, que: (1) a cor das folhas
novas, bronze e verde, era devido a um Unico par de fatores (Ba
e 82) com uma provavel dominincia incompleta; (2) a cor rosa da
corola era recessiva em relag3io a cor brancaj; (3) o tipo mnurta
correspondia a uma forma heterozigota, pols a auto-fecundag3o
de plantas Murta originava os tipos denominados de Bourbon,
Murta e uma forma ani e praticamente estéril de cafeeiro, (4)
havia instabilidade somatica no tipo murta 3 (5) o fator res-—
ponsavel pelo fendétipo anomala (4gn) apresentava domin&ncia
quase que completa sobre o fendtipo normal e (&) ©o mesmo
fendmeno de domindncia incompleta foi também verificado com
relag3o ao carater sépalas desenvolvidas (od) que, na condig3o
recessiva (od o4), resultava no aparecimento de um calice
folidceo e persistente até nos frutos maduros.

Continuando as pesquisas sobre a genética de
Coffea ficou estabelecido que os fendtipos murta [de constitui-
¢330 genotipica (#e ne)] e anio (na ne) eram derivados do culti-
var Bourbon (Fa Ha) (KRUG, 1939 e 1942 e CARVALHO, 1941). Foi
verificado que o alelo na também interferia na produgio de
gr3os, pois plantas murta (#a na) eram menos produtivas do que

Bourbon e as an3s (na na) produziam ainda menaos frutos (CARVA-
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LHO & KRUG, 1946 e KRUG & CARVALHO, 1951). Do cruzamento de
plantas do tipo Murta com C. arabica cv typtca (hoje, €. arabi-
ca var. arabica? surgiam sempre plantas semelhantés ao parental
do cultivar Arabitca. Suspeitou-se ent3io que o cultivar Aradbica
era portador, de um ou mais genes com capacidade inibidora da
express3dao dos genes Ha e ne (KRUG, 1939; CARVALHO, 1941 e CAR-
VALHO & KRUG, 19464).

Esse gene que foi posteriormente identificado
(7)), sempre presente no cultivar Arabica, tinha agio epistatica
sobre os alelos #a e na. 0 alelo #a, por sua vez, ¢ dominante
na presen¢a de ¢+ ¢ (KRUG & CARVALHO, 1951).

E provavel que o alelo ¢ tenha se originado,
através de muta¢io, do cultivar Arabica, gerando desta forma o
cultivar conhecido como Bourbon (¢ ¢ #a Ka) (SYBENGA, 1960 e
CARVALHO et _al., 1991).

0 fator cera (ce), que determina a cor amarela
nos endospermas, um dos primeiros a serem pesquisados em café,
foi utilizado no classico experimento realizado por KRUG &
CARVALHO (1939) que provaram a existéncia do endosperma em
frutos maduros.

0 endosperma de café (tecido utilizado em nossos
'experimentos), bem como o de outras angiospermas, tem uma ori-
gem dependente da forhagso do saco embrionario. Apdés a polini-
zagdo, ocorre o fendmeno da dupla fertilizag¢Xo, onde o ndacleo
reprodutivo do gr3o de pdlen se funde a0 &vulo, formando o
zigoto, enquanto que o ndcleo germinativo do gr3o de pdlen se
une aos dois nucleos polares do saco embrionario, dando origem
ao endosperma que &, conseqientemente, tripldide (3n).

A ocorréncia do endosperma em Coffea foi regis-—
trada inicialmente por FABER (1912) e posteriormente por
LELIVELD (1938), e contestada por HOUK (1938) que afirmava ser
o endosperma um tecido evanescente, substitufido ent3o pelo
perisperma, de origem materna , nos frutos maduros.

Diante de tais discordancias, cientes da nature-
za tripldéide do tecido e da expressXo do fator cera nos endos-—
permas ainda Jjovens, KRUG & CARVALHO (1939) e CARVALHO & KRUG

(1949) realizaram diversos cruzamentos bidirecionais de plantas
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de endospermas verdes com plantas de endospermas amarelos, além
de autopolinizagdes entre as mesmas. Observaram que, (1) plan-
tas oriundas de sementes com endosperma amarelo,' quando eram
autopolinizadas, sempre produziam sementes da mesma cor amare-
laj; (2) a polinizagZo destas plantas com pdlen de plantas
provenientes de sementes de endospermas verdes, originavam
frutos de endospermas verdes; (3) o mesmo acontecia com a poli-
nizagcRo das plantas de endospermas verdes com pdlen das plantas
de sementes com endosperma amarelo.

Prosseguindo, os autores (KRUG & CARVALHO, 1939,
1951 e CARVALHO & KRUG, 1951) verificaram que o gene ce, assim
denominado, expressava a cor amarela somente em dose tripla
recessiva (ce ce ce). Nesse conjunto, um alelo dominante Be
determina a cor verde no endosperma de C. arabica. Este & um
exemplo de xénia e consiste na expressio direta do fator
genético vindo do gameta masculino, no fendtipo do endosperma.
0 gene Be domina os dois alelos recessivos derivados dos

nacleos polares do saco embrionario.

Com este experimento ficou esclarecido definiti-
vamente a presenga do endosperma nas sementes de frutos maduros
de cafeé.

0 crescimento do endosperma pode, em certos
casos, ser interrombido em sua fase celular e os frutos
desenvolvidos, aparentemente normais, firam destituidos de
sementes o que & um defeito indesejiavel (ANTUNES FILHO & CARvVA-
LHO, 1954).

MENDES et al. (1954) e MENDES & MEDINA (1955)
demonstraram que este defeito & conseqiiéncia da ac3o do gene
4 que, em homozigose no endosperma (d € d) e no embriio (4 a),
€ letal.

Até o momento, 0os gens anomala (an) e anormalis
(#m), ambos com efeito pleiotrépico, e que modificam principal-
mente a morfologia das folhas, se constituem no dnico exemplo
de ligac3do entre dois fatores genéticos no género Coffea, como
demonstrado por CARVALHO (1940) que estimou estar entre 10 a
20% a taxa de recombinagfo entre an e gm, em €. arabica.

Os dados obtidos até o momento, sobre a consti-—
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tuig3io genética das espécies dipldides de Coffea, s3ao limita-
dos. E provavel que o préprio sistema de auto—incompatibilidade
nessas espécies, dificulte os cruzamentos e também as anaAlises
genéticas (CARVALHO, 1958 e SYBENGA, 1960).

Em C. canephora, a fasciagio de caules e ramos
na planta é conseqiiéncia da ag¢3o dos alelos recessivos #oc #og
0 cruzamento de plantas heterozigotas normais (3bc #oc) dizZo
plantas na proporg¢3o de 3 normais: 1 fasciada. Interessante que
esse carater, em C. arabica, ¢ completamente dominante. N3Zo se
sabe, entretanto, se tais genes, gque causam a fasciag¥o, sXo os
mesmos nessas duas espécies de café (CARVALHO, 1951 e CARVA-
LHO, 1958).

Foi também identificado, em C. canephora, o gene
na® que, semelhantemente a €. arabica, em dose dupla recessiva
(na? nap) causa o aparecimento de plantas ani3s, com folbhas
peguenas, e com baixa produgio de flores e frutos. NIo existe,
no entanto, a classe intermediaria murta, pois o gene ¢ comple-

tamente recessivo (KRUG & CARVALHO, 1951).
Os fendtipos angustifélia (lamina foliar mais

espessa e estreita), xantocarpa (frutos com exocarpo amarelo
guando maduros) e purpurascens (folhas jovens de cor puarpura,
corola rosa e frutos estriados de cor pdrpura guando ainda
verdes) em (. canephora, s3o condicionados por alelos completa-
mente recessivos (ag, x e na, respectivamente), como acontece
em C. arabica (CARVALHO, 1958 e SYBENGA, 19460).

Ja& o fator cera, que & recessivo em €. arabica e
condiciona a cor amarela nos endospermas (ce ce ce), & dominan-—
te em C. dewevrei, apresentando o mesmo fendmeno de xénia,
anteriormente mencionado. Plantas de €. arabica de endospermas
verdes, quando polinizadas por plantas de €. dewevrei de endos-
permas de cor cera, formavam frutos hibridos com endospermas de
cor cera (CARVALHO, 1958).

As espécies diplédides de Coffea vém sendo também
utilizadas em cruzamentos com variedades produtivas de C.
arabica, com a finalidade de se obter plantas hibridas resis-
tentes a doencas e pragas.

A resisténcia a uma ou mais ragas do fungo
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Hemileia vastatrix em café, & conferida por fatores genéticos
dominantes hf&a a‘?%;), gue podem aparecer combinados ou nao
(MONACO & CARVALHO, 1975 e BETTENCOURT & RODRIGUES JR., 1988).
Sabe-se que o fator fﬁ; provém de €. liberica e que os fatores
f&% a.?&;, de C. canephora (BETTENCOURT & RODRIGUES JR., 1988).
A espécie C. canephora também possui genes gue conferem resis-
téncia ao fungo Colletotrichum coffeanum & ao nematdéide Meloi-
dogynes sp. (CARVALHO et al., 1991).

Em outras espécies, como C. dewevret e C. race-
mosa, a resisténcia ao ataque da larva de Perileucoptera coffe-
ella & dada pela presenga de um gene dominante (CARVALHO et
al., 1991 e GUERREIRO FILHO, 1992).

Por fim, tém-se que o sistema de autoincompati-
bilidade existente nas espécies dipldide & gametofitico e
multialélico (BERTHAUD, 19846) sendo que foi muito estudado em
populagdes nativas de C. canephora e usado como um dos parame-
tros para se estimar o numero de individuos fundadores de cada

populac3do natural desta espécie.

23. CitoLoaia

Os primeiros estudos citoldgicos desenvolvidos
em café, com a finalidade de se conhecer o ndmero de cromosso-
mos de algumas das espécies nEo lograram muito éxito, provavel-
mente devido as limitac¢des prdéprias das técnicas entlo disponi-
veis,

Assim, FABER (1912) contou B pares de cromosso-
mos, durante a megasporogénese, em C. arabica L., C. liberica
Bull. e €. laurentii Pierre [hoje, €. canephora var. laurentit
(De Wild.) Chev.].

Os estudos posteriores sobre a mitose, em radi-
culas de Coffea arabica, variedades nacional e bourbon, efetua-
dos por PIZA (1929), informaram apenas gQue 0S5 Cromossomos
somaticos eram peguenos e NuMerosos.

KRUG, em 1934, reexaminando a mitose de (.

arabica,nas variedades nacional e bourbon, gque foram estudadas
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anteriormente por PIZA (1929) e, acrescidas das variedades

laurina, maragogipe e "Amarelo de Botucatu", concluiu que o

namero somiatico nessa espécie era igual a 44. Observou também
que as espécies C. canephora Pierre ex Froehner, C. congensis
Froehner e €. excelsa Chev. (hoje, C. dewevreit var. excelsa
Chev.) possuiam 2n = 22 Ccromossomos.

Em trabalhos subseqiientes, KRUG (1936a e 1937)
péde confirmar a condi¢3o de tetrapldéide (2n=44 cromossomos) em
outras variedades do café Arabica. As espécies C. abeokutae
Cramer, C. dewevretit De Wild. et Th. Dur., C. dybowskii Pierre
ex De Wild. (hoje, C. dewevrer var. dybowskii Pierre), C.
robusta Linden [hoje, C. canephora var. robusta (Linden) Chev.]
e C. ugandae Cramer [hoje, €. canephora var. ugandae (Cramer)
Chev.] foram diagnosticadas como dipldides (2n = 22 cromosso-
mos). A partir desses trabalhos e também daquele efetuado por
HOMEYER (1933), ficou definitivamente estabelecido x = 11 como

0O namero bAsico de cromossomos para o género.

A medida que os estudos citoldégicos foram abran-
gendo as demais espécies de Coffea, foi-se confirmande a natu-
reza dipldide das mesmas, portadoras de 22 Cromossomos, cComo se
depreende dos trabalhos de BOUHARMONT (1959 e 1963), SYBENGA
(1960), LEROY & PLU (1966) e LOUARN (1972).

Variacdes cromossdmicas numéricas naturais podem
entretanto ocorrer em variedades de C. arabica, algumas delas
associadas a determinado fendtipo. Tal € o caso de C. arabica
var. bullata, com as formas 2n = 6& cromossomos e com 2n = 88
cromossomos (KRUG, 1936a e 1937).0u ainda, C. arabica var.
monosperma com 2n = 22 cromossomos, que apresenta porte pequeno
e um alto grau de esterilidade masculina, além de grande guan-
tidade de drupas portadoras de uma s& semente. (MENDES &
BACCHI, 1940).

CRUZ (1972) relatou a presenca de plantas com
diferentes tipos de aneuploidia, em progénies normais da
variedade Mundo Nove de €. arabica. Algumas dessas plantas
apresentavam fendtipo semelhante aquele conferido pelos alelos
recessivos angustifolia (ag ag). |

Estudos no comportamento meiético de plantas
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dipléides hibridas, anteriormente obtidas por CARVALHO & M&NACO
(1967), foram igualmente conduzidos por MEDINA (1972) para
averiguar o grau de afinidade entre as espécies dipldides
parentais. Foi encontrado um gradiente de homologia cromossémi-
ca, sendo a mais baixa verificada no hibrido entre C. congenstis
e C. eugenioides (10 monovalentes) e a mais alta, no hibrido
entre C. dewevrei e €. liberica, com 11 bivalentes. 0O grau dao
pareamento cromossémico, entretanto, n3Eo foi um bom parametro
para o conhecimento das rela¢gBes interespecfificas porque, em
alguns casos, 0 alto grau de pareamento coincidiu com uma alta
taxa de esterilidade do pdédlen e/ou uma baixa porcentagem de
germina¢3o das sementes. AssociagBes semelhantes a estas, entre
grau de pareamento inversamente proporcional a taxa de esteri-
lidade polinica, baixa frutificag¢®o e muitas lojas de frutos
vazias foi também documentada nos hibridos dipldides de C.
canephora e . racemosa (LOUARN, 1985).

Concomitante aos estudos da determinagio do
namero de cromossomos nas diferentes espécies de café e das
relagdes de afinidades interespecificas, esforgos foram feitos
para a caracterizag¢io individual dos cromossomos.

MENDES (1938) estudou citologicamente C. excelsa
(hoje, C. dewevrei var. excelsa) e constatou que os cromossomos
eram relativamente pequenos, variando de 1 a 3um de comprimen-—
to, sendo dificil de separéa-los e caracteriza-los individual-
mente devido também ao alto grau de similaridade existente
entre eles. Dividiu-os em trés grupos, de acordo com o0s gra-
dientes do comprimento e a posi¢3o do centrémero. Segundo o
autor, somente os trés maiores cromossomos do genoma eram
relativamente fAceis de serem identificados.

Outros autores como BOUHARMONT (1959 e 1963),
SYBENGA (1960) e LOUARN (1972) conclufiram que Os Cromossomos
somaticos de café eram muito pequenos e similares, quando
analisados ao microscépio Sptico, apds as técnicas dos cortes
seriados, da orceina ou do carmim acético.

Andlises posteriores na microsporogénese de di-
ferentes espécies dipldides de café n3o revelaram diferengas

morfolégicas suficientemente fortes nos cromossomos que pudes-
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sem ser utilizadas para a caracterizagio dos mesmos (MEDINA &
RIJO, 1969 e MEDINA et al., 1977).

PINTO-MAGLIO & CRUZ (1987) conseguiram, entre-
tanto, resultados positivos na caracterizagfo da morfologia dos
cromossomos nucleolares em fase de paquftenc em dez espécies de
café, incluindo o tetrapldide €. arabica. As autoras confirma-
ram também a presenga de dois pares de cromossomos nucleolares
em C. racemosa e C. salvatrix, como inicialmente visto por
MEDINA & RIJO (1269) E MEDINA et al. (1977). Observaram que,
pelos padr@es de ocorréncia e de distribui¢Zo dos cromémeros,
C. canephora e €. congensis eram muito semelbhantes, o mesmo
acontecendo para €. dewevrei e C. eugenitoides . 0 tetrapldide
C. arabica apresentava um de seus dois pares de cromossomos
nucleolares semelhante a um daqueles de €. racemosa e C.
salvatrix, enquanto gque o outro par de cromossomos nucleolares
do café Arabica era similar aquele de C. dewevrei! e de C.
eugentoides.

Recentemente, PINTO-MAGLIO (1991), usando ainda
a anidlise dos cromossomos em fase de paquiteno estabeleceu um
ideograma para a espécie C. arabica, com base no comprimento
absoluto dos cromossomos e na distribui¢fo dos cromémeros. A
autora verificou que cerca de 547 dos bivalentes do complemento
possuiam um padr83o cromomérico semelhante, o gue de certa forma
confirmou a condi¢3o de alopolipldide de segmento de €. arabi-
ca. 0 discreto grau de associagdes secundarias presentes entre
alguns dos cromossomos fol interpretado como conseqiéncia da
presenga de um sistema eficiente que impedia o pareamento entre
0os cromossomos homedlogos.

Os estudos cariotipicos comparativos efetuados
em metafases mitoticas indicam que hia um alto grau de homoge-
neidade entre as espécies que comp@em o género Coffea . A dife-
renciagdo morfoldgica e fisiolégica das espécies dipléides de
café n3o foi acompanhada por mudangas nftidas na morfologia ou
no namero dos cromossomos. As varia¢®es interespecificas que
surgiram devem ter sido a nivel génico, a partir de um genoma

basico (LOUARN, 19723 DEMARLY, 1975 e CHARRIER, 1977).
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24. HETEROCROMATINA E BANDAMENTO CROMOSSOMICO

Heitz, em 1928, analisando os cromossomos de
algumas briéfitas, pdde distinguir duas classes de cromatina
que foram por ele denominadas de eucromatina e heterocromatina
(apud YUNIS & YASMINEH, 1271 e VOSA, 1975).

0 termo heterocromatina foi empregado i1inicial-
mente para descrever aqueles segmentos cromossdmicos gque se
coravam densamente, ao microscdpio éptico, e que permaneciam
condensados ao longo do ciclo de divis3o celular, inclusive
durante a intérfase, diferenciando-se dessa forma da eucroma-
tina. Esta, apresentava-se mais difusa nos ndcleos intercinéti-
cos e com uma coloracio palida, sofrendo o tipico ciclo de
condensacdo e descondensacdo durante a divisdo mitédética (HSU,
1274 e LAVANIA & SHARMA, 1982).

Ao estudar a heterocromatina nos cromossomos
politénicos das glandulas salivares de Drosophila melanogaster,
Heitz, em 1934, chamou de o-heterocromatina aquela cromatina
densamente compactada do cromocentro e de pB-heterocromatina a
heterocromatina menos densamente compactada e de aspecto vesi-
cular que ocorria nos bragos dos cromossaomos (apud, PAVAN,
1946, COMINGS, 1972 e PARDUE & HENNIG, 1990).

Posteriormente, BROWN (1966) reconheceu a exis-
téncia de dois tipos de heterocromatina a que chamou de facul-
tativa e constitutiva.

A primeira, a heterocromatina facultativa, pode
envolver apenas um cromossomo ou até um conjunto de cromossomos
do genoma. 0O exemplo classico €& dado pela heterocromatinizacio
facultativa, durante a fase embrionaria, de um dos cromossomos
X das fémeas, o qual se torna densamente compactado e genetica-
mente inativo (MELLO, 1978 e SWANSON el al., 1981).

A heterocromatina constitutiva estid presente em
ambos os cromossomos homdlogos, ocupando regides de homologia.
Apresenta—-se condensada na intérfase e prdfase constituindo as
cromocentros e knobs, ndo sendo também ativa geneticamente
(COMINGS, 1972, LAVANIA & SHARMA, 1982 e KENTON, 1991). Ocorre

preferencialmente a0 redor do centrédmero e nos teldmeros
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(PARDUE & HENNIG, 1990), podendo também ocupar diferentes posi-
¢des ao longo dos cromossomos, como acontece em Brimeura (VOSA,
1979) ou em Crepis capillaris (NOGUCHI & OHNO, 1989).

Embora ambas, a eucromatina e a heterocromatina
se estendem ao longo dos cromossomos, formando o que ANAMTHAWAT
— JONSSON & HESLOP - HARRISON (1990) denominaram de divisio
territorial dentro da cromatina, a heterocromatina se destaca
por algumas propriedades e/ou caracteristicas inerentes a ela,
tal como a replicac3o tardia de seu DNA.

Os experimentos desenvolvidos através da incor-
poracido de timidina tritada (aH—timidina) no ciclo celular,
tanto em animais como em vegetais, tém demonstrado que ambas
heterocromatinas, facultativa e constitutiva, apresentam a re-
plicac3o tardia do DNA (LIMA-DE-FARIA, 1959; LIMA-DE-FARIA &
JAWORSKA, 1968 e STEFFENSEN, 1986).

Outra caracteristica da heterocromatina & a
presenca de seqiiéncias repetitivas de DNA ricas em A-T ou G-C,
dispostas em tandem, como demonstrado inicialmente por
HERSKOWITZ (1961).

Com relag3o aos vegetais, GEBER & SCHWEIZER
(1988) verificaram, por meio de fluorocrémios e do Giemsa, a
existéncia de duas classes distintas de heterocromatina nos
cromossomos mitdéticos de mostarda (Sinapis alba). A fracio
heterocromatica maior destacava-se pela predomindncia de bases
repetitivas G-C, enguanto que a frac3o menor abrigava segién-
cias ricas em A-T.

Semelhantemente a4 mostarda, KENTON (1991) obser-
vou a existéncia de fracdes de DNA ricas em A-T ou em G-C nos
segmentos cromossémicos heterocromiticos da monocotiledénea
Gibasits karwinskyanca.

Através do uso de enzimas de restric3oc em cro-
mossomos mitdticos e/ou meidticos de algumas plantas, foi pos-—
sivel de se determinar o tamanho de algumas dessas seqliéncias
repetitivas gue ocorriam nas regides heterocromiticas teloméri-
cas de centeio (Secale cereale e S. silvestre) (BEDBROOK et
al., 1980), nos knobs de Cucumis metulil ferus (RAMACHANDRAN &

NARAYAN, 1990), ou ainda na heterocromatina constitutiva termi-
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nal e intercalar de Scilla siberica (Liliaceae) (LLOZANO et al.,

1991).

De acordo com COMINGS (1972), nem todo o DNA da
heterocromatina & repetitivo ou satélite.

OUD & SCHOL.TEN (1982), por exemplo, observaram
que somente 37Z do DNA heterocromiatico dos cromossomos do roedor
Cricetulus griseus era repetitivo.

HERSHFIELD & SWIFT (1990) mostraram gque na mosca
Sarcophaga bullata, a fracdo de DNA altamente repetitivo ocor-
ria tanto nos segmentos hetero como eucromiticos, n3o demons-
trandmn portanto preferéncia de localizac¢3o deste tipo de DNA.

Por ser a heterocromatina uma regifio caracteri-
zada também pelo alto grau de compactagio do DNA, o0s genes
eucromidticos, quando justapostos a ela, por rearranjos estrutu-
rais ou por transposi¢io, podem ter sua expressio alterada. E o
efeito de posig3o, como relatado no trabalho de HAYASHI et al.
(1990) e na reviszZo de HENIKOFF (1990), por exemplo.

Outro aspecto interessante a ser mencionado &
que, durante a meiose, a heterocromatina interfere na formagZzo
e na frequéncia de quiasmas. pois préximos a ela, o0s quiasmas
raramente se formam, e guanto maior a quantidade de heterocro-
matina presente nos cromossomos, menor serid a taxa de ocorrén-
cia de permutas. (SCHWEIZER et al., 1987). Varia¢®es na quanti-
dade de heterocromatina causadas por permutas desiguais, dele-
¢%es ou por amplificag¢des, podem ainda perturbar © pareamento
cromossémico, na meiose, como se depreende das consideragdes
feitas por BABU & VERMA (1987).

0 fendmeno da amplifica¢Zo de DNA em segmentos
cromossdmicos, anteriormente mencionado, foi inicialmente des-—
crito por BREUER & PAVAN (1955), ao estudarem o0s cromossomos
politénicos de glandulas salivares do diptero sciarideo
Rhynchosciara angelae. 0Os autores relataram a formag3io de pufes
de DNA que, ao regredirem, deixavam um excedente de DNA na
faixa cromatinica correspondente ao entumescimento do cromosso-
mo. Esse DNA excedente foi posteriormente denominado de DNA me-—
tabélico, podendo permanecer ou ser eliminado do cromossomo

(PAVAN, 1965 e PAVAN et al., 1975).
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Pufes em regides de heterocromatina foram obser-
vados por DIAZ & PAVAN (1964) e por Sanders & Pavan (1972, apud
PAVAN et al., 1975) em cromossomos politénicos de' R. angelae,
infectados por microsporideos. Esses pufes foram interpretados
por PAVAN et al. (1975) como conseqtiéncia da atividade génica
em resposta das células a uma condig3do de estresse.

Em vegetais, o evento da amplificag3o de DNA em
tecidos somAticos foi documentado em condig@es normais em
nicleos de células do metaxilema (Allium cepa), do embriZo
(Triticum aestivum) e do endosperma (Ornithogalum elatum), bem
como em células de cultura de tecido, de acordo com a vrevis3o
efetuada no assunto por NAGL (1990).

De acordo ainda com NAGL & CAPESIUS (1977) e
NAGL (1990), tecidos de nutri¢Xo que armazenam substancias de
reservas, como o endosperma, tendem a apresentar amplificagdo.

Citologicamente, a visualizagdo dos segmentos
condensados heterocromiaticos, em cromossomos mitdticos, € pos-—
sivel em alguns casos, através do emprego da reacdo nuclear de
Feulgen, como visto em Borago officinalis (D 'AMATO & MARCHI ,
1983), em Anemona blanda, Ffritillartia lanceolata e Scilla
siberica (MARKS, 1983) e em Genipa americana (PIEROZZII & CRUZ,
1988) .

DARLINGTON & LA COUR (1940), inicialmente obti-
veram um tipo de diferenciac3op longitudinal nos cromossomos
metafidsicos mitdticos de algumas espécies de Trillium, subme-—
tendo-os, por um periodo, a baixas temperaturas (% 5°C negati-
vos). Observaram que as regides heterocromaticas, apés a colo-
rac3o, permaneciam claras e com um diametro menor, quando
comparadas com a cromatina adjacente.

Esse método de indug8o de diferenciacdo cromos-—
sémica pelo frio ¢ limitado, pois em muitos vegetais, a
heterocromatina constitutiva n3o se diferencia citologicamente,
em resposta ao tratamento a frio (VOSA, 1975).

Com base ent3o nas propriedades caracteristicas
e diferenciais da heterecromatina, novas técnicas citoldgicas
surgiram, objetivando o reconhecimento individual dos cromosso-

mos através da diferenciac3o longitudinal dos mesmos. Essas sio
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as técnicas gue promovem a formagiao de bandas ao longo dos
Cromossomos as qualis, de acordo com a Conferén;ia de Paris
(PARIS CONFERENCE, 1971), compreendem agqueles segmentos cromos—
sdmicos suficientemente corados ou luminescentes e que se
destacam, portanto dos outros segmentos adjacentes.

Foi CASPERSSON et al. (1968) que inicialmente
demonstraram a possibilidade do uso de agentes fluorescentes,
como a gquinacrina e seus derivados, na obtenc2o de cromossomos
distintamente corados. As bandas obtidas pelo emprego de tais
agentes fluorescentes foram designadas por bandas-Q.

Os estudos subseqgqlentes com o emprego dessa
metodologia, demostraram gue a mesma, dependendo do corante
utilizado, possuia a capacidade de evidenciar a predominincia
da composic3o de bases das regides heterocromaticas. Assim
sendo, fluorocrémios como a guinacrina, o Hoechst 33.258, o
DAPI, o DIPI, entre outros, realgavam a presenca de sequéncias
de DNA ricas em A-T. J& o0s corantes como a cromomicina Aa
(CMA 3) y & actinomicina e a olivomicina, evidenciavam segmen-—
tos de DNA heterocromiticos ricos em bases G-C (SCHWEIZER, 1982
e GREILHUBER, 12984).

VOSA (1980) constatou, pelo emprego da quinacri-
na, que a heterocromatina constitutiva de Ornithogalun seinert
(Liliaceae) era rica em bases A-T, pois ao microscdpio optico
apresentava um brilho muito intenso.

Em espécies do grupo vegetal de Scilla sibericea,
o emprego do bandamento-Q permitiu caracteriza-las citologica-
mente, além de revelar o grau de afinidade existente entre
elas. Desta forma, as espécies S. siberica, S. amcena e S.
ingridae, consideradas taxonomicamente muito prédximas, possuiam
segmentos heterocromaticos predominantemente ricos em bases
G-C, enquanto que a espécie mais distante taxonomicamente, 5.
mischtschenkoana, apresentava riqueza de bases A-T nas paorgdes
heterocromidticas (DEUMLING & GREILHUBER, 1982).

A técnica do bandamento-C surgiu como conseqién-—
cla dos experimentos de hibridacio in situ, efetuados por
PARDUE & GALL (1970), nos cromossomos de camundongos. 0Os

autores demonstraram que, citoldgicamente, as seqiiéncias de DNA
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satélite localizavam—-se na heterocromatina centromérica. Esta,
em consegiiéncia dos tratamentos com solucdes alcalinas e
salinas, corava-se densa e seletivamente pelo Giemsa.

VvOSA & MARCHI (1972) adaptaram o método para os
cromossomos de plantas, testando-o em algumas Liliaceae. Compa-—
raram em seguida, o padr3o de bandas-C com o ndmero e a posic3o
das bandas—-Q luminescentes, encontrando forte correspondéncia
entre ambos os tipos de bandas.

Em alguns vegetais, como Trillium grandiflorum,
(Liliaceae) foi possivel demonstrar a correspondéncia entre a
heterocromatina evidenciada pelo bandamento-C com os segmentos
heterocromaticos obtidos com o emprego do tratamento a frio de
DARLINGTON & LA COUR (1940).

Apesar das técnicas de banda-C serem eficientes
na caracterizacio dos cromossomos vegetais, a maior parte dos
resultados positivos estid concentrada nos membros das familias
Compositae, Liliaceae e Gramineae (D AMATO & TROJANI, 1985).

Desta forma, os estudos citoldgicos comparati-
vos, em cromossomos de milho (Poaceae), revelaram a correspon-
déncia entre as bandas-C, na metAfase mitdtica, com os knobs do
pagui teno (VOSA & AGUIAR, 1972 e WARD, 1980). Ficou também
estabelecido que, nos cromossomos de milho, ha dois tipos de
heterocromatina, aqueias que sio banda-C* (knobs de milho) e
aguelas gque s3o banda~C (heterocromatina centromérica e grande
parte da heterocromatina dos cromossomos B) (WARD, 1980;
AGUIAR-PERECIN, 1984; 1985 e AGUIAR-PERECIN & V0OSA, 1985).

No género Alliwum {(Liliaceae), os estudos cario-
tipicos efetuados mostraram gque as espécies nativas do Velho
Mundo se caracterizavam pela presenca de heterocromatina telo-
mérica (bandas-C teloméricas), enquanto as espécies americanas
possuiam segmentos heterocromidticos nas regides centroméricas
e/ou intercalares (VOSA, 1976b, 1976c e 19773 CAI & CHINNAPPA,
1987), reforcando a idéia da existéncia de doils grupos evoluti-
vos diferentes dentro de Allium.

Além da caracterizacio morfoldgica dos cromosso-—
mos e do estabelecimento de relacdes de filogenia entre algumas

espécies de cevada (Hordeum, famflia Poaceae), VOSA (1976a) e
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KONISHI & LINDE-LAURSEN (1988) conseguiram, pelas anilises
citogenéticas, determinar os cromossomos envolvidos em diferen-—
tes translocacd®es presentes em linhas de HN. spontaneum, com
base na posig¢3o das bandas—-C encontradas.

Também de interesse foram as pesquisas conduzi-
das em Triticale, um género hibrido entre trigo e centeio, onde
foi constatado um aumento diferencial na quantidade de hetero-
cromatina telomérica, detectado pelo método da banda-C, em
algumas linhas hibridas. Este aumento estava correlacionado
positivamente com a formagio de gr3os enrugados na espiliga,
decorrentes de endospermas mal formados. GQuanto maior a guanti-
dade de heterocromatina telomérica, mais enrugados eram O0s
grios (HENEEN & BRISMAR, 1987 e JOUVE et al., 1989).

Assunto controvertido ¢ o da possivel correlaclo
entre as bandas~C e as bandas—-N. Estas dltimas foram estabele-
cidas por MATSUI & SASAKI (1973) apds o tratamento de cromosso-
mos humanos com solucdes de Acido tri-cloroacético ou com Acido
cloridrico. Pensava—-se que as bandas—N destacassem exclusiva-—
mente as regides organizadoras do nucléolo (RON). Contudo,
FUNAKI et al. (1975), trabalhando com cromossomos de alguns
vertebrados e de algumas plantas demonstraram que a técnica do
bandamento-N em alguns casos, além de evidenciar a RON, também
provaocava uma diferenciacio nas regides centroméricas.

Inversamente as bandas—-N, o emprego de solucio
aguosa de nitrato de prata, nos cromossomos vegetais, tem se
mostrado mais eficiente como método de marcacldo peculiar das
RON. Esse tipo de marcag¢3io foi descrito primeiramente em
cromossomos humanos por BLOOM & GOODPASTURE (1975).

SCHWEIZER & AMBROS (1979), diante do nudmero in-
certo de segmentos RON existentes em Phaseolus coccineus, apli-
cando o método da impregnacio pela prata, notaram gue dos oito
segmentos cromossémicos associados, ou supostamente associados
ao nucléolo, somente seis deles (3 pares) possuiam a RON ativa.

Ja no hibrido entre Allium cepa e 4. fistulosum
SCHUBERT (1984) concluiu, com base na extens3io das RONs
impregnadas, que provavelmente havia ocorrido ou (1) uma per-—

muta desigual entre as RONs de ambas as espécies presentes no
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hibrido, ou (2) uma transposicio de um segmento RON de A. cepa
para a reglido organizadora de 4. fistulosun.

Em milho, com o0 auxifilio da impfegnacéo pela
prata (KHUONG & SCHUBERT (1985) demonstraram que a regiio do
organizador do cromossomo & compreendia também um segmento
heterocromatico que provavelmente teria ent3o genes de rDNA.

JORDAN (1986), entretanto interpretou esse pa-
drio de impregnacdo do segmento heterocromitico presente na RON
do cromossomo & de milho, como revelador apenas da existéncia
de genes inativos de rDNA. Nessa RON, segundo esse autor, ape-
nas 10% dos genes de rDNA seriam operantes e n3o se apresenta-
riam condensados.

As bandas—~-G foram inicialmente descritas por
DUTRILLAUX et al. (1971), em cromossomos humanos, com o empre-
go de enzimas proteoliticas tais como a pronase e a tripsina.

Posteriormente, ficou provado que ocutros compos-
tos como a uréia, o permanganato de potassio, as solugdes
salinas com pH alcalino e detergentes, eram igualmente eficien-
tes na promoc3o do bandamento-G em cromossomos humanos (SHIRAI-
SHI & YOSIDA, 1972; KATO & MORIWAKI, 1972 e UTAKOJI, 1973).

A maioria dos resultados positivos que se tem
com o bandamento-G, esta restrita aos cromossomos de animais.

Em plahtas, poucos s3ao os resultados satisfatd-
rios conseguidos com o emprego de agentes indutores de bandas-
-G. Segundo GREILHUBER (1977), os cromossomos vegetais n3o
apresentam bandas—-G devido ao forte grau de compactag3o dos
mesmos durante a mitose.

DREWRY (1982) entretanto obteve bons resultados
de diferenciacdo longitudinal nos cromossosmos de Pinus resino-—
sa com o uso da tripsina.

Ja MURATA & ORTON (1984) obtiveram bandas consi-—
deradas semelhantes as bandas—-G por meios de variacdes no tempo
e na temperatura da solu¢gio de hidrdéxido de bArio e da solucilo
de 2x55C, em aipo (Adpium gravecolens).

Resul tados igualmente satisfatdrios, mostrando
inclusive constancia no padr3o das bandas, foram alcancados por

YANG & ZHANG (1988) nos cromossomos de Secale cereale, de
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Hordeum vulgare e de Vicia faba, e por KAKEDA et al. (1990)
nos cromossomos mitéticos de milho com o© emprego de soluc3o
diluida de tripsina.

Sequndo SCHWEIZER et al. (1987) e HOLMQUIST
(1988), as regides cromossdmicas diferenciadas pelo bandamento-—
-G coincidem com aquelas luminescentes, pelo uso do quinacrina,
e portanto, s3o ricas em bases repetitivas A-T, além do DNA
destas regides ter replicacdes tardias na fase S.

A aplicacd3o de enzimas de restricio na obtengio
de diferenciac3o cromossdédmica em vegetais tem se revelado
promissora, embora sejam poucos os resultados positivos conse-
guidos até o momento (SCHUBERT, 1990)

H& ainda outras técnicas citoldégicas que promo-
vem a formag¢do de bandas ao longo dos cromossomos, tais como
bandamento-R e -T porém, estes s3o0 mais utilizados em citogené-
tica animal.

Supde-se que o0 mecanismo operante na producio de
bandas—-C esteja relacionado com (1) o grau de compactac3o do
DNA heterocromitico que seria mais resistente aos tratamentos
salinos dessa técnica (JACK et al., 1985); ou (2) a afinidade
seletiva das regides heterocromiticas pelos corantes Giemsa ou
Leishman (DILLE et al., 1987); ou (3) a extragido preferencial
de DNA das regides edcrométicas (HOLMQUIST, 1979 e 1988): ou
ainda (4) a extragao seletiva de DNA e de proteinas
(BURKHOLDER, 1988 apud KAKEDA et al., 1991).

De maneira distinta, a forma¢ciao das bandas-N
parece estar associada a presenca de fosfoproteinas (BUYS &
OSINGA, 1982 e KAKEDA et al., 1991) ou a regides cromossémi-
cas de DNA satélite ricas em polipirimidinas (GERLACH, 1977;
MORRIS & GILL, 1987).

Com relacsio & impregnaclo pela prata (bandas-
—-RON), que ocorre preferencialmente nos sitios do organizador
nucleolar, supde-se gque a reacl3o de impregnac3o se dé com base
na presenca de proteinas especificas do tipo Bza e Czs’ que s3o
inerentes ao nucléolo, e também devido ao estadeo descondensado
da cromatina (SCHUBERT, 1984; SPECTOR et QLL, 1984; MEDINA et
al., 1986 e SANCHEZ et al., 1989).
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Estudos comparativos de microscopia &ptica e
eletrénica realizados em cromossomos tratados e nao tratados
com tripsina sugerem que a extrac3o das proteinas n3o histéni-
cas e da histona Hi1 promovem a formagio de bandas-G (HARRISON

et al., 1983; ALLEN et al., 1988).
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3. MATERIAL E METODO

31 PROCEDENCIA DO MATERIAL

As espécies de café wutilizadas no presente
trabalho s3o dipldéides (2n = 22 cromossomos) e autoincompati-
veis. Estio representadas na coleg¢lio de plantas da Secado de
Genética, no Centro Experimental, do Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), sendo que cada planta possui um ndmero préprio
que as identifica, dentro da colecio.

Endospermas Jjovens e imaturos de frutos em
desenvolvimento, das seguintes plantas, foram wutilizados nas

preparacdes citoldgicas:

- Coffea canephora var. Robusta : plantas numero 801 e 748.
Tais plantas vieram do Horto Florestal de Rio Claro,
onde passaram o periodo de gquarentena e crescimento, apds

chegarem de Java.

- Coffea dewevrei var . excelsa : plantas namero 63, 998, 2
e & . Excetuando-se a planta n2 63 que foi introduzida
como estaca, as demais se originaram de sementes,
portanto, genétipos diferentes. Todas vieram da estaci3o
de Java, passando o periodo de quarentena e crescimento
no Horto Florestal de Rio Claro de onde foram enviadas

para o Instituto Agrondmico.

- €. racemosa : plantas de ndmero 1193-3-2 e 1194-10-2. Sao

originarias de Mocambigque de onde vieram como sementes.

As espécies estudadas foram anteriormente
herborizadas por MAGLIO (1983) e as exsicatas foram concomitan-—
temente depositadas no Herbario UEC, da Universidade Estadual
de Campinas e no HerbArio da Sec3o de Botanica do Instituto
Agrondédmico de Campinas (IAC) com o0s seguintes ndameros de
introducion: €. canephora exc. nS UEC-14.068 e IAC-25031
C. dewevreti exc. n° UEC-14.065 e IAC-25028; C. racemosa exc.
n< UEC-14.064 e IAC-25027.
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32. COLETA. PRE-TRATAMENTO E FIXAS:XO

Os endospermas imaturos foram extraidos dos
frutos e selecionados pelo aspecto morfolégico. Foram conside-
rados apenas aqueles discdides, de aspecto hialino, tdrgidos e
de consisténcia gelatinosa, eliminando-se aqueles murchos,
endurecidos precocemente e os "conchas'" (mal-formados).

Foram, subseqientemente a extracdo, submetidos a
uma soluc3o hipoténica de KCl1 (cloreto de potassio), na
concentrac3oc de 0,075M,. por 1 a 2 horas, a temperatura
ambiente, com a finalidade de se promover o maior turgor
celular, visando o adequado espalhamento cromossdmico.

Utilizaram—-se também raizes primarias e secunda-
rias de sementes germinadas em condi¢®es de laboratério de C.
canephora, C. dewevrei e C. racemosa. Todas as raizes foram
submetidas 3 solug¢30 aquosa de para-diclorobenzeno (pDB) por 3
horas a 16°C, para a obtenc3o de contrac3o cromossdmica, O que
facilita os estudos de morfologia.

Tanto os endospermas como as raizes foram fixa-—
dos em solucldo de Acido e Alcool na proporcido de 1:1 (1 parte
de Acido acético glacial e 1 parte de alcool etilico absoluto).

Apds a fixac3do, o0s endospermas e as raizes foram
estocados & temperatura de aproximadamente —20°C, para a melhor

conservacido do material.

3.3. PREPARO DO MATERIAL PARA O BANDAMENTO

As pontas das raizes das trés espécies de café
estudadas, previamente tratadas com solugio aquosa de para-
—diclorobenzeno (p-DB) e fixadas, foram submetidas a uma
solucio aquosa mista das enzimas pectinase e celulase nas
concentracdes de 5% e 2%, respectivamente, por 2 horas a tempe-
ratura ambiente. A finalidade do emprego destas enzimas fol a
digest3io parcial da lamela média e da parede celular, para se

obter um bom espalhamento cromossémico.
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Apds esse procedimento, as raizes, Jjuntamente
com os endospermas, passaram por uma solucl8o de Acido acético
a 45%, durante 30 minutos A& temperatura de 55°C. Esta etapa
antecede o bandamento e contribui também para o amolecimento do
tecido antes do esmagamento.

As laminas foram preparadas por esmagamento do
tecido desejado, na mesma soluc3o de Acido a 45%, pressionando-
~se a laminula contra a lamina.

No caso das raizes, as camadas meristemAticas
apicais foram destacadas do restante, na prépria lamina, e
cortadas em fracdes menores antes do esmagamento, minimizando
desta forma a sobreposic3o das células. Este mesmo procedimento
foi adotado para os endospermas pequenos (1 a 3mm de didmetro
aproximadamente) e para as camadas periféricas destacadas dos
endospermas, com 0 auxilio de um bisturi, os quais apresentavam
um diametro compreendido entre 4 a 8mm, aproximadamente.

O emprego discriminado, nas preparacdes citold-
gicas, das camadas periféricas apenas ou de todo o endosperma,
de acordo com o tamanho do mesmo, ¢ justificado pela maior
quantidade de células mitoticamente ativas encontradas nestas
regides e/ou nestes tamanhos, conforme verificado anteriormente
por MEDINA (1964) em C. arabica e por MEDINA (1965) em C.
dewevret. A

As laminulas foram destacadas das laminas por
meio de um rapido banho em nitrogénio liquido (—183°C, aproxi-
madamente), sendo que o material esmagado e aderido nas laminas
passou por um breve banho em &lcool etilico absoluto, secou
naturalmente &2 temperatura ambiente, sendo subseqlientemente
estocado em cubas préprias e fechadas, também a temperatura
ambiente, até o instante do bandamento.

Para que a maior parte do material permanecesse
aderida na lamina, apdés a etapa do despregamento em nitrogénio
liquido, as laminulas foram previamente siliconizadas.

Foi empregada a técnica do bandamento €, da
impregnacdo pela prata e da digest3o enzimidtica pelo uso da
enzima proteolitica tripsina, além da colorag3o simples com a

solucdo de Giemsa diluida em tamp3c fosfato sem qualquer
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tratamento salino. gque s3o descritas como se segue, com algumas
modificagdes que foram introduzidas nas metodologias basicas
proposta pelos respectivos autores, para melhor- adaptar as

técnicas aos materials ora empregados.

* Banda—C :
(MARKS & SCHWEIZER, 1974)

- Filme de solug¢3o aquosa saturada de Ba(DH)z(hidréxido de
bario) por 15 minutos a 55° C 3

~ R&apido banho das laminas em Agua destilada levemente &Acida
(3 a 4 gotas de HC1l 1IN em 200 ml de Agua) seguida pela
lavagem em Agua destilada corrente:

-~ Imersdo das laminas em solucdo de 2xS5SC por 2 horas a 65°C
aproximadamente, a pH 7.8;

- Lavagem das laminas em aAgua destiladaj

— Coloracdo das laminas por imers3o em solug3o diluida de
Giemsa /tampao fosfato Sdrensen na proporcdao de 1/50 ou
17100, de 1 a S5 horas a temperatura ambiente. 0 valor do
pH da soluci3o tampio fosfato de S&Srensen foli de 6.8;

- Lavagem das laminas em Agua destilada.

*Banda com emprego da enzima tripsina

(DUTRILLAUX, 1973)

— Soluc3o de tripsina diluida em tampio fosfato de sédio, pH
6.8, na concentracio de 0,3 mg/ml, colocada comao uma
pelicula sobre as laminas e recoberta com uwuma laminula,
permanecendo de 4 a 8 minutos A temperatura ambiente:

— Lavagem das laminas em agua destiladaj

~ Colorac¢3o do material com solu¢l3oc Giemsa diluida em tamp3o
fosfato de sédio na proporcio de 17100 respectivamente,
permanecendo 2 horas a temperatura ambiente;

— Lavagem das laminas em Agua destilada.
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+Impregnacio pela prata :

(BLOOM & GOODPASTURE, 1976)

— Soluc3o aguosa de nitrato de prata (AgNDS) na concentracio
de 50%, colocada sobre a lamina, com o material esmagado e
cobrindo com a laminula, por 3 horas ia temperatura de
50°C;

- Lavagem das laminas em agua destilada.

*Colorac¢ido com solucap de Giemsa:

- Imers3o das laminas em solucldo Giemsa / tampao fosfato
Sorensen na proporcio de 1/100 respectivamente por 3 horas;

- Lavagem das laminas em agua destilada.

As solucdes empregadas em algumas das etapas das

técnicas de bandamento foram preparadas como se segue:

2xS8C (pH 7.8B):

-Solucdo de cloreto de sédio (Na Cl) a O,3M;

-Solugl3o de citrato de trissddio (Na C H O . 2H_0) na
_ 3 6 5 7 2

concentracio de 0,03M.

Tamp3o fosfato de Sorensen (pH 6.8):

Misturar partes iguais das seguintes solucdes:
- Solucgio de fosfato de potiassio monobasico (KHZPD4)a 7,078
g/litro;
- Solucido de fosfato de sédio dibasico (Na2 H PD4) a 26,795
g/litro.

- Tamgso fosfato de sadio (pH 6.8):

- Solugd3o de fosfatoc de s&dio monobasico (NaHzPD4) a
13,800 g/litro

- Soluclo de fosfato de sédio dibasico (Na2 H PD4) a 26,795
g/litro.
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As solucgdes foram preparadas separadamente por
diluic3o em Agua destilada, misturadas em proporgdes iguais,
medido o pH final da soluc3do e utilizadas em seguida.

Terminado o bandamento, as laminas permaneceram
secando por 1 a 3 dias em ambiente, antes da montagem
permanente no Permount.

Foram preparadas aproximadamente 1.000 laminas
de bandamento que foram analisadas e selecionadas no microscd-
pio éptico.

As melhores células com o cromossomos suficien-—
temente espalhados e corados diferenciadamente foram esquemati-
zadas em camara clara, fotomicrografadas e montado um ideogra-
ma.

Devido ao tamanho dos cromossomos, e ao fato de
que nem sempre estavam no mesmo plano ao serem fotomicrografa-
dos, optou-se pela execuclo dos ideogramas a partir dos
esquemas efetuados em cimara clara, onde puderam ser incluidos
aqueles detalhes cromossdmicos normalmente nEo obtidos pelas
fotomicrografias.

Os desenhos dos cromossomos mitdticos foram
feitos a partir do contorno cuidadoso dos mesmos com O emprego
de uma camara clara monocular ZEISS, conjugada a um microscépio
ZEISS, munido de uma dbjetiva de imersio de 100X, uma ocular de
12,5X e com o variador de aumento na posig3io 1,25.

A esquematizagio dos cromossomos, cam a posig3o
de cada banda, bem como da constrig¢fo primaria e secundaria,
foi feita utilizando-se um compasso de ponta seca.

Por causa do tamanho dos cromossomos, 0S5 mMesmos
foram ampliados nos esquemas, para uma melhor visualizagZo.

Para efeito de comparag3o, foi desenhada uma
escala com o valor em micrémetros, para cada esqguema. Essa
escala foi obtida pelo método do contorno, em camara clara, das
partes de uma régua micrométrica ZEISS, com o mesmo aumento
utilizado nos desenhos dos cromossomos.

Os ideogramas elaborados mostram a posic3o das
bandas, dos centrdmeros, das constricdes secundarias e do

segmento satélite (SAT).
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Em alguns casos, foi discriminada a 1ntensidade
do segmento bandado, (traco cheio ou pontilhado), principalmente
se este variava dentro de um determinado conjunto de cromosso-—
mos.

Como o endosperma & um tecido tripldide (3n =
33 cromossomos), cada um dos 11 (onze) conjuntos de cromosso-
mos foi, portanto, formado pelo agrupamento de trés cromossomos
supostos homdlogos, julgados com base na presenca, ndamero e
posicio das bandas encontradas, comprimento do cromossomo,
posici3o do centrdmero e presenca de constricl3o secundaria.

A reac3o de Feulgem, como descrito por LISON
(1960) foi também empregada como fonte auxiliar na deteccio de
segmentos heterocromaticos para posteriores estudos comparati-
vos com os ideogramas de banda-C. Introduziu-se algumas modifi-
cacdes para melhor adaptacio do método ao material. Desta
forma, o procedimento é resumido como se segue:

- Soluc3o de Acido cloridico (HCl) a SN de concentrac3o por
30°, 457, 60" e 120 minutos a temperatura ambiente;

- Lavagem do material diversas vezes em Agua destilada;

- Coloracao pelo reativo de Schiff por 2 horas;

- 3 banhos em Agua sulfurosa (200 ml de &Agua destilada
misturada com 10 ml de solu¢3oc de HCl1 IN e com 10 ml de
solucdo de bissulfito de sédio a 107% )

- Lavagem em agua destilada;

~ Montagem em soluc3o de Adcido acético a 45%.

Inicialmente, a reacfo foli aplicada somente nos
endospermas fixados e niao-fixados. Posteriormente, as raizes
fixadas e nio fixadas foram incluidas e, subseqientemente, as
l1aminas contendo endospermas ou pontas de ralzes ja& esmagados e
.sem laminula.

Com relac3o ao material ji esmagado, a solucio
de HC1 5N, foi colocada sobre cada lamina, sendo ent3oc coberta
com a laminula.

Algumas l3minas receberam um pré—tratamento
enzimatico com sclu¢3do de tripsina a 0,3 mg/ml (a solucido foi
preparada em tamp3o fosfato de sdédio), por 4 a 8 minutos

antes da solugciao de HC1 SN.
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A

34. PREPARO DO MATERIAL PARA AS MEDICGES CROMOSSOMICAS

Complementando as pesquisas sobre a identifica-
¢3o dos cromossomos de café e, em uma etapa posterior, foram
preparadas lAminas de radiculas das trés espécies de café, pelo
método da orcefna acética, conforme técnica descrita por MEDINA
& CONAGIN (1964).

As radiculas anteriormente fixadas em solug¢3o
Carnoy 3:1 foram submetidas a uma solu¢3o mista de 9 partes de
orceina acética 2% e 1 parte de Acido clorfdrico 1N, a 40°C,
por 30 minutos. Subseqﬁentehente, as radiculas foram tratadas
com solugdo de pectinase a 5% de concentra¢io, por duas horas,
A temperatura ambiente, sendo ent3o transferidas para uma
solu¢io de orcefina acética 1%, por 1 hora e a ‘temperatura
ambiente.

As laminas foram preparadas por esmagamento da
ponta das radiculas de algumas gotas da mesma solug3o de
orceina acética 1%.

As melhores células em metafase, com os cromos-—
somos suficientemente espalhados, foram desenhadas em camara
clara para a posterior elaboragio de ideogramas para cada uma
das trés espécies de café. Algumas dessas células em metafase

foram também fotomicrografadas.

~

35. MeEDIDAS CROMOSSOMICAS

Foram efetuadas medi¢®es cromossdmicas, tanto em
células de endospermas como em células de radiculas de café.

Para as medi¢gSes em células de endospermas,
foram utilizados cerca de 9 ideogramas para C. canephora, 20
ideogramas para C. dewevreit e 8 ideogramas para C. racemosa,
sendo gue os ideogramas das duas Gltimas espécies foram obtidos
apdés o bandamento-C e aqueles de C. canephora, apdés a coloragio
pela solug3o de Giemsa.

A partir desses ideogramas, foram calculadas as
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médias, 0s desvios padrdes e os coeficientes de variag¢3o para o
comprimento absoluto (em micrdédmetros) de cada crpmossomo.

Ja para as medig¢@es cromossdmicas realizadas em
células de radfculas coradas pela técnica da orceina acética,
foram confeccionados e wutilizados 10 ideogramas para cada
espécie.

A partir desses ideogramas de radiculas, foram
calculadas as médias, os desvios padr3@es e os coeficientes de
variagdo para o comprimento absoluto (em micrémetros), para o
comprimento relativo (4) e para o valor do Iindice centromérico
de cada cromossomo de cada espécie.

0O comprimento absoluto de cada cromossomo foi
obtido pela medig¢io, com régua milimetrada, dos desenhos
cromossédmicos executados em cimara clara e transferidos para o
papel milimetrado, convertendo-se as medidas de cada cromossomo
para micrémetro, a partir de uma escala equivalente ao aumento
obtido no microscépio.

0O comprimento relativo, expresso em porcentagem,
foi feito de acordo com o proposto em AGUIAR-PERECIN & WV0OSA
(1983) e em RUAS (1989) e como se segue:

comprimento do cromossomo

comprimento relativo = X 100

comprimento do lote hapldide

Ja o Indice centromérico foi calculado segundo

LEVAN et al. (1964) e como se segue:

comprimento do brago curto

IC X 100

comprimento do lote hapldide

A partir dos valores dos indices centroméricos
obtidos, os cromossomos foram classificados nas diferentes
categorias sugeridas por LEVAN et al. (1964) e GUERRA FILHO
(1988).

Az médias do comprimento absocluto e relativo de
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cada cromossoma., nas trés espécies de café, foram comparadas
pelo teste paramétrico de Tukey ao nivel de 3% de brobabilida—

de, segundo o modelo descrito em GOMES (1985).
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4. RESULTADOS

~

41 MEDIDAS CROMOSSOMICAS

Os valores das médias (X). com ©0s respectivos
desvios padrd3es (DP) e coeficientes de variagdes (CV), obtidos
para o comprimento absoluto (em micrémetros) de cada cromossomo
de células de endospermas estio agrupados nas TABELAS 1 e 2.

Devido a4 falta de uniformidade das fases mitdti-
cas entre as espécies (os cromossomos de C. racemosa estio em
prometiafase, enquanto que os cromossomos das outras duas espé-—
cies estdo na metafase) e'dos tratamentos empregados (os cro-
mossomos de C. canephora est3io corados pela solug3o de Giemsa,
e os cromossomos das outras duas espécies est3qo corados pelo
bandamento-C) e também devido ao numero diferente de ideogramas
conseguidos, nio foram realizadas anadlises comparativas entre
as médias dos cromossomos de cada espécie das TABELAS 1 e 2.

Ja os valores das médias (Y) com os respectivos
desvios padrdes (DP) e coeficientes de variag¢Zo (CV)., obtidos
para o comprimento absoluto, para o comprimento relativo e para
0s valores dos ifindices centroméricos de cada cromossomo de cé-—
lulas de radiculas estio agrupados nas TABELAS de 3 a 5. Nessas
tabelas constam também o tipo do cromossomo. segundo a classi-—
ficag3do proposta por LEVAN et al. (19464) e mencionada em GUERRA
FILHO (1988b), para as Lrés espécies de café estudadas e como

descritas a seqguir:

- C. canephora var. Robusta: os valores das médias
dos comprimentos absolutos dos cromossomos de células de
radfculas (TABELA 3) variaram de 0,85 * 0,03 um, para o menor,
a 2,38 * 0,07 um para o maior cromossomo. 0Os valores médios das
comprimentos relativos variaram de 5,03 * 0.19 para o menor. a
14,00 * 0.23 para o maior cromossomo. Pelo cilculo dos Indices
centroméricos, os cromossomos de numeros 1, 2., 3. 4, b6, 7. 8 e
7. s3do submetacéntricos, enguanto que os cromossomos de nameros

5, 10 e 11 30 metacéntricos.
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- C. dewevreil var. excelsa: 08 valores das medias dos
comprimentos absolutos dos cromossomos (TABELA 4) variaram de
0.83 * 0,02 um para o menor, a 2,03 & 0,06 um Déra O maior
cromossomo. JA 0t valores dos comprimentos relativos variaram
de 5,40 * 0,15 para o menor, a 13.23 * 0,24 para o maior cro-
mossomo. Pelo calculo do {ndice centromérico, os cromossomos de
nameros 1, 2, 3, 4, &, 7, 8 @ 9 s30 submetacéntricos, enquanto

que o0s cromossomos de numeros S5, 10 e 11 s3o metacéntricos.

- C. racemosa: para esta espécie., o0s valores das
médias dos comprimentos absolutos dos cromossomos metafasicos
(TABELA 5) variaram de 0,79 * 0,04 um para o menor, a 1,96 *
0,06 um para o maior cromossomo. JA4 os valores médios dos com-
primentos relativos variaram de 5,47 * 0,21 para o menor. a
13,66 * 0,37 para o maior cromossamo. Pelo cdlculo dos 1Indices
centroméricos, os cromossomos de numeros 1L, 2, 3., 4, 6, 7, 8 e
? s3o submetacéntricos, enquanto gue os cromossomos de numeros
5, 10 e 11 s30 metacéntricos.

0 emprego do teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade, entre as médias dos comprimentos absolutos e
relativos dos cromossomos metafiAsicos de cé€lulas de radiculas
das espécies estudadas, mostrou gque hia diferengas nfitidas entre
as mesmas (TABELAS & e 7).

Essas diferengas s3o, entretanto. mais abrangen-—
tes quando se consideram os valores médios dos comprimentos
absolutos dos Crompssomos. Pelo comprimento relativo (%),
notou-se uma gradag¢3o continua nos valores médios dos cromosso-
mos dentro de cada espécie.

s resultados revelaram também que as medidas do
comprimento absoluto dos cromossomos das células de endospermas
foram maiores do que as medidas obtidas para o comprimento
absoluto dos cromossomos de células de radfculas, o que sera

discutido posteriormente.
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TABELA 1: Cromossomos metafasicos de celulas de endospermas de

C.

canephora e de C. dewevret. Médias (;) dos compri-

mentos absolutos

(em micrdmetros),

com os respectivos

desvios padrdes (DP) e coeficientes de variag3io (CV).

cromossomo

N 0O N O g b W N

o
= O

TABELA 2: Cromossomos prometafAsicos de células de

X

3,54
3,24
3,00
2,85
2,73
2,58
2,38
2,33
2,19
2,07
1,97

C.

o+ o+ I+

I+

canephora

bP cv

0,13 3,67
0,15 4,63
0,14 4,67
0,09 3,16
0,07 2,56
0,08 3,10
0,15 6,30
0,11 4,72
0.12 5,48
0,11 5,31
0,10 5,08

X

3,33
3,03
2,86
2,67
2,53
2,45
2,36
2,19
2,05
1,86
1,73

C. dewevret

DP cv
+ 0,05 1,50
+ 0,08 2,64
+ 0,07 2,45
+ 0,01 0,37
+ 0,08 3,16
+ 0,09 3,67
+ 0,08 3,39
+ 0,07 3,20
+ 0,05 2,44
t 0,06 3,23
+ 0,06 3,47
endospetrmas

de €. racemosa. Médias (;5 dos comprimentos absolutos

(em micrémetros)

(DP) e coeficientes de variag¢iZo

cCromossomo

1

= QO 9 0O N O U b WON

=

X
4,06
3,61
3,32
3,04
2,71
2,57
2.37
2,24
2,10
2,03
1,72

com 0s respectivos

DP
0,08
0,08
0,11
0,10
0,08
0,07
0,09
0,06
0,04
0,06
0,05

N & S | S U S U S WU PR Y

I+
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(CV).

desvios

cv
1,97
2,22
3,31
3,29
2,95
2.72
3,80
2,68
1,90
2,96
2,91

padrdes



TABELA 3:

cromossomo

Cromossomo

SM

- -

[N
O

[,
[

]

il

= 0O 0 O N O s W

1

O O N g b WN

Cromossomos metafasicos de radiculas de C. canephora. Médias

(Y) dos comprimentos absolutos (em micrémetro) e relativos
(Z) e dos Iindices centromericos (IC) com os respectivos
desvios padrdes (DP) e coeficientes de variag3o (CV), além

do tipo do cromossomo, segundo o conceito de LEVAN et al,

(1964).

Comp. Abs. (um) Comp. Rel. (%)
X DP cv X DP cv
2,38 + 0,07 2,94 14,00 + 0,23 1,64
2,03 + 0,06 . 2,96 11,98 + 0,21 1,75
1,91 % 0,05 2,62 11,20 * 0,19 1,70
1,73 + 0,04 2,31 10,19 + 0,11 1,08
1,66 + 0,04 2,45 9,78 + 0,11 1,12
1,50 + 0,02 1,33 8,86 * 0,15 1.69
1,41 * 0,03 2,13 8,34 + 0,12 1,44
1,28 + 0,02 1,56 7,57 £ 0,12 1,59
1,18 + 0,03 2,54 6,96 * 0,15 2,16
1,03 * 0,03 2,91 6,10 *+ 0,14 2,30
0,85 * 0,03 3,53 5,03 + 0,19 3,47
1C Tipo
X DP cv
25,59 * 0,59 2,29 SM
26,80 * 0,65 2,41 SM
25,07 * 0,99 3,95 SM
27,09 * 1,29 4,77 SM
42,30 *+ 1,41 3,33 M
30,76 * 1,42 4,61 SM
30,31 + 1,18 3,89 SM
29,15 + 0,74 2,53 SM
32,23 * 0,86 2,67 SM
50,00 + 0,00 0,00
49,60 * 0,40 0,81 M

cromossomo submetacéntrico

cromossomo metacéntrico
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TABELA 4:

cromossoma

cromossomo

SM

[
o

ol
[

-
O

|
-

i

g 0 N O s WN

1

g T N WN

Cromossomos metafAasicos de radiculas de C. dewevret. Meédias

(;) dos comprimentos absolutos (em micrémetro) e relativos
(%Z) e dos Indices centroméricos (IC) com os respectivos
desvios padrdes (DP) e coeficientes de variag3o (CV), além
do tipo do cromossomo, segundo o conceito de LEVAN et al.
(1964).
Comp. Abs. (pm) Comp. Rel. (%)
X DP cv X DP cv
2,03 + 0,06 2,96 13,23 + 0,24 1,81
1,86 * 0,07 3,76 12,08 + 0,23 1,90
1,72 £ 0,06 X,49 11,15 * 0,15 1,35
1,59 £ 0,04 2,52 10,37 * 0,18 1,74
1,51 £ 0,06 3,97 9,74 + 0,23 2,36
1,38 £ 0,04 2,90 8,96 £ 0,25 2,79
1,29 + 0,04 3,10 8,42 *+ 0,19 2,26
1,23 * 0,03 2,44 7,95 £ 0,21 2,64
1,15 * 0,03 2,61 7,45 * 0,17 2,28
0,98 * 0,03 3,06 6,48 * 0,13 2,02
0,83 + 0,02 2,41 5,40 * 0,15 2,78
ic Tipo
X DP cv
26,65 * 1,54 5,78 SM
29,57 * 1,53 5,17 SM
25,04 + 0,94 3,85 SM
31,00 * 1,77 5,73 SM
42,10 * 1,43 3,41 M
30,81 + 1,78 5,79 SM
30,85 + 1,67 5,42 SM
31,42 * 1,00 3,18 SM
31,09 = 1,29 4,16 SM
47,42 * 1,16 2,45 M
49,12 * 0,59 1,20 M

cromossomo submetacéntrico

cromossomo metacéntrico
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TABELA 5t

cromossomo

cromossomo

SM

= -
= O U O N O U P WN O U 0O N BN e

it

Cromossamos metafasicos de radiculas de C. racemosa. Medias

(Y) dos comprimentos absolutos (em micrémetro) e relativos
(Z) e dos Indices centroméricos (IC) com o©0s respectivos
desvios padrdes (DP) e coeficientes de variag3o (CV), além
do tipo do cromossomo, segundo o conceito de LEVAN et al.
(1964).
Comp. Abs. (um) Comp. Rel. (4)
X DP cv X DP cv
1,96 * 0,06 1,02 13,66 * 0,37 2,71
1,70 £ 0,03 1,76 11,86 + 0,24 2,02
1,64 + 0,02 1,22 11,44 * 0,23 2,01
1,43 £ 0,05 3,50 9,92 +* 0,18 1,81
1,35 * 0,06 4,44 9,30 * 0,23 2,47
1,29 + 0,04 3,10 8,23 * 0,13 1.46
1,24 * 0,05 4,03 8,57 * 0,12 1,40
1,16 £ 0,04 3,45 8,30 + 0,11 1,37
1,10 * 0,04 3,64 7,55 * 0,11 1,46
0,87 * 0,03 3,45 6,13 + 0,24 3,93
0,79 +* 0,04 5,06 5,47 * 0,21 3,84
IC Tipo
X DP cv
26,52 * 1,64 6,18 SM
29,32 +* 1,57 5,35 SM
27,71 * 1,62 5,85 SM
30,74 * 4,60 15,00 SM
43,38 + 1,54 0,35 M
33,39 + 1,94 5,87 SM
34,01 + 1,14 3,35 SM
31,50 * 1,70 5,40 SM
29,44 + 0,93 3,16 SM
50,00 * 0,00 0,00 M
50,00 + 0,00 0,00 M

cromossomo submetacéntrico

cromossomo metacéntrico
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TABELA 6: Teste de Tukey para as médias dos comprimentos absolutos (em
micrometro) dos cromossomos metafAsicos de celulas de radf-

culas de C. canephora, C. dewevrei e de C. racemosa.

C. canephora C. dewevret C. racemeocsa
cromossomo
1 2,38° 2,03P 1,96°
2 2,032 1,86" 1,70%
3 1,912 1,72° 1,64°
4 1,73 1,50 1,43%
5 1,662 1,512 1,35°
6 1,502 1,33P 1,29°
7 1,412 1,29° 1,24°
8 1,28% 1,232 1,182
9 1,18% 1,15%P 1,10°
10 1,08°% 0,98% 0,87°
11 0,852 0,832 0,79%

Médias seguidas por letras diferentes diferem ac nfvel de 5%.

Médias seguidas por letras iguais nXo diferem ao ni{ivel de 5%.
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TABELA 7: Teste de Tukey para as médias dos comprimentos relativos (%)
dos cromossomos metafasicos de celulas de radiculas de (.

canephora, €. dewevrel! e de C. racemosa.

C. canephora C. dewevret C. racemosa
cCromossomo

1 14,002 13,23° 13,6630
2 11,98 12,08°% 11,86°
3 11,20° 11,15 11,442
4 10,1920 10,372 9,92
5 9,783P 9,743 9,30
6 8,86 8,96 g,93
7 g,342 8,422 g,572
8 7,572 7,95 8,03
9 6,962 7,45° 7,55°
10 6,10% 6,42° 6,132
11 5,032 5,40%P 5,47°

Médias seguidas por letras diferentes diferem ao nivel de 5%.

Médias seguidas por letras iguais nZo diferem ao nivel de 5%.
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FIGURA 1:
radficulas de Coffea, corados pelo método da orceina acética.
Fotos A e B: C.
e fotos D e E: C.

Fotomicrografias dos cromossomos metafAsicos de células de

(X 2000) ;

racemosa (X 2000).

canephora
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FIGURA 2: Ideogramas de Coffea obtidos a partir de cromossomos meta-

fasicos de células de radiculas e corados pela orcefna acética.
A: L. canephora: B: C. dewevret; C: C. racemosa.

CS = constrig3o secundaria e C = centrémero.
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42 BANDAMENTO

0 emprego da técnica de bandamento—C..da enzima
proteolitica tripsina e da impregnacio pela prata, além da
colorac3o simples pelo Giemsa, em Coffea canephora, C. dewevret
e em C. racemosa, resultou na formagio de bandas coradas ou de
segmentos impregnados ao longo dos cromossomos mitdticos (FIGU-
RAS de 1 a 21).

Devido as facilidades apresentadas na obteng3o
de endospermas, bem como na preparag¢3o citolégica dos mesmos,
0os resultados positivos que se tem pelo emprego das diferentes
metodologias de bandamento, ficaram restritos essencialmente
aos cromossomos desse tecido.

Através das andlises das células obtidas, cons—
tatou-se que houve o aparecimento predominante de bandas peri-
centroméricas e teloméricas, ocorrendo com menor freqgiiéncia as
bandas intercaladas e as centroméricas, independente da espécie
de café estudada.

Foi visto, entre os 1deogramas, um acentuado
heteromorfismo de bandas (ndimero e posicido das mesmas em  um
determinado cromossomo ou conjunto de cromossomos).

Independente da técnica de bandamento empregada
ou da espécie de café considerada, 0% cromossomos de ndameros 1,
2 e 3 se destacaram dentro dos genomas nio somente por terem as
maiores medidas de comprimento (TABELAS 1 e 2) como também pelo
fato dos cromossomos 1 e 3 possuirem constricdes primaria e
secundaria localizadas proporcionalmente nos mesmos pontos
dentro dos cromossomos. 0 cromossomo 3 difere do cromossomo 1
por possulr a sua constriclo secundAria associada 2 regi3o do
organizador nucleolar (RON) e apresentar um segmento satélite
(SAT) bastante nitido (FIGURAS 16 e 17).

A despeito de se ter trabalhado com um ndamero
elevado de laminas preparadas para o bandamento e das repeti-
coes efetuadas em cada metodologia. dentro de cada uma das
espécies, verificou—-se certa heterogeneidade gquanto ao numero
de ceélulas com cromossomos bandados.

Enfrentou—-se também certa dificuldade na obten-—
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¢i30 de células metafidsicas nos endospermas de €. racemosd . O
namero baixo (3 células) de cé€lulas selecionadas nesta fase de
divis3o foi provavelmente devidoe a menor atividade mitdtica
verificada nos endospermas desta espécie. Além disso, as poucas
células mitdticas encontradas apareciam com os cromossomos mal
espalhados, muitos deles sobrepostos, impedindo a esquematiza-
c¢do dos mesmos para identificac3o. Neste caso, optou-se pelas
células prometafiasicas que apresentavam melhor espalhamento
cromossédmico, embora restringissem as comparacdes cariotipicas
a nivel de comprimento cromossédmico com as outras duas espécies

estudadas.

4.2.1. Bandamento-C
Coffea canephora var. Robusta (Linden) Chev.

Us resultados positivos alcancados apds o empre-—
go da técnica de banda-C nos cromossomos mitdticos desta
espécie ficaram restritos, a despeito do empenho, a duas
células do endosperma e a duas células da radicula (FIGURAS
2B e de 8 a 11).

0 ndmero de bandas presentes nas células variou
de 11 a 15, sendo que algumas bandas formadas e que foram
consideradas como uUnicas, poderiam ser resultantes da fus3o de
duas bandas adjacentes como acontece com as bandas pericentro-
méricas presentes nos cromossomos 2 e & (FIGURA 11).

Os cromossomos de ndmeros 1, 8 e 10 mostraram
bastante heteromorfismo. enquanto que os cromossomos 2, 4, 6 e
9 tiveram um padr3o de bandas—-C guase gue constante (FIGURAS 8
a 11).

O cromossomo 7 das células da radicula mostrou
auséncia de bandas.

A caracterizac3o parcial dos cromossomos foi a

gue se segue:

- cromossomo l: submetacéntrico. O braco longo possui uma cons-

tric3o secundiria n3o associada ao organizador do nucléolo em

46



posicio quase terminal. Presenca de uma a duas bandas. sendo
que uma ocorre preferencialmente no segmento acima da constri-
cao secundaria. A segunda banda pode aparecer sozinﬁa, em posi-
¢80 intercalada entre as constricdes primiria e secundaria. ou
em associac3o com a banda telomérica. Pode também ocorrer uma

banda no braco curto.

- cromossomo 2: submetacéntrico. Formacio de duas bandas peri-

centroméricas, isto €, uma em cada braco cromossdmico e flan-
queando o centrdmero. Estas bandas podem se apresentar unidas,

formando uma Gnica banda e encobrindo o centrdémero.

— cromossomo 3: submetacéntrico e constricio secundaria locali-

zada no final do brago longo. E o cromossomo portador da RON. O
segmento SAT se cora totalmente com o emprego da banda-C. RApre-
senta também uma banda intercalada entre as constricdes prima-

ria e secundaria.

- cromossomo 4: submetacéntrico. Apresenta duas bandas peri-

centroméricas de profundidades variaveis.

- cromossomo S5: metacéntrico. Foi constatada a formacio de uma

banda telomérica em um dos bracos e de uma banda adjacente ao
centrémero no outro braco. Pode também aparecer variantes com

bandas pericentroméricas.

s

- cromassomo &: submetacéntrico. Este cromossomo € caracteriza-

do pela formac3o de pelo menos uma banda adjiacente ao centrdéme-—
ro. Quando se formam duas bandas pericentroméricas. estas. de
acordo com o0 grau de condensac3o do cromossomo, podem ou n3ao.

estar unidas.

— cromossomo /7: submetacéntrico. Em um caso, apresentou duas

bandas pericentroméricas. Nos demais, n3o apresentou banda.

- cromossomo 8: submetacéntrico. Com o brago curto todo. ou

quase todo. corado podendo ter também uma banda adjacente ao
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centrémero que ocorre no brago longo.

- gromossomo 9: submetacéntrico. Caracterizado pela presenca de

uma banda-C adjacente ao centrémero e que ocorre no braco

longo.

- cromossomo 10: metacéntrico. Apresentou variagdes quanto 2a

localizaglo das bandas. Em trés dos gquatro ideogramas obtidos,
constatou—se a presenca de bandas pericentroméricas de extensi3o
variada. Em um caso apenas anotou-se a presenca de um banda

que ocupou um dos bra¢os do cromossomo.

- cromossomo ll: é& metacéntrico e caracterizado pela presencga

de bandas pericentroméricas. Observou-se em uma célula que este

cromossomo apresentava-se todo corado.
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vide pagina seguinte —»

FIGURA 3: Fotomicrografias dos cromossomos mitédticos de células de
endospermas de Coffea, apés o bandamento-C:

A, C, D - €. dewevrei, metafase (A, X 2250; C e D, X 3125).

B - C. dewevreil, prometafase (X 2559).

E - C. racemosa, prometafase (X 2085). = = banda pericentromérica
em dois blocos separados pela constri¢3o primariag » = assimetria
de banda. '
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FIGURA 3: Legenda na pagina anterior
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FIGURA 4: Fotomicrografia dos cromossomos metafasicos de células do
endosperma de Coffea, apdés o emprego do bandamento-C:
A - C. racemosa, metafase (X 2085).
B - €. canephora, metafase (X 2000).
¥ = panda pericentromérica em dois blocos separados pela constri-
¢Xo primaria.
» = assimetria de banda.
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FIGURA 5: Fotomicrografia dos cromossomos em prometadfase de células
de endospermas de C. dewevrei, apdés o emprego de solugZo dilufda de
Giemsa apenas:
A - (X 2500);3; B - (X 2500)3; C - (X 3125); D - (X 2500).

¥ = panda pericentromérica em dois blocos separados pela constri-
¢Zo primaria.

» = gssimetria de banda.
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FIGURA &: Fotomicrografia dos cromossomos mitdéticos de células do
endosperma de Coffea, apds a iﬁpregnaqﬁn pela prata.

A - C. canephora, metafase (X 2500).

BeC - C. dewevrei, prometafase (X 2500 e X 2300, respectivamente).

D - €. racemosa, prometafase (X 2650).

» = assimetria de banda.
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FIGURA 7: Fotomicrografia dos cromossomos prometafadsicos de Coffea,
apés o emprego da tripsina:
A e B - C. canephora (X 2085).

CeD- C. dewevret (X 2500 e X 3000, respectivamente).
——

banda pericentromérica formando um sé bloco.
-3 = banda pericentromérica em dois blocos separados pela constri-

¢3o primaria.
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FIGURA 8: Desenho em camara clara (A) e ideograma (B) dos cromossomos
prometafdsicos de uma célula de radicula de Coffea canephora, apds o

bandamento-C.
CS = constri¢f@o secundaria.

C = centrdédmero.
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FIGURA 9: Desenho em camara clara (A) e ideograma (B) dos cromossomos
na prometafase de uma célula de radficula de C. canephora, apds O
bandamento-C.

CS = constrig’®o secundaria; C = centrdémero; = banda clara;

» = banda pericentromérica formando um sé& blocog |- banda

pericentromérica formando dois blocos ao redor do centrdmero.
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10 pm

5 um
FIGURA 10: Desenho em cAmara clara (A) e ideograma (B) dos cromosso-
mos prometafasicos de uma célula de endosperma de C. canephora, apds o
bandamento-C.
CS = constrig¢io secundariaj C = centrdmero; » = assimetria de
bandas.

57



FIGURA 11: Ideograma dos cromossomos metafAsicos de uma célula de
endosperma de C. canephora, apés o bandamento-C.

CS = constrig®o secundaria; C = centrdédmero; C) = banda clara.
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Coffea dewevrei variedade excelsa Chev.

As porcentagens médias da somatéria de segmentos
corados pelo bandamento-C e presentes nos ideogramas desta
espécie foi de 37.19%Z % 3.69, para as células em prometifase, e
de 32.78% * 1.90, para as células em metifase.

0 nGimero de bandas presentes em todos os cromos—
somos variou de 9 até 22, sendo a média obtida de 13.827 *
1.10; a classe mais freqlente tem 13 bandas.

A andlise comparativa no ideograma médio obtido
evidenciou variac®es no numero e na posic3o das bandas-C forma-
das na maioria dos cromossomos (FIGURA 1, fotos A a D e FIGURA

12). Faoram elaborados e analisados 20 ideogramas.

- cromossomo l: submetacéntrico e constricdo secundaria no fi-
nal do braco longo. Presenca de uma banda que ocupa o segmento
final acima da constric3o secunddria. Esta banda pode ocorrer
isolada ou em combinac3o com outra intercalada entre as cons-
tricdes primiria e secundiria; ou ainda, além da banda interca-
lada, ocorrer junto com uma banda telomérica no braco curto.
Observou-se que em 77% das células apresenta-

ram a banda intercalada.

- cromossomo 2: submetacéntrico. Presenca de duas bandas adja-
centes ao centrédmero, sendo que aquela que se forma no braco
longo esteve presente em 85% das células.

Em alguns casos foi verificado também uma asso-
ciac30 entre a banda do braco longo adjacente ao centrémero com

uma banda telomérica.

- cromossomo 3: submetacéntrico. A constrigfo secundaria no

braco longo, ¢ sub-terminal e, adjacente a ela, se encontra o
satélite (SAT). E caracterizado por uma banda que ocupa, na
maioria dos casos, toda a regi3o SAT e também por uma banda
intercalada entre as constricdes primidria e secundaria (8574
dos ideogramas). Algumas vezes, associado as bandas SAT e

intercalada, o brago curto aparece todo corado. Outras vezes,
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esta banda intercalada aparece sozinha. A porcentagem de ocor-

réncia da banda intercalada foi aproximadamente de 90%.

- cromossomo 4: submetacéntrico. Foram anotadas as seguintes
variacdes quanto A formac3o das bandas: (1) duas adjacentes ao
centrdmero, (45%4); (2) uma telomérica (13,5%); (3) uma telomé-
rica associada a uma pericentromérica (1 célula); (4) duas
teloméricas (1 célula); (5) duas teloméricas e uma pericentro-

mérica (1 célula).

- gromossomo S5: é metacéntrico. Uma banda adjacente ao centré-
mero ocorreu em aproximadamente 827 das observacdes. Neste
caso, a banda formada ou (1) era dnicay ou (2) associada a
outra banda adjacente ao centrédmero; ou (3) ocorria junto com
uma banda telomérica no braco cromossémico oposto. Menos

freqtiente foi o aparecimento de duas bandas teloméricas.

- cromossomo &: submetacéntrico. As duas variantes de bandas
mais comumentemente encontradas nos ideogramas analisados se
relacionavam ao aparecimento de duas bandas flanqueando o cen-
trémero e 4 formac3o de uma telomérica que ocupou gquase que
totalmente um dos bracos do cromossomo, acompanhada de uma
pericentromérica. Foram também encontradas uma ou duas bandas
teloméricas.

A presenca de pelo menos uma banda pericentromé-—
rica neste cromossomo foi de 73%.

Interessante notar que 18% dos cromossomos apre-

sentaram—-se sem condensacdes coradas.

- cromossomo 7: submetacéntrico. Aqui, também as variacdes
observadas estiveram em torno das bandas teloméricas e centro-
méricas. Notou—-se a presenca de uma banda adjacente ac centréd-
mero apenas, ou combinada com uma banda telomérica no braco
curto. Observou-se também a combinac3o de: (1) duas teloméri-
cas, (2) uma adjacente ao centrédmero e uma intercalada.

Das células analisadas, 23% mostraram auséncia de

bandas nesse cromossomo 7.
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- cromossomo 8: submetacéntrico. Observou-se uma alternancia e
uma combinac3o entre a banda telomérica formada no brago curto
e a adjacente ao centrédmero do brago longo. Ora ambas, ora
apenas uma delas aparecia. A banda telomérica tomando todo o
braco curto do cromossomo aparece em 687 dos casos analisados,
podendo aparecer também em associag3o0 com outra banda telomé-

rica.

- cromossomo 92: é submetacéntrico. Em 4074 das observacdes
notou-se a presenca de uma banda pericentromérica associada a
uma colora¢Zo total do brago curto. Nas células metafiasicas em
seu grau maior de contracl3o, estas duas bandas se unem dando a
impressio de serem uma s&. A presenca de apenas uma banda adja-
cente ao centrémero e/ou entido combinada com wuma banda que
ocupa todo o brago curto foi de 704. Em apenas uma célula foil

visto a formag3o de 2 bandas teloméricas.

- gcromossomo 10: é metacéntrico. E caracterizado pela presenca
de banda-C que ocupa um dos bragos (75%4), que pode estar sozi-
nha ou em associac3io com uma banda pericentromérica ou com
uma banda telomérica.

Constatou-se a existéncia de uma variante em que
o segmento corado e evidenciado é aquele da regido pericentro-

mérica.

- cromossomg 11 : muito semelhante ao cromossomo 10, ¢ metacén-
trico. Cerca de 60% das células estudadas apresentavam uma
banda telomérica em um dos bracos, podendo a mesma estar em
combinac3io com uma outra telomérica. N3o t3o freqlente foi a

formacio de bandas pericentroméricas.

Entre os esquemas e ideogramas analisados,
observou-se que havia um outro cromossomo que n3do se corava
apds a técnica de banda-C, de tal forma que ao elaborar a
caracterizacio dos 11 cromossomos, todos, em maior ou menor
porcentagem e em pelo menos um ideograma, n3ao apresentaram a

formacio de banda.
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FIGURA 12: Diferentes tipos de bandamento em cromossomos mitéticos de
metafases, tratados pelo bandamento-C, em células de endospermas de C.
dewevrei. As variag¢des encontradas dizem respeito ao numero e a posi-
¢3o de bandas-C em cromossomos hom&logos da mesma ou de diferentes
células.

CS = constrig¥o secundaria;j C = centrédmero. As chaves e as setas

indicam as combina¢®es de bandas que ocorreram.
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A presenca de heterocromatina telomérica ocorreu
em todos o0s cromossomos, enquanto que a pericentromérica
apareceu em todos exceto no cromossomo 3.

Através desta metodologia, cromossomos do geno-

ma, 1, 3 e 7 apresentaram banda intercalada.

C. racemosa Lour.

As porcentagens médias da somatéria de segmentos
corados pelo bandamento-C e presentes nos ideogramas das
células prometafisicas foi de 3I8.17 * 2.94%. 0 ndmero de
bandas-C formadas variou de 10 até 20, sendo que a média de
bandas calculada por genoma foi de 15.09 * 0.94 e o valor da
mediana foi de 15. Foram obtidos 8 ideogramas.

Através das anilises dos ideogramas obtidos
verificou-se que as variacdes nas bandas—-C concentram-se prin-
cipalmente na ocorréncia das bandas pericentroméricas e telo-
méricas, sozinhas ou em combinac3o, como se pode ver através do
ideograma médio com suas variantes cromossdmicas, na FIGURA 13,
pelas fotomicrografias E (FIGURA 3) e A (FIGURA 4) e pelas

descricdes que se sequem 3

- cromossomo l: E submetacéntrico. Tem uma constricio secundi-
ria situada no ter¢o final do braco longo.

Este cromossomo é caracterizado principalmente
pela presenca de uma banda telomérica e de uma intercalada que
ocorre no bra¢o longo. Tais bandas aparecem em aproximadamente
727 dos ideogramas. Nestes, ou estavam sozinhas, ou combinadas
com ¢+ (1) uma banda telomérica do braco curto; (2) ou com uma
pericentromérica; (3) ou com uma banda na constricio secunda-
ria. Menos comum foi o aparecimento de apenas uma banda
intercalada no bra¢o longo. As bandas intercaladas do braco

longo se formaram em 907/ das células analisadas.

- cromossomo 2: submetacéntrico. As variacdes observadas nas

bandas-C envolveram principalmente a formac3o das pericentromé-
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ricas e a coloragio total do brago curto.

A banda telomérica que, em alguns casos, oOCupou
todo o brac¢co curto, se formou em 547 dos cromossomos, aparecen-
do sozinha ou associada & banda adjacente ao centrémero, no
braco longo. A porcentagem de células tendo o cromossomo 2 cam
pelo menos uma banda adjacente ao centrémero foi também de 54%

aproximadamente.

- cromossomo 3: este cromossomo € submetacéntrico e possui uma
constricfo secundiria associada ao organizador do nucléolo no
braco longo. Apresentou uma banda distal que toma todo o seg-
mento SAT, que aparece sozinha ou em combinac3o com uma banda
intercalada, no braco longo, entre as constri¢des primaria e
secundaria (827 das observag¢des). Menos freqliente foi a forma-
c30 de uma banda distal no braco curto em associagcidoc com as

bandas distal e intercalada acima mencionadas.

- cromossomo 4: submetacéntrico. As variacdes ocorreram em re-
lagc3o as bandas pericentroméricas. Em 917 dos ideogramas cons-
tatou-se a presenca de pelo menos uma banda adjacente ao cen-

trédmero. A formac3o de uma banda telomérica foi baixa (9%4).

- cromossomo 5: metacéntrico. Foram observadas basicamente duas
variantes no padr3o de bandas-C e opostas entre si. A primeira
esteve relacionada com a extens3o das bandas pericentroméricas
que se formaram em 45,5% das células vistas. A outra variante
se caracterizou pela presenca de pelo menos uma banda distal
telomérica (54,5%).

- cromossomo &: € um cromossomo submetacéntrico. Houve a forma-
¢%0 de pelo menos uma banda distal acompanhada ou n3o de uma
banda adjacente ao centrémero, ou de uma outra distal, em apro-
ximadamente 647 dos ideogramas analisados.

Pode apresentar também auséncia de bandas (27%)

ou inversamente, o cromossomo pode corar-se todo.

- gcromossomp 7: submetacéntrico. Em todos os ideogramas anali-

64



sados foi visto a presenca de no minimo uma banda adjacente ao
centrémero e de extens3o variada. Esta variag3o acanteceu prin-
cipalmente na banda do bra¢o curto que, em 63% dos ideogramas,

ocupou todo esse brago.

- cromossomo 8: submetacéntrico. Ficou caracterizado pela colo-
rag3o do brago curto que ocorreu em ?1% dos ideogramas, a qual
apareceu s6 ou em associagdo com uma banda no brago 1longo
flanqueando o centrémero (547 dos ideogramas).

Uma outra banda distal se formou, com menor

freqiténcia, acompanhada das duas outras acima citadas.

- cromossomo 2: é submetacéntrico, caracterizado pela presenca
de pelo menos uma banda distal que ocupa todo o bragco curto
(82%). Esta pode estar sé ou aparecer junto com uma banda adja-

cente ao centrémero, ou ainda com outra distal.

- cromossomo 10: metacéntrico. As bandas-C que se formaram: (1)
ou eram teloméricas(45%Z); (2) ou eram pericentroméricas acom-

panhada ou n3o de uma telomérica (27%4).

- gromossomo li: metacéntrico. Interessante que em 45% das cé-
lulas este cromossomo n3o exibiu qualquer vestigio de formac3o
de bandas-C. Constatou-se em outras a presenca de 1 banda
distal.

Somente uma célula teve apenas bandas pericen-—
troméricas.

Os cromossomos de ndmeros 1, 2, 3, &6, 2, 10 e 11
apresentaram poucas variantes com auséncia de banda-C. Inversa-
mente, o cromossomo 6 corou-—-se totalmente em uma das células.

Os cromossomos 1 e 3 apresentaram bandas-C

intercaladas.

4.2.2. Solucao diluida de Giemsa

Os resultados satisfatdérios obtidos apenas com o
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FIGURA 13: Diferentes tipos de bandamento em cromossomos mitdéticos de
prometafase, tratados pelo bandamento-C, em células de endospermas de
C. racemosa. As variagBes encontradas dizem respeito ao ndmero e a
posig¢Zo de bandas-C em cromossomos homélogos da mesma ou de diferentes
células.

€C = centrémero; CS = constrigfo secundariaj; €)= banda clara.
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uso da solug3o diluida de Giemsa em tamp3o fosfato SS8rensen nos
cromossomos mitdticos de células de endospermas das trés
espécies dipldides de café pesquisadas neste trabalﬁo, ficaram
resumidas a algumas células de €. canephora e C. dewevret.
Destas duas espécies, C. canephora apresentou menos variacdes
quanto ao nimero e posicido dos segmentos cromossdmicos corados
diferencialmente pelo Giemsa. Apesar dos esforgos, n3o foi
obtido qualquer resultado positivo, nos cromossomos de C.

racemosa, por esta técnica.

Coffea canephora var. Robusta

As anilises nos ideogramas obtidos mostram que
as porcentagens médias da somatdéria de segmentos corados
densamente pelo Giemsa ficou em 41,97 * 1,27 e o0 ndmero de
bandas formadas oscilou entre 16 a 21 , sendo a média de 18,6 e

a mediana de 18. Foram obtidos 9 ideogramas.

- cromossomQ l: constatou-se a formac3o, neste cromossomo, de
pelo menos uma banda intercalada entre as constricdes primaria
e secundaria, acompanhada ou n3o de pelo menos uma banda
adjacente ao centrdémero. 0O segmento acima da constric3o secun-

daria, ora se corou, ora n3o se corou (FIGURA 14).

- cromossomo 2: ficou caracterizado pela colorac3o forte ao
redor do centrdmero, em ambos os bragos ou em um ou outro

braco.

- cromossomo 3: apresentou o segmento SAT densamente corado,
com uma ou duas bandas intercaladas, de extens3io variada,
combinada ou n3o com uma banda pericentromérica.

- cromossomo 4: apresentou duas bandas, uma em cada braco do
cromossomo, flanqueando o centrédmero, podendo se unirem, em

conseqliéncia do grau maior de compactac3o dos cromossomos.

- cromossomo 9: apresentou muitas variacdes quanto &4 posic3o e
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ndmero dos segmentos corados. Algumas células apresentaram
apenas colorac3o pericentromérica, outras, se caracterizaram
pela presenca de um segmento terminal todo corado, em um dos
bracos e acompanhado de um segmento adjacente ao centrémero
densamente corado, podendo também aparecer um segmento interca-

lar corado em um dos bracos.

- cromossomo &: apresentou forte coloracgio pericentromérica.

- cromossomo 7: exibiu algumas variacdes na posic¢do dos segmen-—
tos corados. Estes foram, na sua maioria, pericentroméricos.
Todos os cromossomos de ndmero 7 esquematizados, mostraram pelo
menos um segmento corado adjacente ao centrdédmero. Em um ideo-
grama, além desse segmento, houve forte coloracdo no segmento
distal do braco curto e em um segmento intercalar do braco

longo.

- cromgssomo 8: distingiu-se pela coloracdo do bragco curto e de

um segmento adjacente ao centrédmero, no brago longo.

- cromossomo 2: formou pelo menos um segmento corado adjacente
ao centrdmero. Na maior parte dos ideogramas obtidos pelo em-
prego da soluc3o de Giemsa dilufido, este cromossomo estava com
o braco curto todo corado e seguido do segmento adjacente ao
centrémero, no braco longo, também todo corado, podendo ou n3o

estarem unidos.

- cromossomo 10: apresentou um segmento corado adjiacente ao
centrdmero em um dos bracos e um outro segmento de extensdo
variada, também adjacente ao centrémero, no braco oposto,
podendo tal segmento ocupar todo o braco formando uma dnica e

grande banda.

- cromossomo l11l: devido ao seu tamanho, a coloracio ora tomou
um dos bracos totalmente, ora se estendeu em ambos o0s bracgos.
Em oposic3o a essas variacdes, varificou-se também em dois dos

ideogramas a formac3io de segmentos corados ao redor do centré-
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FIGURA 14: Diferentes tipos de bandamento em cromossomos mitdticos
metafidsicos de C. canephora tratados apenas com solugdo dilufda de
Giemsa. As varia¢Bes encontradas dizem respeito ao namero e a posig3o
dos segmentos corados em cromossomos homélogos de mesma ou de diferen-
tes células.

CS = constrig¢Xo secundaria;y C = centrémero. As chaves indicam as

combinag®es de bandas que ocorreram.
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mero.
Os cromosssomos de ndmeros 4, &6 e 8 faoram os

dnicos a apresentarem um sé padr3o de coloracio pelo Giemsa.

Coffea dewevrei var excelsa

As porcentagens médias da somatdria dos segmen-
tos corados pelo Giemsa nos ideogramas obtidos foi de 53.79 *
2.71, sendo que o nGmero de bandas variou de 17 a 25. Obteve-se
um ideograma médio (FIGURA 15). Foram obtidos 8 ideogramas.

Os cromossomos foram caracterizados a partir da

posicdo dos segmentos corados, como seque.

— gromossomo 1l: distinguiu-se pela coloracdo constante do seg-
mento distal do braco longo, apresentado, nos casos analisados,
pelo menos uma banda intercalada. As variac®es abrangeram o

aparecimento de uma banda pericentromérica.

- cromossomo 2: caracterizou-se pela formag3o de uma a duas
bandas adjacentes ao centrdmero que, em alguns casos avancou
sobre o mesmo. Presenca de um segmento corado intercalado no

bragco longo.

- cromossomo 3: presenca do segmento corado intercalado entre
as contri¢gcdes primiria e secundiria acompanhado na maioria das
vezes pelo segmento SAT todo corado e raramente por um segmento

adjacente ao centrédmero no braco curto.

- gromossomg 4: apresentou-se muito variado quanto 4 colorac3o
pelo Giemsa, como pode ser visto na FIGURA 15. Formaram-—-se

segmentos corados nas posicdes pericentromérica e/ou distal.

- gromossomg S: mostrou-se também muito varidvel quanto & for-
mac3do das bandas. Ocorreu a formagZo de (1) uma banda pericen-
tromérica em um dos bragos e de uma telomérica ou intercalar ou

(2) de uma telomérica acompanhada de uma colorag¢Zo quase que
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total no brago oposto.

- gcromossomo &: houve a formagio de um segmento corado distal

em um dos bracos, com extens3o variada, na maior parte das
células analisadas, seguido ou n3o pela formac3o de um outro

segmento corado, no braco oposto, e prédximo ao centrdémero.

- cromossomo 7: o brag¢o curto deste cromossomo ficou todoe ou

parcialmente corado em algumas das células. Apresentou também o
braco longo com um segmento adjacente ao centrdmero corado e/ou
um segmento distal também corado. Menos frequente foi o apare-

cimento de um segmento intercalar corado.

- cromossomg 8: o braco curto se caracterizou pela densa
colorac3o, acompanhada da formac3o de um segmento adjacente ao
centrémero no braco longo. Esta formac3o de banda apareceu
também combinada com (1) uma banda distal no braco longo; (2)

ou com uma banda intercalada.

- cromossomo 92: este cromossomo apresentou a formagio de pelo
menos uma banda pericentromérica de extens3o variada. A exceci3o
em um dos ideogramas, foi o aparecimento de uma banda ocupando

todo o braco longo.

- cromossomo 10: ficou caracterizado pela presenca de segmen-—
tos corados préximos ao centrdmero, em ambos os bragos, e de
extensdo variada, chegando inclusive &a abranger totalmente

ambos os bracos.

- cromossomo ll: apresentou variacdes. Em uma célula, estava
todo corado; em outra, permaneceu uniformemente pilido. Foi
anotada a formac3o de pelo menos um segmento corado adjacente

ao centrédmero, em algumas células.
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metafasicos de C. dewevrei tratados apenas com solug¢o dilufda de
Giemsa. As variagd®es encontradas dizem respeito ao numero e & posig3o
dos segmentos corados em cromossomos homélogos de uma mesma ou de
diferentes células.

CS = constri¢Zo secundaAriay C = posi¢¥o do centrédmero; a chave

indica a banda ou a combina¢X¥o de bandas que ocorreu.
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4.2. 3. Impregnaggo pela prata

A impregnac3o pela prata (AgNDs), restrita ape-
nas as regides organizadoras do nucléolo (banda-RON), foi
observada somente nos cromossomos de C. recemosa. Nas outras
duas espécies C. canephora e C. dewevrei, a impregnac3o aconte-
ceu também em outros segmentos cromoss8micos além da regi3o RON
(FIGURAS de 16 a 19).

Coffea dewevreil var. excelsa

Foram obtidos apenas 2 ideogramas, sendo que em
apenas um deles se conseguiu a impregnac3o na regi%o do
nucléolo do cromossomo 3. (FIGURA 17). O excesso de impregnac3o

verificado no outro ideograma lembrou aquele do bandamento-C.

Coffea racemosa

Os cromossomos 3 e 8 mostraram impregnac3o no
terco distal no organizador nucleolar, como pode ser visto
pelos ideogramas das FIGURAS 18 e 19 e na fotomicrografia D
(FIGURA 6&).

4.2.4. DigestSO enzimatica pela tripsina

Os ideogramas elaborados a partir de células
mitéticas de endospermas submetidas A soluc3o diluida de tri-
psina se referem apenas a C. canephora e a C. dewevrei. NZo se
conseguiu qualquer resultado positive com os cromossomos de

C. racemosa.
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FIGURA 1&: Desenhos em camara clara (A) e (B) dos cromossomos metafa-
sicos de duas células de endospermas de C. canephora, apds a impregna-
¢¥o pela prata. HAa assimetria de impregnag3do de prata em ambos os

desenhos (setas) e gue seri discutida adiante.
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FIGURA 17. 1Ideograma de cromossomos metafiasicos de células de endos-
perma de C. dewevrei, apdés a impregnac¢3o pela prata com a marcagio
no organizador do nucléolo (RON) do cromossomo 3. €S = constrig3o

secundaria; C = centrémero; €)== banda clara.
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cag¥o dos organizadores do nucléolo dos cromossomos 3 e 8, e um

dente no cromossomo 5.
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FIGURA 19. Ideograma dos cromossomos de C. racemosa, apds a impregna-
¢3o pela prata, com a marca¢3o nos cromossomos 3 e 8, portadores da
RON. CS = constri¢Zo secundaria; c = centrédmero; €)== banda

clara.
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Coffea canephora var. Robusta

Foram obtidos apenas duas células com os cromos-
somos suficientemente espalhados e corados diferencialmente e
que estio esquematizados nos ideogramas das FIGURAS 20 e 21. A
FIGURA 7A mostra apenas a fotomicrografia de uma célula em
préfase tardia.

Constatou-se a formacdoc de bandas distais co-
brindo o segmento SAT dos cromossomos 1 e 3. Também foi vista a
presenca de pelo menos uma banda adjacente ao centrémero nos
cromossomos 2, 4, 6 e 9. 0 cromossomo 10 corou-se totalmente.

Verificou-se também a ocorréncia de uma assimetria de banda.

Coffea dewevrei var. excelsa

A porcentagem média de segmentos formados, apés
0 uso da tripsina, e visualizados nos poucos ideogramas obtidos
para esta espécie dipléide de café foi de 3I8.38 + 1.4&69%.
0 ndmero de bandas, entre os ideogramas, variou de 15 até 24.

Houve variac3o quanto ao namero e posiCSo das
bandas distais (teloméricas) e pericentroméricas nos cromosso-

mos. (FIGURAS 7B e C e 22). Foram obtidos é ideogramas.

— cromossaomo l: presenca de banda distal ocupando todo o seg-
mento adjacente A constri¢Xo secundaria acompanhada ou n3o de
pelo menos uma banda intercalada entre as constri¢des primaria
e secundiria. Pode aparecer uma banda centromérica no brago

longo e que pode estar em combinac¢l3o com as bandas anteriores.

- cromossomo 2: as variac¢cdes que ocorreram neste cromossomo es-—
tiveram sempre relacionadas com a formac3o de pelo menos uma
banda adjacente ao centrémero e de extens3o variada, ou no
braco longo, ou em ambos. Foi visto em um ideograma a formacdo

de uma banda intercalar no brago longo.

- cromossomo J: assim como no cromossomo anterior, as variagdes
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que surgiram ficaram restritas a duas bandas; neste caso, as
bandas SAT e intercalada. Estas apareceram combinadas ou ent3o

apenas uma delas.

— cromossomo 4: a maior parte dos ideogramas mostrou a formac3o
de bandas pericentroméricas de extensio variada acompanhadas ou
ndo de uma fraca banda distal ou de uma pequena banda interca-

lar.

- cromossomo S5: apresentou uma banda em um dos bragos, com
extensio variada, ocupando todo o braco ou se restringindo a
uma banda pericentromérica. Esta banda de extens3o variada
apareceu também junto com outra adjacente ao centrdédmero e que

se formou no brago oposto.

- cromossomo &: com uma ou duas bandas pericentroméricas. Neste
tltimo caso, as duas bandas podem aparecer unidas, cobrindo o

centrédmero.

- cromossomo 7: apresentou, na maior parte, dos ideogramas
analisados, uma banda adjacente ao centrdmero no braco longo
associada ou n3o a formag3o de uma banda tomando todo o braco
curto. Ou ainda, uma banda pericentromérica e associada a uma

intercalar no brago longo.

- cromossomo 8: caracterizado pela formac3o de uma banda que se
estendeu por todo o brago curto, combinada na maior parte dos
ideogramas, com uma banda adjacente ao centrdémero e que aparece

no braco longo.

- cromossomo 9: apresentou uma banda que tomou todo o brago
curto e que ocorreu na maior parte dos ideogramas analisados,
associada ou n3o 4 formac3o de uma banda adjacente ao centréme-
ro, no braco longo, e/ou de uma banda distal. Observou-se um
anico caso onde houve a forma¢io de uma banda adjacente ao cen-—

trémero no brago longo e de uma banda intercalar também.
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— cromossomo 10: caracterizado pela formac3o de uma banda que
ocupou um dos bracos quase que totalmente. Esta banda apareceu
(1) ou com a outra pericentromérica; (2) ou com uma banda

distal do outro braco; (3) ou ent3o sozinha.

— cromogssomo 1l: constatou-se a formac3o de pelo menos uma
banda distal que ocupou quase totalmente o braco em que
apareceu, na maior parte dos ideogramas obtidos por meio do uso
da tripsina. Também foi visto que é possfivel a formac3o de
bandas adjacentes ao centrdémero.

Dos cromossomos analisados somente os ndmeros 7 e 11
apresentaram, em alguns ideogramas, auséncia de bandas, perma-

necenda fracos e homogeneamente corados.

43 REAc:Xo NUCLEAR DE FEULGEN

A aplicac3o da reac8o nuclear de Feulgen, tal
como foi descrita por LISON (1960), n3o forneceu qualquer
resultado positivo, no que se refere A colorac3o diferencial
dos cromossomos das espécies de café em questi3o.

Foram efetuadas diversas modificac®es nesta me-
todologia porém os resultados foram insatisfatdérios.

A aplicacdo da solucfo de tripsina por até 4
minutos diretamente no material ji esmagado (endbsperma ou
radicula) e antes do tratamento com Acido cloridrico (que faz
parte desta reacdo) promoveu o aparecimento de uma coloraci3o
rosa pdlida nos cromossomos. Esta, no entanto, n3o foi sufi-
cientemente adequada para que se pudesse comparar estes segmen-—

tos corados com aqueles bandados.
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FIGURA 20. Desenho (A) e ideograma (B) dos cromossomos metafasicos de
uma célula de endosperma de C. canephora, apdés a digest3do enzimatica
com a tripsina. CS = constrigido secundaria; C = centrdmero;

» = assimetria de banda.
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FIGURA 21. Desenho (A) e ideograma (B) dos cromossomos metafasicos de
uma célula de endosperma de C. canephora, apbds a digestiFo enzimitica
com a tripsina.

CS = constrigio secundaria: C = centrdmero. As setas 1indicam

assimetria de bandas.
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FIGURA 22. Diferentes tipos de bandamento em cromossomos mitdticos
de metAfases, tratados pela enzima tripsina, em células de endospermas
de C. dewevrei. As variagBes encontradas dizem respeito ao ndmero e a

posig3o de segmentos corados em cromossomos homélogos da mesma ou de

diferentes células.

C = centrémero; CS = constrigfo secundaria; ] = indica a banda ou a

combinag¢3o de bandas que ocorreu; €)== banda clara.
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5. DISCUSSAO

5.1 MEDIDAS CROMOSSOMICAS

Os valores médios dos comprimentos absolutos dos
cromossomos metafasicos de células de endospermas de Coffea
canephora e de C. dewevrei! (TABELA 1) obtidos no presente tra-
balho, foram maiores do que aqueles obtidos com o emprego de
células de radfculas, nessas mesmas espécies (TABELAS 3 e 4).

As médias dos comprimentos absolutos dos cromos-
somos metafasicos de células de radfculas de ambas as espécies
acima citadas foram, entretanto, similares aquelas encontradas
por BOUHARMONT (1959).

Essa diferenga no comprimento cromossémico entre
células de endospermas e de radfculas pode ser decorrente da
auséncia de pré-tratamento com agentes que promovem o encurta-
mento cromossémico os gquais nXo foram usados nos endospermas de
café.

Analisando o trabalho de caracterizag¢¥o cromos-
sémica desenvolvido por MENDES (1938) para C. excelsa (hoje, C.
dewevreti var. excelsa) pudemos observar que: (1) o autor n%o
utilizou qualquer tipo de agente indutor de contrag3o cromossé-
mica mas fixou diretaﬁente o material coletado; (2) as medidas
cromossémicas por ele apresentadas s3o similares aquelas encon-
tradas por nés para células de endospermas, nessa mesma espécie
de cafe. ,

Com relagqo a C. racemosa, BOUHARMONT (1963)
apresentou medidas apenas para os quatro maiores cromossomos
mitdéticos desta espécie, interpretando-os como metafiasicos.
Essas medidas correspondem aquelas que mostramos na TABELA 2,
que se referem a esses cromossomos porém na prometiAfase. Neste
trabalho, Bouharmont nZo menciona as suas medidas anteriores
dos cromossomos de €. canephora e de C. dewevuret.

Analisando-se as médias dos comprimentos absolu-
tos dos cromossomos de células de radiculas das trés espécies
de café, verificamos que C. canephora tem o0s cromossomos

maiores do que €. dewevrei e essas duas espécies tém os cromos-
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somos maiores do que os de C. racemosa (TABELA 6).

Esses dados também se contrapdem aos resultados
de BOUHARMONT (1959 e 1963) os quais indicam que C. racemosa
teriam os maiores cromossomos, seguidos por €. dewevrei e por
€. canephora.

Excetuando-se os cromossomos de numeros 5, 10 e
11, que foram classificados como metacéntricos segundo o
conceito de LEVAN et al. (1964), os demais cromossomos dessas
espécies de café estudadas sio do tipo submetacéntrico, discor-
dando novamente dos achados de BOUHARMONT (1959) em que a
maioria dos cromossomos seria do tipo metacéntrico.

Diante do que foi exposto, acreditamos que os
métodos aqui empregados para esse tipo de estudo cromossédmico
sZo muito mais precisos do que o corte histolégico utilizado

por Boubharmont.

52. BaNDAMENTO

0 emprego da técnica de bandamento-C, da colo-
racdo simples pelo Giemsa, da digest2o enzimitica pela tripsi-
na, evidenciaram segmentos diferencialmente corados ao longo
dos cromossomos mitdéticos de células de endospermas das espé-—
cies aqui analisadas.

Esses segmentos evidenciaveis (bandas), no en-
tanto, mostraram acentuadas varia¢g®es no ndmero e na posig¢3o,
nos cromossomos que os contém, independente da espécie ou da
planta utilizada. (FIGURAS de 3 a 22)

Através das analises dos ideogramas e dos esque-—
mas obtidos com o emprego da técnica de banda-C, nos cromosso-
mos mitéticos de C. canephora e de C. dewevreil, observou-se que
houve a formagfo predominante de bandas pericentroméricas e/ou
de teloméricas. As primeiras aparecem em apenas um ou ambos os
lados do centrémero. Quando em ambos os lados e, de acordo com
0o grau de condensag3o do cromossomo, aparecem separadas, ou
entZo, formando um sé bloco (FIGURAS 3, 4 e S e FIGURAS de 8 a
13).
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Nossos achados concordam com as observag®es de
varios autores, como por exemplo, de SCHWEIZER & EHRENDORFER
(1983) em membros da tribo Anthemidaea (Asteraceae), de
SCHWEIZER & LOIDL (1986), de WATSON (1987 e 1988) para
cromossomos de algumas espécies de Bulbine (Liliaceae). Esses
autores mostraram que as bandas-C, quando presentes em cromos-
somos pequenos ou no brago de um cromossomo, tendiam a se
localizar nas regi%es teloméricas ou preferencialmente ao redor
das constri¢g@es primaria e secundaria.

Bandas intersticiais (ou intercalares) também
podem ocorrer e s3o, como é esperado, mais facilmente identifi-
caveis em cromossomos mais longos (GREILHUBER & LOIDL, 1982;
SCHWEIZER & LOIDL, 1986; WATSON, 1987 e 1988; STEGIANOU, 1988).

Embora o comprimento dos cromossomos mit&ticos
metafidsicos de Coffea n¥Eo ultrapasse a 4 um, neles pode-se
observar bandas-C intercalares, como mostram as FIGURAS 9
(cromossomo 5), 12 e 13 (variantes do cromossomo 1), 15 e 22
(variante do cromossomo 9).

Loidl (1981, apud GREILHUBER, 1984), GREILHUBER
& LOIDL (1982) e SCHWEIZER & LOIDL (1986), trabalhando com
diversas espécies de Scilla (Liliaceae) consideram que as
bandas-C intercalares n3¥o se formam ao acaso nos cromossomos,
mas deviam ser conseqiléncia de permutas que ocorreram ao longo
do processo evolutivo da espécie, envolvendo regi@es eucromati-
cas intercalares com regi®es heterocromidticas terminais de
cromossomos n3o homdlogos.

Em café, bandas-C inﬁercalares qQque ocorrem em
alguns cromossomos de C. canephora, C. dewevrei e de C. racemo-
sa (FIGURAS 9, 12 e 13) nZo parecem estar relacionadas com re-
arranjos cromossédmicos, como discutiremos abaixo.

Os segmentos cromossémicos intercalares eviden-
cidveis pelo método da banda-C sZo inconstantes em seu apareci-
mento ou n3Fo, apds o tratamento. Essa inconstaAncia foi também
notada em bandas que apareceram em cromossomos de endospermas
submetidos a solug¢Zo dilufda de Giemsa ou pelo uso desse coran-—
te, apés a digest3o enzimatica pela tripsina (FIGURAS 13, 15 e
22).

88



As espécies C. dewevrel e C. racemosa apresenta-
ram ideogramas de bandas-C muito semelhantes entre si (FIGURAS
12 e 13). Os melhores resultados em C. racemosa foram obtidos
em cromossomos prometafasicos. Muitas semelhangas foram encon-—-
tradas também entre essas duas espécies e C. canephora, a
despeito do ndamero restrito de células obtidas nesta dltima
espécie em raiz e em endosperma (FIGURAS 8 a 11).

As porcentagens médias da somatéria de segmentos
corados pelo bandamento-C, em ideogramas de C. dewevrei e de C.
racemosa, considerando-se as células na prometAfase, foram
muito préximas (37,19 + 3,69% e 38,17 * 2,94%, respectivamente,
nXo sendo, portanto, em si, um bom parametro para a caracteri-
zagqo dessas duas espécies. Essa semelhanga de resultados na
somatéria das bandas-C ocorre também quando se compara a
distribui¢3o dessas bandas em cromossomos correspondentes das
duas espécies. A grande variag3o na presenga e/ou na distribui-
¢¥o das bandas nos cromossomos de €. dewevrei e de €. racemosa
nao permite, o que pode ser feito em outros vegetais, uma
identifica¢Xo de espécies por esse método.

Por outro lado, o emprego da solu¢Xo dilufda de
Giemsa mostrou difereng¢as entre C. canephora e C. dewevrei que
se tornaram evidentes quando se fez a somatéria dos segmentos
corados pelo Giemsa, a partir dos ideogramas elaborados nos
cromossomos metafaiasicos: C. canephora, 41,97 * 1,274 e C.
dewevret, 53,79 * 2,71%. A essas diferengas entre as duas espé-
cies, devemos ainda acrescentar que C. dewevreil apresenta maior
namero de variantes cromossémicas de bandas, gquando analisamos
sua freqliéncia e distribuig¢Zo (FIGUﬁAS 14 e 15).

GUERRA FILHO (1983 e 1988a) encontrou diferengas
acentuadas entre a quantidade de segmentos cromossdmicos cora-
dos pelo Giemsa e pelo bandamento-C, em espécies das familias
Rutaceae e Zingiberaceae. Segundo esse autor, o método de colo-
ragio pela solugio de Giemsa estaria corando indistintamente
qualquer cromatina condensada.

Ao analisarmos os dados obtidos em laminas de C.
canephora e de C. dewevreil, pelo uso da solugfEo de Giemsa apés

a digestio pela tripsina, verificamos grande variag¢fo na colo-
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ragdo cromossdmica nTo apenas entre as espécies, como também
dentro de uma mesma espécie. Somando-se essa variac¢Zo no banda-
mento cromossémico ao pequeno numero de células com cromossomos
identificAveis gque conseguimos obter, n3Eo achamos os dados
suficientes para tirar conclusBes a respeito, mas mesmo assim
achamos esses resultados de interesse como sugestXZo para futu-
ros trabalhos na Area, dal a apresentag3o dos ideogramas nas
FIGURAS 20 a 22.

A presenga da regiio organizadora do nucléolo
(RON), identificavel pela impregnagZo por prata, distingte C.
racemosa, de um lado, e C. canephora e C. dewevreit, de outro
lado. A primeira tem dois cromossomos (3 e 8) portadores de
regi3fo organizadora (RON), enquanto que cada uma das outras
duas espécies tem regiio nucleolar apenas no cromossomo 3
(FIGURAS 17, 18 e 19).

Tais dados complementam aqueles obtidos por
MEDINA et al. (1977) e por PINTO-MAGLIO & CRUZ (1987) para C.
racemosa, onde as autoras constataram na diacinese e no paquf-
teno, respectivamente, a existéncia de dois pares distintos de
cromossomos homélogos.

BOUHARMONT (1963), analisando cromossomos mitdé-—
ticos de €. racemosa, constatou a presenga de apenas um par de
cromossomos tendo a RON na posi¢3o subterminal e nitidamente
visivel, acompanhada de um pequeno satélite (cromossomo 3J).
Provavelmente, o método do corte histolégico wutilizado por
Bouharmont, associado ao pequeno tamanho do cromossomo 8,
impediram a esse autor verificar que estes cromossomos também
comportam outra RON. '

Os cromossomos 3 e 8 de C. racemosa, quando
submetidos & impregna¢¥o pela prata, permitem a identificag3o
da RON.

A explica¢Ho mais aceita para a existéncia de
dois conjuntos de cromossomos nZEo homélogos portadores da RON,
em C. racemosa, ¢é a de terem ocorrido permutas desiguais
envolvendo regi®es de rDNA do cromossomo 3, com o segmento
cromatinico do cromossomo 8, seguindo-se de uma posterior am-

plificag¥o das seqiéncias de rDNA translocadas.

90



Quantidades apreciaveis de heteromorfismo de
bandas foram observadas no presente trabalho, nos cromossomos
mitéticos de C. canephora, C. dewevret e de C. racemosa, n3o
apenas entre as células de diferentes endospermas, mas também,
entre células pertencentes a um mesmo endosperma (FIGURAS &6 a
11). Devemos aqui lembrar que em um mesmo endosperma existem
células de diferentes camadas do tecido que n3Io s3o identifica-
veis pelo método de esmagamento, e que devem ter fungdes
diversas.

De acordo com GREILHUBER & SPETA (1976), a va-
riabilidade na aparéncia de algumas bandas-C, deve ser reflexo
de uma provavel heterogeneidade de certos segmentos heterocro-
maticos.

Sabe—-se também que as altera¢®es nos tempos de
exposi¢io do material as solu¢gBes que evidenciam bandas—-C, por
exemplo, contribuem para o aparecimento de varia¢@es no numero
e na posi¢Zo das bandas, como demonstrado por GREILHUBER &
SPETA (1976) e por SHANG et al. (1988).

Contudo, as variag¢g®es aqul detectadas surgiram
em cromossomos de células de um mesmo endosperma € em uma mesma
lamina e, portanto, submetidas aAs mesmas condig@es de técnicas.

E provavel que tal heterogeneidade de bandas,
verificadas nos cromossomos mitédticos de café, incluindo aqui a
heterozigose de bandas que apareceu nos bragos de alguns
cromossomos, seja decorrente do tecido utilizado, a saber em
células do endosperma jovem ou em células do endosperma em
diferentes fases de crescimento e, conseqiientemente, em fases
ativas de seu desenvalvimento. '

Assim, concordamos com GREILHUBER & SPETA
(1976), de que a variabilidade na aparéncia de algumas bandas-C
sejam o reflexo de uma provavel heterogeneidade de certos seg-
mentos heterocromaticos mas, no caso do endosperma de Coffea,
acreditamos que essa heterogeneidade pode decorrer do processo
de diferencia¢Zo do tecido e nZo apenas de translocagBes cro-
mossémicas.

0 endosperma ¢ um tecido especializado de reser-

va, com a fun¢fo de produzir e armazenar compostos como amido,

91



protefnas, enzimas e &leos, que sio utilizados para o Cres-
cimento do embriZo e também durante a germinagXo da semente. P
um tecido que se caracteriza também pela sua efemefidade.

Na fase celular do endosperma, a atividade mits-
tica vai se restringindo a&s camadas celulares da regi3o perifé-
rica, enquanto que as células centrais perdem essa capacidade e
se diferenciam aumentando seu volume, como observado por LAMPE
(1931) em milho, e por MEDINA (1964 e 1965) em café.

KOWLES & PHILLIPS (1985) encontraram um aumento
consideravel no tamanho das células, dos ntcleos e na Qquantida-
de de DNA (endorreduplica¢3o) das camadas centrais de endosper-
mas em desenvolvimento de milho.

Posteriormente, KOWLES & PHILLIPS (1988), em
milho, relataram a ocorréncia de amplificagZo do DNA nos
ndcleos intercinéticos de células das camadas mais centrais do
endosperma em crescimento, coincidindo com o aparecimento e o
aumento dos granulos de amido e de protefnas no citoplasma.
Embora tal amplifica¢%o do DNA acontecesse de maneira generali-
zada, n¥o se restringindo & qualquer parte especffica do geno-
ma, nao se pode, no entanto, pelos dados apresentados, eliminar
a possibilidade de endorreduplicag¢Zo em regiBes especfficas dos
Cromossomos, como ocorre em varios organismos (BREUER & PAVAN,
1955; PAVAN et al., 19753 GALLI, 1985; GALLI et al., 19863
KOWLES & PHILLIPS, 1985 e NAGL, 1990.

No presente trabalho nZo foi elaborado qualquer
tipo de experimento que pudesse detectar ou quantificar uma
provavel amplificag¥o de DNA, nos nucleos de células dos endos-
permas das espécies de café estudadas. Observou-se, contudo,
que as télulas intercinéticas da camada central desse tecido,
apresentava sempre um volume celular e nuclear muito maiores do
que as células situadas nas camadas mais periféricas (FIGURA
23), sugerindo, desta forma, um provavel aumento na quantidade
de DNA como citado anteriormente.

0 grau de amplificagZo, bem como a compactaglo
do DNA amplificado, poderiam estar relacionados com a atividade
celular e a posigXo espacial das células, se periféricas ou

se pertencentes as camadas intermediArias do endosperma.
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Desta forma, a heterogeneidade das bandas e dos
segmentos corados encontrados em nossos experimentos seriam, na
verdade, constatagio de amplificag3o prévia e seletiva ocorri-
das em alguns segmentos cromossé4micos durante o crescimento do
endosperma.

GALLI et al. (1986) demonstraram, através de ex-—
perimentos com marcag3o radioativa, durante o perfodo de germi-
nag3o das sementes de Ricinus comnrunis, que o0 decréscimo na
quantidade de DNA marcado nos ndcleos era acompanhado pelo apa-
recimento de marca¢fo radioativa no citoplasma. 0O mesmo decrés-—
cimo foli visto por KOWLES & PHILLIPS (1985 e 1988) em endosper-—
mas jovens e em crescimento de milho, sugerindo uma provavel
utilizagio dos nucleotideos pelo embriZo em desenvolvimento.
Parece que o conceito de DNA metab&lico (PAVAN et al., 1975)
estaria bem apropriado para esse fendmeno ora descrito pelos
autores acima.

E provaAvel que amplifica¢®es seletivas ocorram
nos cromossomos mitédticos de células de endospermas jovens e/ou
em desenvolvimento, no café, uma vez que esse tecido, produtor
de varias substaAncias nutritivas para o embriXo, estid em sua
fase final de desenvolvimento e é, posteriormente, em grande
parte, absorvido pelo embri3io e pela plantula em seu desenvol-
vimento.

Sabe-se, através de estudos dos mutantes de
milho dek (gr3os defeituosos), que afetam o desenvolvimento do
embrifo e do endosperma, que tanto o processo de divisXo
celular como o processo de amplificag¥o gendmica, estIo sob
controles genéticos distintos (KOWLES et al., 1992).

Uma outra hipétese para explicar a heterogenei-
dade das bandas nos cromossomaos das células dos endospermas de
café seria a condensag3o diferencial de alguns segmentos
cromossémicos, associada apenas a expressio génica temporal, de
acordo com o estiddio de crescimento e de desenvolvimento de
cada célula. Achamos essa explica¢io pouco provavel.

Tanto a condensag3o diferencial da cromatina,
como a amplificagio seletiva de DNA, sZo reflexos de um

processo génico relacionado com a diferencia¢Xo celular, que no
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caso do endosperma de café resultariam também em uma posterior
interrupg¢®o da atividade mitética celular.

Outro achado de interesse é o que foi encontrado
na andlise de cromossomos formados por cromatides irm3As separa-—
das uma da outra, mas ainda unidas pelo centrédmero. Em varios
casos foram encontradas bandas evidentes em wuma cromatide e
ausentes na cromatide irm3 correspondente. Como cada par de
cromidtides irm3s derivou de um cromossomo que se dividiu, é
estranho que nesse processo de divis3io que espera-se resulte em
duas cromatides idénticas, uma apresente uma ou mais bandas que
n3o est3o presentes na cromidtide irmX correspondente. GARDNER &
SNUSTAD (1986) citam casos de células humanas de individuos com
Sindrome de Bloom, onde ocorrem anomalias desse tipo que eles
classificam como trocas diferenciais entre cromAtides irmXs.

Pelos dados da literatura, parece que esse tipo
de anomalia na divisZo cromossémica pode ocorrer também em
células em suas wUltimas divisBes mitdticas no processo de
diferencia¢fo celular como mostrado por MALHEIRO et al. (1990),
em cromossomos de linfécitos do sangue periférico de mulheres
normais, ou em cromossomos de células somAticas de embriSes de
camundongos albinos, como demonstrado por TUCCI & SKALKO
(1979).

Este fendmeno, deveras estranho, ocorre e pode
ser visto em numerosas figuras de cromossomos dos mais variados
organismos, sem que a maioria dos autores déem a ele maior
importancia. GALLOWAY & EVANS (1975) e outros autores por eles
citados, mostraram a existéncia do fendmeno em cromossomos de
células tratadas com BrdU durante as fases de divis3o e
concluem pela conseqiiéncia de inversdes de cromatina em regides
de DNA repetitivo ou como conseqiéncia da substituig¥o da
cromatina pelo Brdu. No caso dos cromossomos corados pelo
Giemsa, esses autores atribuem a assimetria de bandamento como
devido a intera¢®es do DNA com protefinas e as variag@es no
conteddo de DNA satélite, como do DNA repetitivo das regides de
banda-C. As explica¢®es por ora s3o hipotéticas, precisando de
mais experiéncias para explicar um fendémeno que, a nosso ver,

pode ter importaAncia na dinAmica da divis3@o cromossémica. As
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experiéncias mencionadas em GALLOWAY & EVANS (1975) dizem
respeito a cromossomos e derivados de células tratadas com
Brdu, mas como foi dito acima, ha varios exemplos da ocorréncia
do fendmeno em células normais em divis3io, como as qQue encon-
tramos em células de Coffea. Em tecidos das espécies de café
estudadas, essa assimetria de bandas em cromatides irmZs ocor-
re, mas, infelizmente, esse organismo n3Zo & o mais apropriado
para a analise do fendmeno. Estamos aqui evidenciando a impor-
tAncia do problema, na esperanga de que outros autores, usando
organismos mais favoraveis, possam tentar solucionar um fendme-
no que pode representar uma faceta importante da duplicag¢3o
cromossdmica em células em diferenciagZo.

As experiéncias efetuadas até o presente com a
reag3o nuclear de Feulgen em café, indicaram que esta reag3o
somente se opera fracamente e mesmo assim, somente quando as
rafizes utilizadas s3o recém—fixadas ou gquando os endospermas Jja
esmagados na lAmina sXo submetidos previamente a um tratamento
com solug¥o de tripsina. Mas, mesmo assim, nestas laminas n3o
foi conseguida a visualizag®o das cromatides, e 0s cromossomos,
embora visfiveis, n¥o sFo identificaveis. Uma série de variagdes
foi testada, no tempo de durag3o e/ou nas temperaturas da
hidrélise Acida, sem que resultados satisfatdrios na identifi-
ca¢¥o dos cromossomos tenham sido obtidos.

Usando a mesma reag3o de Feulgen, conseguimos,
por outro lado, nas células das radiculas de Genipa americana,
espécie da mesma fami{lia de Coffea (Rubiaceae), a identificag3o
dos cromossomos e das condensa¢g®es cromatinicas, visiveis
igualmente em preparados de bandas-C.

Finalizando, concluiu-se que, embora ocorra he-
teromorfismo de bandas e auséncia da reagfo nuclear de Feulgen,
para estudos comparativos, houve muitas similaridades entre os
ideogramas das trés espécies de café aqui estudadas, indepen-
dente da técnica empregada. Parece claro que a evidente dife-
rencia¢Xo morfolégica e de habitats das trés espécies de café
aqui estudadas, nXo foi acompanhada de diferenciag3do cromossd-
mica do tipo invers3es ou transloca¢@es. A diferenciag3o deve

ter se dado ao nfivel génico, sem gue mudangas evidentes na

95



morfologia dos cromossomos aparecessem, como sugerido por

CHARRIER (1978) em outras espécies selvagens de Coffea.
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6. CONCLUSOES

As analises citoldégicas, conduzidas no presente
trabalho, indicaram que as trés espécies de café aqui estudadas
sXo identificAveis pelo tamanho de seus cromossomos. C.
canephora tem os maiores cromossomos seguida de C. dewevrei e
esta de C. racemosa.

' Excetuando-se os cromossomos de numeros 5, 10 e
11, que s2o metacéntricos, os demais sZo submetacéntricos nas
trés espécies de café estudadas.

A disting¥o cariotipica entre C. canephora e C.
dewevrei pode ser também obtida pela colorag3o Giemsa. A
somatéria da largura das bandas de C. dewevret (53,79 * 2,71%4)
é maior do que a de €. canephora (41,97 * 1,277%). Em preparados
de €. racemosa, por esse método,nZo foram conseqguidos resulta-
dos confiaveis.

Por outro lado, a anAlise das laminas tratadas
pela técnica da banda-C e pelo método da digestio por tripsina,
seguida de colorag¢3o Giemsa, mostrou grande similaridade de
resultados: as bandas pericentroméricas e/ou teloméricas foram
praticamente as mesmas em todos os ideogramas. Houve grandes
variac®es no aparecimento ou n3o das diversas bandas, mas estas
variag@es também se repetiram nas trés espécies sem possibili-
tar, por estes métodos, qualquer diferenciagfo entre elas.

A acentuada heterogeneidade na posig3o e no
namero dos segmentos corados pelos dois métodos nas trés
espécies foi interpretada como difereﬁtes manifestagdes de
células de camadas diversas do endosperma.

Pelo tamanho e volume das células interfasicas e
seus respectivos ndcleos, nas camadas mais centrais dos endos-
permas, pode-se presumir que as mesmas tenham sofrido algum
tipo de amplificag¢Zo génica.

E presum{vel ainda que o possivel fendmeno da
amplifica¢Zo localizada do DNA esteja relacionado com a fase do
desenvolvimento da célula, associada a sua localizagXo espacial

dentro do endosperma. Este tecido tem células em fases diferen-—
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tes de desenvolvimento, dependendo de estarem 1localizadas nas
regies periféricas, intermediirias ou centrais do tecido.

Baseados em o que ocorre em outros 'organismos,
podemos pensar na possibilidade de que as bandas dos cromosso-
mos de endospermas estejam associadas a um processo de amplifi-
cag3o génica localizada, decorrente de uma diferenciagZo celu-
lar.

A formag3o de segmentos corados em apenas uma
das cromitides irm3Is de alguns cromossomos que ocorre em outros
organismos, ocorre também em células do endosperma de café.
Para esse fenémeno, existem varias explica¢®es, mas a situag3o
é tTo inesperada, que nenhuma delas satisfaz. £, portante, um
processo aberto e, sem davida, merece futuros estudos.

Usando o método da impregna¢Zo pela prata, foi
confirmada a presenga de dois cromossomas nZo homélogos,
portadores da RON, em C. racemosa. Esses cromossomos foram
identificados como os de numeros 3 e 8. Para C. canephora e C.

dewvevret, o cromossomo 3 ¢ o portador da RON.
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