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1. INTRODUGAO

As espécies do genero Coffea L. vem sendo extensivamente estuda-
das do ponto de vista genético, citoldgico, bioquimico, botanico emais recente-
mente palinoldgico, isto devido a sua importancia econdmica. Apesar dos inime-
ros trabalhos que tém sido feitos com a finalidade de estabelecer as posigoes
taxonomicas e as relacoes de afinidade entre as espécies e as variedades de
Coffea L., muitas duvidas ainda persistem sobre o assunto. A classificagdo de
espécies no genero, baseada quase que somente em caracteres mqrfoiégicos,aﬁatﬁw

micos e distribuicao geografica, necessita de bases mais consistentes, como re-

quer a taxonomia atual.

Dentro do género ha provas de proximidade genética e tambem de
semelhancas cariotipicas entre algumas espécies, frente a uma marcada diferen-

ciagao morfoldgica das mesmas.

0 numero basico de cromossomos para o génerc & x = 11, sendo to-
das as especies diploides (n = 11), com excegao de uma Unica delas, Coffea ara-
bica L., que & tetrapldide (n = 22). A origem dessa Ultima especie, ainda pou-
co clara, pode ter ocorrido atraves de duas possibilidades, autopoliploidia ou
alopoliploidia, sendo esta Ultima a de maior aceitagao por parte de diversos pes-
quisadores. Dentro da hipotese da alopoliploidia, vArias espécies tem sido su-
geridas como possiveis ancestrais de (. arabica, dentre elas, C. canephora Pier-

re ex Froehner, C. liberica Hiern e (. eugenioides Moore sao as mais citadas,

Os problemas inerentes a taxonomia e & especiagao do genero Cof-
fea, ao lado do grande impulsc verificado no desenvolvimento de pesquisas na
area da genetica e citogenética de certas plantas cultivadas (por exemplo, mi~
Tho e tomate), principaimente, a partir daquelas baseadas na morfologia de cro-

mossomos, foram a motivagao para este trabalho.

0 objetivo deste trabalho e apresentar alguns dados que possam

dar subsTdios sobre a especiacdo do género Coffea L., e a origem de C. arabica



L., através da andlise morfolBgica de cromossomos nucleolares, na fase de paqui-
teno, de algumas espécies do genero introduzidas no Brasil. A anilise aqui em-
preendida, envolvendo apenas os cromossomos nucleolares dessas espécies de Cof=
fea, constitui-se ainda em uma introdugdo a estudos posteriores,mais completos,
que envolveriam os complementos integrais das referidas espécies, principalmen-

te de C. arabica.

0 principal aspecto considerado ao se restringir esta pesquisa
aos cromossomos nucleolares € a dificuldade na localizagdo de determinados cro-
mossomos dentro das c&lulas; isto porque cromossomos como 0$ de cafe, mesmo em
paquiteno, mostram uma aparente semelhanca no aspecto geral, alem de auséncia de
quaisquer caracteristicas marcantes que possam servir como referencial. Assim,
o nucleolo, que nessa fase & bastante conspicuo e mostra-se em constante asso-
ciagao ao respectivo cromossomo nucleolar, serviu como ponto de referencia na

localizacao destes cromossomos dentro das células.

Os cromossomos na fase de paquiteno apresentam certas proprieda-
des para se efetuar a analise morfoldgica, pois, estando os homdlogos pareados &
possTvel observar diversas caracteristicas que sio utilizadas para identificar
cada cromossomo individualmente como: comprimento relativo dos cromossomos, re-
lagdo de bragos, posigdo do centrdmero, tipo de distribuicdo da heterocromatina,
espessura diferencial ao longo dos cromossomos, presenca de possTveis aberra-

¢oes, constrigoes secundarias e zonas satélites.




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Algumas considerag&es sobre o género (offea L.

As publicagbes sobre café, de acordo com CARVALHO (1946), surgi-
ram cerca de dois séculos antes de Linneu que, em 1753, descreveu a Unica espeé-
cie de café conhecida, C. arabica. A partir dal novas espécies foram sendo in-
dicadas por varios botanicos como Lamarck em1783, que descreveu a espécie
C. mauritiana; Loureiro em 1790, descreveu C. racemosa e C. sanguebariae; Hiern,
em 1976, C. liberica; Froenher que descreveu, em 1897, as especies C. canephora
e (. congensis; De Wildman e Durand, em 1899, C. dewevreie Chevalier que em 1903
descreveu a espécie C. excelsa, hoje uma variedade de C. dewevrei. Novas des-
crigoes foram feitas em 1908 por Pierre, De Wildman e Chevalier, contando o gé-
nero Coffea j& nessa epoca cerca de 50 espécies. Por volta de 1930 ja haviam si
do citadas para o genero Coffea cerca de 120 espécies validas, nimero esse que
em 1940, em seu primeiro trabalho sobre a classificagao do genero, Chevalier re-

duziu para 60 (CARVALHO, 1946).

Novos limites para o genero Coffea foram estabelecidos por LEBRUN
(1941), WILDMAN (1941) e CHEVALIER (1942 e 1947}, sendo que, este Ultimo autor,
estudando colegoes de herbarios e diversas plantas nb Tocal de origem, efetuou
um dos trabalhos taxonomicos mais extensos e completos em Coffea L., e ainda
o mais usado como referencia. Este autor subdividiu o genero Coffea em 4 se-
¢oes: Paracoffea Mig., Argocoffea Pierre, Magcarocoffea Chev. e Fucoffea K. Shum

emend. que englobam de 60 a 70 espécies consideradas validas.

A secao Fucoffea que inclui os cafes de origem africana, & consi
derada a mais importante por conter as especies mais cultivadas como C. arabicq e
€. canephora. Essa se¢ao foi dividida por Chevalier em 5 subsegoes (Evythrocof-

fea, Pachycoffea, Melanocoffea, Nanocoffea e Mozambicoffea) com nimero varizvel

de especies (CARVALHO et ali<, 1969 ).




Segundo CHEVALIER (1947), todas as seg0es compreendem espéecies
gue sao nativas de regides tropicais e subtropicais da Kfrica e Ksia, ede acor-
do com THOMAS (1944) e SYLVAIN (1958), as especies ocupam locais de condigdes
ecologicas bastante diferentes, que abrangem desde locais rochosos de altitude

e pouco umidos até locais sombreados como as margens e interiores de florestas.

LEROY (1967a, 1967b, 1967c) tentou modificar, de certa maneira,
a classificagdo proposta por CHEVALIER em 1947, com a criagdo do novo genero Pa-
rocoffea. Baseando-se em diferentes posigoes das inflorescencias e em algumas
caracteristicas florais, este autor dividiu os cafés em dois grupos, Coffea L.

e Paracoffea Leroy.

CARVALHO & MONACO (1967), baseados em dados de hibridacdes inte-
respecificas, foram dos poucos pesquisadores a sugerir tambem, algumas altera-
goes concretas na classificacdo proposta por CHEVALIER em 1947, além de LEROY
(1967b, 1967c), com modificagoes na posicao taxonomica de algumas espécies co-

mo C.kapakata Hirsch, . eugenioides Moore e C. stenopylla G. Don.

Apesar dos varios trabalhos realizados com a intencdo de forne-
cer dados para auxiliar a estabelecer de modo definitivo a posicao das espécies
dentro do genero (CARVALHO & MONACO, 1967; LONGO, 1972; MEDINA, 1972 CHINNAPPA,
1981) as relagoes interespecificas do mesmo permanecém ainda controvertidas,
pois as afinidades verificadas a partir dos caracteres morfologicos e distri-
buigao geografica contradizem relagGes de afinidade provenientes de hibridages
interespecificas e analises citologicas de hibridos (CARVALHO & MONACO, 1967;

MEDINA, 1972) o que leva a considerar a classificacao atual um tanto artificial.

Sobre o numero cromossomico das espécies de Coffea von Faber, em
1912, encontrou n = 8 para as especies (. arabica e C. liberica; outros au-
tores como Homeyer, em 1932, e Heyn, em 1937, estudando as mesmas espécies, en-
contraram respectivamente C. arabica com n = 11 e (. I{berica com n =22 cromos-

somos (MENDES, 1938a). Estes ultimos dois autores, muito provavelmente, obser-



varam formas hapléides de €, arabica e algum tetrapldide natural de ¢. Iiberica.
KRUG (1934), trabalhando com diversas variedades de C. arabica e com as especies
C. canephora, (. excelsa e C. congensis, verificou n = 22 cromossomos para todas
as variedades de C. arabica e n = 11 para as demais espécies. Efetuando conta-
gens cromossomicas em algumas espécies de café, MENDES (1938a) confirmou os da-
dos obtidos por Homeyer em 1938 e KRUG em 1934, em relagdo ao numero basico de

Cromossomos para o geners x = 11,

As espécies de Coffea sdo autoimcompativeis (MENDES, 1949; CONA-
GIN E MENDES, 1961; MEDINA & CONAGIN, 1959; MONACO, 1972) e diploides, n = 11,
exceto C. arabica que & autocompativel (KRUG & CARVALHO, 1951) e a unica tetra-
ploide do genero, comn = 22. Segundo FERWERDA (1976) as relagoes de compatibi-
lidade nas espécies de Coffea seriam provavelmente através de um sistema oposto
de alelos S. Em C. arabica a heranga & dissomica, observando-se na meiose somen
te a formacio de bivalentes, (KRUG & MENDES, 1943; MENDES, 1950(1), MeNDES, 1958;
MEDINA, 1950; CARVALHO et alii, 1969), com poucos casos de anormalidade no parea
mento (GRASSIAS & KAMMACHER, 1975). A especie . arabica foi considerada por
CARVALHO (1952) um $1opolip¥61de de origem antiga, devido a falta de semelhanga
entre os hapldoides dessa espécie com os respectivos hibridos interespecificos de
formagao recente. 0 comportamento de alguns hibridos interespecTficos com (. ara
bica e o modo de heranga de alguns fatores duplicados indicam que essa especie

possui a estrutura de um alopoliploide de segmento (CARVALHO et alzi, 1969).

Apesar da maioria dos pesquisadores no assunto defenderem a ori-
gem alopolipldide de ¢. arabica, KRUG e MENDES (1940) baseados emalguns aspectos
observados na microsporogenese de hibridos tripldides entre ¢. arabica e C. cane
phora, aventaram também a possibilidade de sua origem por autopoliploidia. MEN-

DES & BACCHI (1940) observaram, na microsporogenese de um di-hapldoide de . ara

bica, que em 71% das cBlulas em metdfase I havia de um a seis bivalentes, o

(1) MENDES, A.J.7.



que deu margem a duvida na afirmacao da origem se por autopoliploidia ou por

alopoliploidia para C. arabica.

A origem da especie C. arabica & bastante controvertida, sendo
um aspecto freqllentemente abordado por muitos pesquisadores interessados na fi-

genia de Coffea.

THOMAS (1944) admite que C. arabica tenha, talvez, se originado
de C. eugenioides, pois, esta espécie, segundo ele, se parece com (. arabica,

porém em tamanho menor.

CRAMER (1957) sugere que C. canephora € (. eugenioides  tem
alguma relagao com a origem de C. arabica devido a distribuigao geografica des~-
sas espécies e a similaridade de morfologia de certas formas de C. eugenioides
com algumas mutantes de C. arabica. Este autor sugere ainda, que C. arabica po-
deria ter se originado através da hibridagao natural de C. eugenioides €. con-

gensis.

Narasimhraswamy & Vishveshwara {1961 apud CARVALHO &  MONACO,
1967) consideram C. liberica e C. eugenioides como 0s ancestrais de C(.arabica
pelo exame de um ramo tetraploide de um hibrido entre ambas espécies que se apre

sentou fenotipicamente similar a C. arabica.

Do cruzamento entre C. dewevrei e C. eugenioides, FERNIE (1966)

tambem obteve uma planta que possuia grande semelhanca com €. arabica.

CARVALHO & MONACO (1967), analisando hibridos de diversas espe-
cies, chegaram 3 conclusao que as especies de C. canephorq C. eugenioides e C.

congensis poderiam provavelmente ter participado na origem de (. arabioca,

LONGO (1972), efetuando analises bioguimicas que envolyiam com-
postos flavonoides em algumas especies de Coffea com objetivos fi]ogenéticos,yg
rificou que C. Iiberica, C. canephora e C. eugenioides eram as mais proximas a

€. arabicanesse aspecto. Frente a esses resultados e aos dados anteriormente



obtidos por outros autores nas areas de citelogia, de gen@tic@ e de hibridagoes
interespecificas, a autora sugeriu que tals espécies teriam participado na ori-

gem de C. arabica.

GRASSIAS & KAMMACHER (1975), observando algqumas irregularidades
na conjugagdo cromossOmica em trés diferentes variedades de ¢, arabica COmoO pre-
senga de alguns cromossomos nao pareados, presenca de bivalentes em associagao
secundaria e formagao de multivalentes, questionaram o tipo da poliploidia des-
ta espécie. Avaliando seus dados frente a outros existentes, esses autores tam-
bém chegaram & conclusdo que a estrutura mais provivel de C. arabica & a de um

alotetraploide de segmento, formado pela jungao de dofs genomas, onde alguns

cromossomos conservam grande similaridade.

CHARRIER (1978} estudou varias espécies originais da secio Mae-
carocoffea (plantas essas que tem interesse por apresentarem frutos semcafeina)
e as relacoes de afinidade destas com as especies da secio Eucoffea, atraves de
cruzamentos entre algumas espécies de ambos os grupos. Foi verificado que al-
guns hibridos entre C. arabica e espécies dipldides da $8¢30 Mascarocoffea ob-
tiveram sucesso comparavel aos hibridos anteriormente obtidos entre (. avabica
e algumas espécies diplBides da segao Fucoffeq e maior'sucesso que alguns hibri
dos formados entre especies diploides de ambas as seéﬁes. A partir dessas ob-
servagées o autor salientou que, na alopoliploidia de ¢. arabiea, um dos geno-
mas dessa espécie poderia estar presente tanto numa das espécies da se¢do Eucof
fea como numa das de Mascarccoffea. Desse modo a sintese de C. arabica requere
ria além da presenca de um segundo genoma mais diferenciado, que poderia ser en-
contrado em generos ou subgeneros proximos, tambem um sistema genetico de regu-
lagao de pareamentc que favorecesse o comportamento dissomico da especie ¢. arg

biea.

BERTHOU etalii (1980), através-de andlises na variagio de DNA mi-
tocondrial caracterizado em eletroforese nas especies C. canephora, C. eugenoi-

des e C. arablca, verificaram que as duas Ultimas espécies apresentam o mesmo

7.



genoma mitocondrial, o qual diferenciava-se daquele obtido para (. canephora. ES
ses dados, segundo os autores, corroboram a hipdotese que uma espécie dipldide
proxima 3 C. eugenoides poderia ter dado origem a (. arabica; entretanto, o fa-
to do DNA mitocondrial ser um marcador ndo nuclear, levou-os a sugerir que C.
arabica e C. eugenoides poderiam ser, portanto, descendentes de um  ancestral

comum semelhante a C. eugenoides.

HOFFLING & OLIVEIRA (1981), analisando as afinidades seroldgicas
entre algumas espécies de Coffea, verificaram que C. arabica apresenta, neste
aspecto bioquimico, mator afinidade por C. congensis e C. eugenoides e em menor
grau por C.canephora . Esses autores sugerem, atraves desses dados, a possibili

dade das duas primeiras especies terem participado da formagdo de C. arabica,

As especies do genero Coffea apresentam um comportamento meioti-
co normal, com formacao constante de bivalentes; o nimero de quiasmas quase
igual, encontrado nas especies estudadas da segdo Eucoffea, indicam alguma pro-

ximidade gendtica entre as mesmas (MENOES, 1950(1); menpes, 1950(%)

3 MEDINA,
1950 e 1952; CONAGIN, 1961; MEDINA & RIJO, 1969; e MEDINA et aliZ, 1977)., Essa
proximidade & confirmada tambem nas analises citologicas de hibridos interespe-
cificos onde foi verificada uma alta freqllencia na formagdo de bivalentes (MEDI

NA, 1972).

CARVALHO & MONACO (1967) verificaram, atraves de hibridagoes arti
ficiais que, de um modo geral, algumas especies da mesma subsecao se cruzam mais
facilmente. Tambem hibridos vigorosos de espécies de diferentes subsecoes sao
ainda ohtidos com certa freqtiencia. Hibridos férteis entre espécies alopatri-
cas, assim como de especies simpatricas foram obtidos, indicando aexistencia de
um mecanismo especial de isolamento reprodutivo que evita a extingao dessas es-

pecies como unidades.

(1) MENDES, A.J.T.
(2) MENDES, C.H.T.




0 Gnico estudo mais completo sobre a morfologia dos cromossomos
de Coffea foi feito por BOUHARMONT (19%9) que, estudando os cromossomos somati-
cos de cerca de 10 espécies do género, incluindo agueles da espécie tetraplfide
C. arabica, verificou que entre os varios cariotipos analisados ha uma grande
uniformidade de tamanho e forma nos cromossomos das espécies. Devido aessa se-
melhanca foi possTvel a construgdo de um cariotipo médic padrao, denominado pelo
autor de ideograma do geénero Coffea, do qual foi possivel identificar realmente
apenas quatro cromossomos dos 11 constituintes do complemento do género.  BOU-
HARMONT (1963) estudou a morfologia dos cromossomos somaticos de mais seis espg
cies do género Coffea, cujos ideogramas foram comparados com aqueles das 10 es-
pecies anteriormente analisadas. Dessa comparagao o autor concluiu mais uma vez
que realmente nado havia diferengas entre os varios ideogramas observados no ge-
nero. KRUG (1934), contando os cromossomos de guatro espécies e cinco varieda~
des de Coffea, observou que (. excelsa Chev, (atual (. dewevreiWild et Dur,)
apresentava cromossomos ligeiramente maiores. MENDES (1938h), de posse desta
informagao, efetuou um trabalho sobre a morfologia dos cromossomos somaticos des
sa especie, onde verificou gue os mesmos, embora pouco maiores que os das de-
mais espBcies, eram ainda muito pequenos (1,5 a 3,5&y@. Este autor - conseguiu
separa-los em tres classes (A, B e C), de acordo com é tamanho, porém  apenas
os trés maiores, constituintes da classe A, puderam'ser distinguidos na sua mor

fologia; os oito restantes dificilmente se diferenciavam uns dos outros.

Num trabalho realizado por CRUZ (1972} em aneuploides da culti-
var Mundo Novo de C. avabica, ficou demonstrado a necessidade de identificar
os cromossomos em falta ou excesso nessas plantas de cafe, para uma  possivel
associagao com a morfologia das mesmas. A falta de identificagdo desses cromos
somos restringe, de certa forma, o prosseguimento da pesquisa e a utilizacdo de
aneuploides no meThoramento como no caso da associagio de genes aos Cromossomos
e a transferencia de alguns caracteres desejaveis de uma espécie ou variedade
para outra, por meio da substituicao de cromossomos atr@Vés de plantas monossd-

micas ou nulissomicas.



Apds varias pesquisas com algumas espécies de Coffea, MEDINA et
alii (1977) chegaram & conclusdo que o estudo de cariotipos de cromossomos soma
ticos da maneira convencional, o estudo de quiasmas nas especies individuais e
do comportamento meiotico em hibridos interespecificos, nao constituem crite-
rios tao valiosos para estabelecer relagbes entre as espécies do género Coffea
L. 0s mesmos sugerem que, talvez, a andlise de cromossomos em paquiteno oumes-
mo, a comparacao de cromossomos somaticos atraves de técnicas de bandamento, pos
sam fornecer bases para uma melhor caracterizacao das espécies e das relagoes

entre as mesmas.

Em vista dessas informagOes & importante a identificacao dos cro-
mossomos das varias especies do género Coffea L., de uma maneira mais detalhada,
e que permita uma andlise mais cuidadosa das caracteristicas cromossomicas indi
viduais. A identificacao desses cromossomos & interessante nao s$0 para estudos
genéticos como por exemplo a localizagao de genes, como tambem para estudos fi-
logenéticos, podendo neste aspecto constituir-se num dado comparativo, adicio-

nal aos demais existentes.

2.2. Andlise em paquiteno e cromossomos nucleolares

A identificagdo de cromossomos & feita habitualmente a partir da
morfologia de cromossomos somaticos em metafase. Em organismos onde os cromos-
somos sao extremaente pequenos e cujo caridtipo & do tipo simétrico (Levitzky,
1931 apud STEBBINS, 1971), a identificacdo dos cromossomos na fase de metafase,

por técnicas comuns de coloragdo, torna-se bastante dificil.

A elaboracac de novas tecnicas nesse campo por CASPERSON et
alii (1969) possibilitou teoricamente a identificagao de cromossomos metafasi-
cos em mitose, mesmo quando pequenos. A identificacdo de cromossomos  segundo

tais tecnicas & feita atraves do reconhecimento de faixas heterocromaticas e eu-
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cromaticas, que formam padroes especificos e constantes para cada um deles, as
denominadas bandas. HSU (1973), num trabalho de revisao, relata a seqliéncia, a
partir de CASPERSON et alii (1969), do surgimento das mais variadas ¢ aprimora-
das técnicas citologicas aplicadas para diferenciar longitudinalmente os cromos-
somos e usadas com a finalidade de reconhecer individualmente cada cromossomo

dentro de determinado complemento.

Un tipo de analise utilizade na identificacao de cromossomos, que
emprega a tecnica de esmagamento e menos sofisticada que as usadas para banda-
mento, e feito na fase de profase da meiose, mais precisamente, na fase de pa~
quiteno. As analises de morfologia cromossomica, nesse estadio da meiose, tém
interesse exatamente em plantas onde os cromossomos mitbticos em metdfase sdo pe
quenos, porque em paquiteno 05 cromossomos ainda nao atingiram seu grau maximo
de condensagao e, portanto, apresentam-se bem mais longos do que os mesmos emmi
tose. Alem disso, nessa fase quando o pareamento se completa (SWANSON, 1957;
RHOADES, 1961 e MOENS, 1964), & possivel, segundo BURNHAN (1962), obterem-se
informagoes tais como: comprimento total dos cromossomos, relagdo de  bragos,
posigao do centromero, tipo de distribuicao da heterocromatina (padrao de cro-
momeros ), espessura diferencial da cromatina ao longo dos cromossomos, constri-
¢oes secundarias, zonas satélites e "knobs" (grandes cromomeros sub - terminais
ou terminais bastante evidentes wusados como marcadores ou como ponto de refe-

rencia na identificacao de cromossomos).

A analise em paquiteno fornece ainda elementos para se conhecer
0 grau de homologia cromossomica, a presenga de aberracOes e possiveis desvios
dos modelos cromomericos em hibridos (hibridagdes estruturais), possibilitando

uma abordagem na origem e na classificagao de especies (OURENCHY, 1963).

A partir do classico e pioneiro trabalho de morfologia de cromos
somos em paquiteno, realizado em milho por McCLINTOCK (1929), uma sucessio de
trabalhos, utilizando esse mesmo tipo de an&lise cromossOmica com a finalidade

de obter dados mais acurados sobre a morfologia de cromossomos, foram realiza-
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dos em vdrios geéneros como: Lycopersicon (BARTON, 1950); Solanum (GOTTSCHALK,
1951, 1954; YEH & PELOQUIN, 1965b); Secale (LIMA DE FARIA, 1952); Plantago (HY
DE, 1953); Hordewn (SARVELLA et alii, 1958); Miesithea (ROY & SINGH, 1958); Saint
paulia (ERLICH, 1958), Cynodon (QURENCHY, 1963), Rubus (BAMMI, 1965),  Dichan-
thium (ROY et alii, 1965), Hibiscus (MENZEL, 1966), Oryza (SEN, 1963; CHY, 1967);
Phaseolus (DE & KRISHNAN, 1966a; KRISHNAN & DE, 1965; 1970); Medicago (BUSH &
CLEVELAND, 1968; GILLIES, 1968, 1970a, 1970b, 1971, 1972a, 1972b, 1972¢c); Ipo-
moea (KRISHNAN et alit, 1969; MAGOON et aliz, 1972), Linwm (LOBANA et alif,
1972), Prurue (WHELAN, 1969; JELENKOVIC & HARRINGTON, 1972), Pennisetum {LOBA-
NA & GRILL, 1973), Ricinus (JELENKOVIC & HARRINGTON, 1973 e PARIS et alid, 1978;
PARIS, 1981), Beta (YU, 1977), (rotalaria (GUPTA & GUPTA, 1978); Physalis (VEN-
KASTERWARALU &RAO, 1977; 1979a; 1979b).

Desses trabalhos informagoes as mais diversas foram obtidas, den-
tre as quais algumas delas a partir dos cromossomos nucleolares. Assim, atraves
de observagoes e experimentacGes ainda em cromossomos de milho na fase de paqui
teno, McCLINTOCK (1934) conseguiu, praticamente, determinar grande parte das in-
formagoes basicas aceérca das relagoes entre cromossomos nucleolares e nucléolos

e destes com o complemento cromossomico.

Em tomate (Lycopersicon),2n = 24 , LESLEY & LESLEY (1935) e LES-
LEY (1938) foram dos primeiros pesquisadores a utilizarem a presenca destacada
dos cromossomos nucleolares, associada a morfologia em paquiteno, e verificar
que ragas silvestres de tomate apresentavam cromossomo nucleolar somente com pe-
quenos satelites e que algumas racas cultivadas exibiam heteromorfia nesses cro
mossomos, heteromorfia essa restrita ao tamanho do satélite. Segundo esses au-
tores, foi observada uma correlagdo entre o tamanho do satélite e o tamanho do
nucleolo, porém nao foi observada qualquer relagio entre heteromorfia do sateli
te e os caracteres fenotipicos externos das plantas. Ainda em tomate, BROWN
(1949} tentou estabelecer a morfologia, em paquitenc, do complemento, entretan-

to a identificagao desse complemento limitou-se somente ao bivalente nucleolar;
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mais tarde BARTON (1950), com o mesmo objetivo, foi quem identificou todos os 12
bivalentes desse complemento. Com o conhecimento adyuirido sobre estes cromos~
somos, ap0s a identificacdo dos mesmos na fase de paquiteno, foi possivel nao
sO a elaboragdo de uma chave para classificacao dos cromossomos de tomate por
KHUSH (1963), como também logo apds KHUSH & RICK (1966, 1967a, 1967b) localiza-
rem varios genes em determinados cromossomos e até em determinados bragos dos

mesmos .,

MAGOON & SHAMBULINGAPPA (1961) efetuaram estudos cariomorfologi-
Cos em Sorghum propinquum (2n = 20) pelo fato desta espécie apresentar, com rela
¢ao as outras espécies de Halepensia (2n = 40) na qual estd incluida, uma con-
cordancia quanto aos caractéres morfoldgicos e uma discordincia quanto ao nime-
ro de cromossomos. Com relacac 3 outra subsecdo Arundinacea (2n = 20), a mesma
espécie apresenta discordancia morfolGgica frente a uma concordancia no numero
e morfologia cromossomicas. Atraves da morfologia em paguiteno desses cromosso
mos foi constatado que citologicamente tambem havia uma diferengca  importante
quanto a Ultima subsecao com relagao a morfologia do cromossomo nucleolar. Em
todas as espécies de Arundinacea o cromossomo nucleolar era o menor do complemen
to e em 5. propinquum era o maior do complemento, Atraves dessa diferenca e de
outros dados disponiveis, foi possTvel avaliar o papel de S. propinquum na ori-

gem das especies com 2n = 40 cromossomos do género Sorghum,

YEH & PELOQUIN (1965a), analisando a morfologia em paquiteno de
plantas haploides de Solamum tuberosum (2n = 24} para emprega-la em estudos com
parativos, constataram uma variacao na morfologia do cromossomo nucleolar (cro-
mossomo Il do complemento), também restrito ao comprimento do satélite. Foranm
encontrados quatro tipos distintos de comprimento de satélite, sendo que essa
variagao ocorria intra e interespecificamente. 0s autores sugeriram que o hete
romorfismo do cromossomo nucleolar poderia ser usado como marcador citologico.
Isso porque foi constatado a falta de ocorréncia de quiasma no braco curto des-

se cromossomo II, local onde se localiza o satélite; devide 3 facilidade de re-
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conhecimento, esse cromossomo também poderia auxiliar a detecgdo de pareamento

preferencial em espécies tetrapldides.

KRISHNAN & DE (1965) e DE & KRISHNAN (1966a, 1966b), num estudo
cariomorfologico comparativo feito nos estadios de paguiteno da meiose e da me-
tafase somatica em Phaseolus aureus € FP. mungo, notaram um fendmeno interessan
te no comprimento cromossomico, mais precisamente através dos cromossomos nu-
cleolares, nesses dois tipos de divisao celular. Nestas duas especies, conside
radas proximas, os dois cromossomos nucleolares de cada uma delas ocupavam dife
ferentes posigoes no cariotipo nos dois tipos de divisao, devido a diferentes

valores para o comprimento relativo e proporgao de bracos. Entretanto, a anali

se do hibrido entre essas especies revelou que um dos bivalentes nucleolares des
se hibrido era formado por dois cromossomos homdologos, sendo um de cada uma das
especies, mas que exibiam comprimento intermedidrio entre o comprimento dos cro
mossomos parentais isolados. Esse dado mostrou que as diferencas  observadas
no comprimento medio e na proporgdo de bragos ndo deveriam constituir-se empon-

tos relevantes na diferenciacao dessas especies.

KRISHNAN & DE (1965, 1968, 1970), DE & KRISHNAN (1966a, 1966b)
realizaram uma serie de analises em paquiteno no género Phaseolus {x = 11), on-
de 0s cromossomos somaticos também sdo pequenos, envolvendo duas espécies e uma
tetraploide, alem de um hibrido entre as duas diploides. Constataram a presen-
ga de alguns cromossomos em comum as trés especies o que, juntamente com os da-
dos sobre a sinapse e o tipo de pareamento entre os bivalentes associado ainda
a informagao dos caracteres morfolOgicos, permitiu o esclarecimento sobre a ori
gem da especie tetrapldide, no caso um alopoliploide. Do mesmo trabalho ficou
ainda comprovada a ocorrencia de supressac da funcdo organizadora do nuclBolo

de um dos cromossomos nucleolares desse alopoliploide,

MAGOON et alii (1969), analisando a morfologia dos cromossomos
em paquiteno de uma cultivar de Manthot esculenta (2n = 36), verificou a pre-

senga de tres cromossomos nucleolares em funcionamento o que levou os autores
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a suporem que os tipos considerados diploides seriam na vetdade poliploides, em
vista do numero maximo de cromossomos nucieolares serem dois em espécies diplgi-
des. A constatagdo tambem de tipos cromossomicos repetitivos dentro do comple-
mento confirmou essa suposigao, tendo os autores entdo postulado, a partir das
observagoes, que 0s atuais tipos de mandioca cultivada seriam na verdade alopoli
ploides, devido a regularidade e o comportamento diploide da meiose. Concluiram
ainda que seria um alopoliploide de segmento devido 3 semelhanga morfoldgica en-
tre os cromossomos, embora ja diferenciados geneticamente., Portanto, as formas
parentais seriam diploides com x = 9, com dois cromossomos nucleolares cada uma.

A observagao de apenas tres cromossomos nucleolares ao inves de quatro seria atri

buida a supressdc do organizador nucleolar desse quarto cromossomo, que foi apon
tado pelos autores como sendo provavelmente o cromossomo XII pela semelhanca mor

foldgica com 0s outros trés observados.

KAMALA (1976) verificou que, embora nao houvesse correspondencia
entre o numero de nucléolos e ploidia e nem entre nimero de nucldolos e Cromosso
mos nucleolares em quatro espacies do género Baseica, havia entretanto uma cor-
respondéncia nitida entre o nimero de cromossomos nucleolares e nivel de ploidia.
0 conhecimento detalhado da morfologia em paquiteno dos cromossomos nucleolares
dessas especies, aliado & constatacdo de tal correspondéncia, permitiu o esclare
cimento de certas relagOeés filogenéticas entre essas quatro espécies, da nature-
za alopoliplgide de duas delas e o modo de origem de alguns cromossomos nucleola

res por meio de translocagdes recTprocas.

WU (1978) identificou todos os cromossomos de Sorghum nitidum na
fase de paquiteno, incluindo um cromossomo acessdrio constituinte do complemento
dessa espécie. Baseado na similaridade morfoldgica entre esse cromossome e o cro
mossomo nucleolar, e de posse de algumas informacGes sobre Cromossomos acessd-
rios, o autor conseguiu sugerir um provavel meio de origem desse cromossomo aces

rorio.

PARIS et alzi (1980) e PARIS (1981), comparando a morfologia dos

cromossomos em paquiteno de dez racas de Ricinus comunis (2n = 20), género mono-
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especifico, verificaram que dentre os dez bivalentes, apenas dois cromossomos
responsaveis pela organizacao do nucléolo, os cromossomos II e VII do comple
mento, exibiam variagoes estruturais na heterocromatina do brago menor e na po-
sigao da constrigao nucleolar de um desses cromossomos entre as varias racas.
Foi constatado entretanto, que tais variagoes nao eram indicativas das afinida-

des taxonomicas a esse nivel.

Frente a similaridade dos cromossomos somaticos das varias espe-
cies do genero Coffea bem como o pequeno tamanho desses cromossomos, como foi ve
rificado por BOUHARMONT (1959, 1963) e MENDES (1938b), torna-se quase certo gue
a identificagao desses cromossomos, através da fase paquiteno e ou utilizando
técnicas de bandamento no seu reconhecimento, traria, a exemplo dos fatos an-
teriormente citados, alguns conhecimentos novos sobre a citogenética das espe-

cies de Coffea.

2.3. Nucléolos e cromossomos nucleolares

2.3.1. Nucleolos, ploidia e filogenia

As pesquisas realizadas e os dados atualmente disponiveis que ver
sam sobre a organizacao estrutural, funcional e bioguimica do nucleolo e das re-
lagoes desta organela com os cromossomos nucleolares sdo extremamente extensos.
Consequentemente sera citado aqui apenas alguns aspectos do assunto que de cer=

to modo estariam mais relacionados com o trabalho desenvolvido.

As relagoes entre cromossomos nucleolares e nucléolos, em termos
gerais funcionais, baseiam-se no fato de que estes cromossomos sdoparticulares,
dentro de um determinado complemento, por possuirem reg%ﬁes'especi’ﬁcas, geral-
mente coincidentes com as constrigoes secundarias desses cromossomos, onde ocor

rem alem da formagac do nucléolo, a localizacdo dos genes que codificam o Acido
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ribonucleico ribossomico (rRNA) o qual, por sua vez, tem importante papel na sin’

tese de proteinas (BUSH & SMETANA, 1970; SYBENGA, 1972; JORDAN & LUCK, 1976).

As primeiras observacoes sobre o nuclgolo datam de 19781, porém o
fato do nucledlo estar relacionado a determinados cromossomos. do complemento )
comegou a ser conscientizado apos 1912, quando Navashin observou, pela primeira
vez, em Galtonia, 0s denominados satélites cromossomicos associados ao nucléolo
(GATES, 1942). O primeiro pesquisador no entanto, a observar mais concretamente
a relagao entre nucléolos e cromossomos foi Latter, em 1926, em c@€lulas mie de

Lathyrus (GATES, 1937).

HEITZ (1931), observando a fase de telofase em plantas de diver-
s0s generos, verificou que o nucléolo era formado nessa fase de mitose, em cro-
mossomos portadores de satelite e ainda, na regiao do filamento dos satelites ou
constrigoes secundarias, consideradas pelo autor como sinonimos funcionais, Este
autor considerou que o numero de nucleolos formados no nucleo em telofase depen-

dia do numero de cromossomos portadores de satélites presentes no complemento.

McCLINTOCK (1934), atraves de experimento envolvendo o cromossomo
nucleolar de Zea mays, demonstrou tambem a existéncia dessa relagao entre nucléo
los e cromossomo nucleolar, alem de confirmar a formacao do nucleolo na fase de
telofase a partir de um corpo heterocromatico localizado proximo @  constrigao
secundaria e nao na propria constrigao como afirmou HEITZ (1931). A autora veri
ficou, entre outras observacoes, que cada complemento monopldide possuia pelome=

nos um cromossomo particular responsavel pela formagao do nucleolo,

A maioria das espécies, segundo SYBENGA (1972), apresentam um ni-
cléolo ou cromossomo nucleolar por genoma havendo, no entanto, algumas delas que
mostram mais de um complemento considerado monoploide como, por exemplo, Planta-

go (HYDE, 1953), Rioinus (PARIS et alii, 1978) e Sorghum (GARBER, 1947) entre ou-

tros generos.
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GATES (1942), atraves de um trabalho de revisdo, tentou demons-
trar que o nTvel de ploidia das espécies e mesmo alguns aspectos sobre relacoes
filogeneticas, poderiam ser esclarecidos em diversos géneros, através de estu-
dos comparativos envolvendo somente o nimero de nucl@olos presentes nos comple-
mentos. Através dessa revisdo o autor defendeu a hipOtese de que cada especie
possuiria um numero determinado de nucléolos e que, em géneros poliploides, as
espécies mostrariam um aumento no niimero deles ou de regides organizadoras que
corresponderia ao aumento do numero de complementos cromossomicos monoploides

presentes.

Varios autores tem verificado que tal hipotese nem sempre & ver-
dadeira, como DE WET (1953) que, analisando tal relacdo em espécies poliploides
de Danthonia, verificou que o numero de nucl€olos nao correspondia ao grau de po
liploidia. 0 autor observou nao mais que quatro nucleolos mesmo em espécies 8-
-ploides e 12-ploides e atribuiu tal falta de correspondéncia auma tendéncia de

poliploides retornarem ao estado diploide.

CROSBY (1957), atraves da analise de micronucleos em meiose, ve-
rificou que dos 21 cromossomos do complemento de Triticum hexapldoide havia ape-
nas quatro cromossomos do complemento com fungao organizadora do nucieolo e que,

em células a nivel hexaploide, nem todos eram aptos a essa fungao.

Desde entao, atraves de varios outros trabalhos, tem sido consta
tado que o nimero de nucleéolos por si sG nem sempre & um indicativo sequro do
nivel de ploidia. Também, segundo BUSH & SMETANA (1970) e SYBENGA (1972) o nu-
mero de nucléolos isoladamente nd3o deveria ser considerado como dado especifico,
haja visto as variagoes observadas intra e interespecificamente em plantas eani
mais de um modo geral. Segundo esses autores o numero de nucleolos poder ser
alterado quando ocorrem modificagoes no loous responsadvel por sua organizagao,
0 que pode levar a formagao de nucleolos supranumerarios espalhados por diver-

sos loci e em varios cromossomos do complemento.
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McCLINTOCK {1934) observou a multiplicidade das regides organiza
doras do nucleolo em condigoes especiais, como na auséncia de cromossomo nucleo
lar em graos de pblen de milho, onde, entdo, eram formados varios nucl@olos pe-

quenos espalhados junto aos varios cromossomos.

JAIN (1957) induziu, através de tratamento com altas temperatu-
ras em plantas de Loliwm, irregularidades na condensagao de cromossomos meioti-
cos relacionadas com a formagdo de nucléolos supranuméricos. Foram ohservados
varios nucléolos ligados a um $0 cromossomo e vice-versa, e ainda cutros total-
mente isolados. Tal anormalidade foi atribuida @ inativagao do locus do organi

zador nucleolar, devido a altas temperaturas.

MARKS (1957) constatou que em Oxalis dispar (2n = 12), espécie
com grande numero de cromossomos telocentricos, devido a selecao e a alta taxa
de quebras cromossomicas, 0 numero maximo de nucléolos era igual a dez e quando
em menor numero esses apresentavam-se em tamanhos variados. Segundo o autor,
0S cromossomos nessa especie nao apresentavam organizadores nucleolares especi-

ficos.

MISRA & SHASTRY (1967) atribuiram a presenca de nucleéolos supra-
numerarios, observados apenas em espeécies mais evoluidas de Oryza, ao alto grau
de mudangas estruturais cromossomicas a que, presumivelmente, foram submetidas

essas espécies.

MORGAN (1971), utilizando o nucleolo como marcador citologico pa
ra a regiao organizadora do nucleolo do cromossomo VI de Zea, verificou aexis
téncia de uma diferenga na localizagao dos cromossomos homologos em células pré-
~-meioticas e c@lulas pre-mitdticas. A observacdo de dois nucléolos na maioria
das celulas em interfase somatica foi atribuida a uma distancia maior dos orga-
nizadores nucleolares e nao a falta da fusiao nucleolar; a observagao de um Uni-

co nucleolo em todas as células preé-meidticas confirmou a proximidade desses or-
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ganizadores devido a uma convergéncia dos homdlogos na pré-meiose e talvez a

ocorrencia de fusao devido também 3 proximidade desses organizadores.

JOTTERAND & FISCHBERG (1974) constataram que, emXenopus borealis
(sapo), a ocorréncia de uma translocacao reciproca acarretou a presenca de umor

ganizador nucleolar e respectivo nucléolo adicionais ao nlmero normal.

LEVIN (1973) constatou, em hibridos interpopulacionais no género
Phlox, uma relagao entre o nivel de hibridac@o nessas populagoes e o nimero e
incidencia de nucl@olos supranuméricos. Segundo o autor, tais nucléolos seriam
a manifestagao da multiplicidade dos organizadores nucleolares, os quais fica-
riam normalmente latentes, porem ativados em condicGes perturbatdrias, como por
exemplo, uma taxa elevada de hibridagao. Segundo ele, isto nao seria um resul-
tado direto da hibridacao, mas a atuagao da mesma na fragmentacdo e dispersao

a longo prazo, de uma determinada regiao organizadora.

VERMA & RAINA (1981) atribuiram a presenca de nucléolos supranuy-
merarios ou acessorios em Crotolaria agatiflova, entre outros fatos, ao resulta
do da alta taxa de cruzamento entre cinco subespecies desse geénero. Segundo tais
autores, uma mudanca no sistema regulatorio da c8lula, causado pela hibridacao,
1mpficaria na ativagao de organizadores nucleolares latentes. No entanto, nio
consideraram que a presencga desses multiplos organizadores fosse devida a hibri-

dagao.

A ocorrencia de supressdo da fungado organizadora do nucléolo,ob-
servada pela primeira vez por NAVASHIN (1933) em hibridos interespecificos do
genero Crepis, também pode ter como conseqliéncia, erros na interpretagdo do nu-
mero de nucléclos ou de cromossomos nucleolares. A ocorréncia de supressao tem
sido observada em especies portadoras de genomas hibridos e geralmente implica
em relagoes de dominancia, bem como no desaparecimento de loei organizadores de
um dos genomas e, conseqlientemente, a nao formacio de nucléolos, como foi obser

vado em hibridos de Drosophila (BICUDO, 1982), Hordeum (KASHA & SADASIVAIAH,
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1971), Phaseolus (KRISHNAN & DE, 1968), Ribes (KEEP, 1962, 1971), Saliw (WILKIN
SON, 1944), Solamum (YEH & PELOQUIN, 1965a), Triticum x Aegilops ( FLAVELL &
0'DELL, 1979) e Xenopus (HONJO & REEDER, 1973).

2.3.2. Cromossomos nucleolares

0 numero de nucl@clos e o nimero de cromossomos associados ao nuy-
cléolo usados isoladamente n3o tém sido considerados dados valiosos em estudos
comparativos, visando a avaliagio de relagdes filogenéticas eﬂtre certos taxons,
Entretanto, sendo os cromossomos nucleolares bastante conspicuos dentro de uma
celula por terem como referéncia o propric nucléolo ou por geralmente possuirem
satelites, eles tém sido insistentemente utilizados como par@metros na avaliacao
de variagoes e diferenciagbes cariotipicas entre linhagens, variedades, espécies
Ou grupos taxonomicos maiores e tém sido Gteis principalmente como marcadores ¢i

tologicos.

MISRA & SHASTRY (1967), em um estudo cariomorfologico em diferen
tes variedades de Oryaa sativa, constataram grande variagao na morfologia dos
cromossomos nucleolares e na capacidade dos mesmos em organizar o nucleole. Em
variedades bem proximas, os cromossomos nucleolares ocupavam diferentes posi-

goes nos ideogramas, alguns sem satélite ou com estes diferindo em tamanho.

Segundo BOUGOURD & PARKER (1976), em varias espécies e populagoes
naturais de AZliwm, tem sido observadas variacbes no nimero de cromossomos nu-

cleclares e certo polimorfismo das regioes organizadoras do nucléalo,

SATO et alii (1980), através da técnica de bandamento-C em cro-

mosSomos somaticos de Nothoscordunm fragrans (2n = 18 + 1), verificaram a presen

¢a de seis cromossomos acrocentricos, com regices organizadoras do nucleolo em

seus bragos curtos, sendo que tais regites tamb&m possuiam morfologia distinta.
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KOUL & WAFAL (1980) registraram a ocorréncia de polimorfismo cro
mossomico a nivel interespecifico, varietal e mesmo clonal em duas espécies de
genero Fritillaria, polimorfismo esse restrito principalmente 3 posicao do cen-
tromero e ao tamanho e niimerc das regides organizadoras do nucléolo. 0 niimero
de regides organizadoras do nucl®olo nessas especies correspondia diretamente ao
numero de nuclolos os quais, por sua vez, variavam em tamanho em virios ni-
cleos. Os autores consideraram a variabilidade destes cromossomos como a fonte

principal de evolugao desse género.

Embora em muitos trabalhos as diferencas morfologicas do cromos-
somo nucleolar tenham sido apenas constatacoes, em outros trabalhos de carater

comparativo, essas diferengas tem se mostrado de grande utilidade na distingdo

de especies.

Segundo HO & KASHA (1972), a Unica diferenca visTvel entre os ca~
riotipos de Medicago sativa e M. faleata, espcies semelhantes morfologicamen~
te e que apresentam complementos homedlogos devido ac pareamento observado:u)hi
brido entre elas, foi observada no cromossomo nucleolar; M. sativa possui cro-
mossomos nucleclares com satélites e M. faleatua, assim como o hibrido entreelas,

apresentam esses cromossomos sem esse apendice.

WAINES & KIMBER (1973) utilizaram-se da anadlise e posterior com-
paragao do numero e do tamanho dos satélites dos cromossomos nucleolares, emal-
gumas especies dos generos Triticum e Aegilops, com ¢ objetivo de avaliar aocor
réncia de variagbes cariotipicas intra e interespecificamente. Através dessa
analise os autores consideraram questionaveis alguns esquemas filogenBticos e

evolucionarios estabelecidos para esses dois géneros.

ARORA (1978), tambem num estudo cariomorfoligico de carater com-

parativo envolvendo varias especies do genero Verbena, verificou que os carioti
pos se diferenciavam mais marcadamente pelo nimero de cromossomos com organiza-

dores nucleolares e pelas posicoes dos centromeros, sende que essa diferencia-
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gao citologica correlacionava-se também com a diferenciacdo morfoldgica das espé
cies. A presenca de seis cromossomos nucleolares no complemento de uma espécie
poliploide com dois tipos de satélites (um localizado em braco curto e outro ti-
po em brago longo)}, forneceu indicagoes sobre a origem dessa espécie a partir de

duas especies distintas.

BOUHARMONT (1959) dedicou, em seu trabalho sobre a morfologia dos
cromossomos de algumas especies do genero Coffea, um Ttem aos cromossmos nucleo
lares por ele denominados de cromossomos sateliferos, 0 autor ja havia observa-
do nessa data a existencia de diferengas interespecificas marcantes na morfolo-
gia desses cromossomos nas especies por ele estudadas. Tais diferencas foramob-
servadas em cromossomos somaticos, em metafase, e relacionavam-se tanto a presen
¢a € a forma dos satelites, quanto ao comprimento da constricao secundaria, e até
mesmo ao tamanho dos cromossomos portando satélites. Quanto a relacao numero de
cromossomos nucleolares e ploidia, BOUHARMONT (1959) verificou a presenca de um
ou dois desses cromossomas em especies diploides nao especificadas, e um maximo

de quatro na espécie tetraploide, (. arabica.

Enquanto MEDINA (1950) observou na microsporogenese de . arabica
dois a tres bivalentes nucleolares, MENDES (1950)(1) verificou de umaquatro; em

ambos os casos havia a presenca de um unico nucléolo,

Para as espéecies dipldides outros autores, além de BOUHARMONT
(1959), observaram também certa variagao. Assim na microsporogenese de C. cane-
phora, MENDES (1950)(2) constatou a presenga de um bivalente nucleolar ligado a
um nucléolo. Da mesma maneira MEDINA (1952) confirmou esses resultados para C.

dewevret.

(1) MENDES, A.J.T.
(2) MENDES, C.H.T.
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MEDINA & RIJO (1969) observaram uma variagao de um a quatro biva
lentes nucleoﬁares para (. stenophylla e (. salvatriz, entretanto na primeira
especie predominaramcelulas comapenas um desses bivalentes e na segunda dois.
Nessas duas especies foram vistos ainda diversos nucl@olos, estando cada um

deles associado a um ou mais bivalentes,

Na microsporogenese de C. eugenioides € (. racemosa, MEDINA et
alii {1977) notaram o predominio de celulas com dois bivalentes Tigados a um nu

cleolo e em C. kapakata apenas um desses Cromossomos.

Como deve ser notado, a diversidade de informacdes que puderam
ser obtidas atraves de analises citogenéticas envolvendo as regioes organizado-
ras de nucléolo e os proprios cromossomos responsaveis pela formagao desta orga
nela justifica, em parte, um estudo sobre a morfologia em paquiteno dos cromos-

somos nucleolares do genero Coffea.

.24,



3. MATERIAL

Botoes florais foram coletados de dez espécies pertencentes ao ge-
nero Coffea L. e que compoem parte da colegao de plantas de café introduzidas na
Secao de Gentica no Centro Experimental do Instituto Agronomico, Campinas. Des
sas dez especies utilizadas nove sdo diploides com 2n = 22, e uma tetraploide,

€. arabica L. com 2n = 44, que representa a Unica espécie polipldide do género.

As espécies analisadas neste trabalho, de acordo com a classifi-
cagao de CHEVALIER (1947), pertencem as quatro subsegoes da segao Fucoffea como

segue:

1. subsegao Erythrocoffea: C. congensis Froehner, C. Canephora

Pierre ex Froehner, e C. arabica L.;

2. subsegdo Pachycoffea: C. liberica Hiern e C. dewevret De Wild

et Dur.;

3. subsegao Mozambicoffea: C. racemosa Lour., C. salvatriz Swynn

et Phil;

4. subsegdo Melanocoffea: C. stenophylla G. Don, C. eugenioides

Moore.

A classificagao especifica aqui adotada também seque esta classi-
ficagao, porém com algumas modificacoes propostas por CARVALHO & MONACO (1967)
para as especies C. eugenioides e C. kapakata. Segundo CHEVALIER (1947), a
especie C. eugenioides pertence 3 subsegao Mozambicoffea ea especie (. kapaka-
ta, ao genero Peilanthopeis género monoespecifico contendo essa Unica espécie,
porém de acordo com CARVALHO & MONACO (1967) a primeira espécie pertenceria a

subsegao Erythrocoffea ea sequnda a subsegao Mozambicoffea de Coffeq.

A procedencia do material estudado & diversa no sentido de algu-

mas especies ndo terem vindo diretamente do local de origem para o Centro Expe-
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rimental do IAC. Algumas sdo provenientes de outras colegoes como & do Horto
Florestal de Rio Claro - SP, formada por EDMUNDO NAVARRO DE ANDRADE, e outras
procederam de colegOes de outros paTses ou ainda, de paTses onde foi realizado

o periodo de quarentena.

Assim, as plantas estudadas de C. congensis (nQ de introdugdo des
conhecido), C. canephora(nQ 801) e C. dewevrei (nQ 63) sio provenientes da cole-
¢do do Horto Florestal de Rio Claro - SP, sendo originarias de Java. A introdu
¢ao de C. eugenioides (n9 1098-7) foi feita atraves de algumas mudas vindas
dos EE.UU. da América do Norte, sendo originarias da Africa, porem de local des

conhecido. As plantas de C. arabica (s/ numero) pertencem a cultivar Arabica

(ex-Nacional) que corresponde a variedade arabica a primeira a ser introduzida
no Brasil, sabendo-se apenas que as plantas existentes descendem de plantas da
antiga colegao de cafe do IAC. A planta de C. Liberica (RP 254) & proveniente de
Cravinhos - SP. A planta da espécie de C. stenophylia (n9 1070-13) foi trazida
para o IAC sob a forma de sementes pelo Dr. W. Cowgill, da Guatemala, A repre-
sentante da espécie C. racemosa (n9 1193-3-2) & proveniente de sementes envia-
das de Mogambique pelo Dr. Anibal Jardim Bittencourt. A espécie (. salvatriz
(n® 1288) foi introduzida sob a forma de sementes, procedentes do Centro Nacio-
nal de Investigagoes de Café em Chinchina, Caldas, Colombia; e a planta da espé

cie C. kapakata (nQ 1102) & procedente de Iangambi, Stanleyville, Congo.

0 material testemunha referente a essas especies foi herborizado
e introduzido nos herbarios do Departamento de Morfologiae Sistematica Vegetais
da Universidade Estadual de Campinas (UEC), e no herbirio da Secao de Botanica
do Instituto Agronomico, Campinas, (IAC), sob a forma de ramos, com botoes, flo-

res e frutos, sendo que cada exsicata contém ainda uma amostra de sementes.,

A relagao das espécies estudadas, bem como a classificacao  das
mesmas, numero de cromossomos, numero da planta de acordo com o codigo usado na
Secao de Genetica, procedencia dessas plantas e numero de introducao nos herbi-

rios da UEC e do IAC, estao resumidos na Tabela 1.
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0 mapa indicando a distribuicdo geografica das especies estuda-
das (Figura 1), baseado numa publicacao de CARVALHO & MONACO (1967), foi refei-
to e atualizado. Segundo seus autores originais, esse mapa teria side baseado
nos trabalhos de LEBRUN (1941) e CHEVALIER (1947), constando ainda que, os Ti

mites de distribuigao nele assinalados sao apenas aproximados.
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FIGURA 1. Distribuicao geografica de dez espécies do género Coffea L., Segdo
Eucoffea.
(Baseado em CARVALHO & MONACD, 1967).
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4. METODOS

4.1. Escolha de material

0s botoes florais foram coletados, para cada especie, sempre de

uma Unica planta, a qual, representava a primeira introdugao da especie no Ins-

tituto Agronomico de Campinas.

A adogao de tal procedimento deve-se a trés pontos principais:

1)

A continuidade de todo o processo meidtico e consequentemen-

te da fase de paquiteno, implica em variacao na morfologia
dos cromossomos no que diz respeito, principalmente, ao nume-
ro de cromomeros e cromprimento cromossomico. Como um dos
objetivos do trabalho foi tambem testar o carater morfologia
em paquiteno como parametro taxonomico em Coffea (sa0 escas-
sos 0s registros na bibliografia para esse carater "morfolo-
gia em paquiteno" em taxonomia a nivel de especie), a varia-
¢ao desse carater entre as espécies seria desejavel para a
propria caracterizacado especifica. Iniciaimente, a constan-
cia desse dado nas varias celulas analisadas feve que  ser
avaliada a partir de uma planta apenas por espécie tentando

reduzir ao maximo o numero de variaveis;

0 ideal para cada especie seria analisar separadamente uma
amostra de individuos da especie, de mesma ou diferentes in-
trodugoes e diferentes variedades, para concluir sobre amor-
fologia em paquiteno para a especie considerada. Infelizmen
te, mais uma vez a restrigao a uma unica planta se fez por-
que a fase de paguiteno em Coffea € muito dificil de ser ob-
tida nas coletas e observada em laminas. Como por exemplo

pode ser citado o caso da planta de C. salvatriz onde foram
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elaboradas cerca de 50 laminas por dia, durante cerca de seis
meses. Durante esse tempo de andlises somente foi consegui-
do o numero de cromossomos que consta na Tabela 2. Assim a
analise de varias plantas para cada uma das espécies seria
quase impossivel frente ao tempo determinade para a elabora-

cao de uma tese;

3) Finalmente, o fato da maioria das espécies serem autoimcompa
tiveis, leva a consideracdo de que a progenie dessas plantas,
que foram inicialmente introduzidas, poderia ser provavelmen
te hibridos entre variedades ou talvez subespécies. Com is-
so nao & possivel avaliar com certeza, até que ponto essas
possiveis hibridagoes também poderiam alterar a morfologia

desses Cromossomos.

4.2. Coleta e fixacao do material

0 processo de coleta consistiu em manter ramos, contendo botoes
em fase pre-meidtica, em uma camara Umida até o momento apropriado para a fixa-
¢ao. Para isso uma amostra de estames de poucos botoes eram submetidos a uma
rapida fixagdo prévia, em laminas contende carmim aceético, afim de se efetuar
exames periodicos das c@lulas mies de pdlen ao microscipio para garantir a cole
ta de botOes na fase meidtica desejada, a fase de paquiteno médio. Esses exa-
mes periddicos foram realizados a intervalos de tempo varidveis de acordo com o
estadio do bot3o. Houve certa dificuldade em coletar ¢ material no estadio
ideal de paquiteno, ou seja, nao muito inicial, pois no material com pouco tem-
po de fixacao, os cromossomos ficam menos evidentes. Alem disso, sendo a fase
de paquiteno uma fase relativamente rapida, nao & possivel uma fixagdo previa
demorada, o que facilitaria a caracterizacio da fase com mals precisao. Obtida

a fase desejada os botoes de aspecto semelhante em tamanho e cor ao analisado e
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de mesma inflorescéncia eram fixados em Carnoy apos ter sido retirado dos mes-
mos o perianto. Esse fixador era trocado cérca de trés vezes em 48 horas, sen-

do em sequida o material resfriado até cerca de -209C para ser armazenado.

4.3. Preparacac das laminas

A técnica de preparagdo das laminas para a anilise cromossomica
foi a de esmagamento de anteras em solugao de carmim propionico (SWAMINATHAN, MA
GOON & MEHRA, 1954), com ligeiras modificacdes de acordo com as necessidades exi
gidas pelas plantas de cafe. Os botoes a -200C podem permanecer estocados no
Carnoy por alguns anos. Vinte e quatro horas antes da preparacao das laminas
os botoes eram transferidos para outro fixador resfriado 3 mesma temperatura e
constituindo de alcool etilico absoluto e acido propionico na proporcdo  3:1
respectivamente, saturado com acetato ferrico. A estocagem ndo foi feita neste
fixador porque o mesmo promove indistintamente a oxidacao do material causando
escurecimento do citoplasma das celulas maes de polen e, portanto, dificultando
a visualizagao dos cromossomos. Apds os botOes terem permanecido por 24 horas
neste novo fixador, as laminas eram preparadas. Para isso eram esmagadas duas
ou tres anteras sobre uma lamina contendo poucas gotas de carmim propionico, ope
ragao essa executada com o auxilio de um bastao de vidro para evitar a oxidagao
do material. 0 excesso de material, celulas de tecidos diferentes das c&lulas
mdes de polen era retirado da lamina para garantir um melhor achatamento da cé-
lula e bom espalhamento dos cromossomos. A segufruma3am{nu1aeracolocada 50~
bre o material, entao era aquecida a preparagao levemente para depois serempres
sionadas Tamina e laminula fortemente enquanto quentes, afim de acentuar o espa
Thamento das ceélulas. Dependendo do estado do material coletado os cromossomos
nao se espalhavam bem, formando entao uma massa picnotica de cromatina ao lado
do nucléolo. Poucas laminas foram preparadas de cada vez, pois, sendo de dura-

gao temporaria, mantinham-se em boas condigoes por uma semana aproximadamente,
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A seguir as laminas eram examinadas ao microscopio Sptico comum, em contraste

de fase.

Para cada uma das plantas foram analisadas, em media, cerca de

200 celulas.

4.4, Desenhos e fotografias

Somente os cromossomos nucieolares que apresentaram-se com bom
espalhamento e totalmente isolades tiveram suas posigoes marcadas na lamina, e
posteriormente foram desenhados sendo alguns deles fotografados em fotomicrosco
pic Zeiss com contraste de fase. 0s desenhos de cada bivalente nucleolar na fa-
se de paguiteno foram feitos com auxilio de uma camara clara e em contraste de
fase com as seguintes combinagoes opticas no microscopio: ocular 15x, objetiva
100x, optovar 1,6x, num aumento total de 1.400 vezes. Varios autores aplicaram
diferentes metodos de desenho, de acOrdo com a natureza dos cromossomos paqui;é
nicos com que trabalharam (MAGOON et ali<, 1967). LIMA DE FARIA (1952, 1954)
ilustrou os cromossomos de Agapanthus e centeio com uma série de cromomeros em
fibrilas de diferentes intensidades de coloragao. Esse método foi seguido para
cafe, porém com algumas modificagbes. Neste método, principalmente a imagem do
cromossomo nucleolar & tragado no seu comprimento total, sendo depois acrescen-
tado o padrao cromomerico, estrututura e TocalizacBo do centromero, segmentos he-
terocromaticos e eucromaticos, e a regiao de insergao do nucl@olo, inclusive o

proprio nucléolo.

4.5, gedidas

Quanto as medidas dos cromossomos, as técnicas de esmagamento na

elaboragdo das laminas permite que o cromossomo permaneca quase que totalmente
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num unico plano, tornando o processo de medida razodvel quanto a erros. As me-
didas foram tiradas a partir dos desenhos feitos com camara clara, Primeiramen
te calculou-se a relacao de escala, a sequir os cromossomos foram divididos
em pequeﬁas retas para serem medidas e em seguida adicionadas, obtendo-se assim

o comprimento total dos mesmos.

As medidas de comprimento total, brago maior e menor, foram efe-
tuadas a partir de desenhos de c@lulas em um mesmo estadio de desenvolvimento.
Convem mencionar que para medidas do comprimento total dos cromossomos e do cal
culo da proporgac de bragos foi excluida a medida referente ao segmento do sa-

telite.

Para cada uma das especies ficou deliberado tomar 30 medidas em
media para cada cromossomo nucleolar com as quais seria calculado estatiscamen-
te o intervalo de confianga. Devemos ressaltar que, devido a problemas comaco
Teta de material, nao foi possivel cumprir esse numero total de medidas para to

das as especies, mas somente aqueles numeros que constam na Tabela 2.

Na classificacao dos cromossomos nucieolares, quanto a posicao
do centromero, foi utilizada a nomenclatura de LEVAN et alif (1964). Segundo a
mesma, 0S cromossomos com proporgao de brago (braco longo/braco curto) entre os
valores de 1,0 a 1,7 foram denominados metacentricos (m) de 1,7 a 3,0 de subme-~
tacéntricos (sm) e de 3,0 a 7,0 subtelocentricos (st). Além disso, acombinagao
destes termos foi utilizada quando os cromossomos apresentavam proporgoes de bra

cos com valores intermediarios as categorias acima mencionadas.

4.6. Herborizacadoc e conservacao de sementes

As plantas utilizadas no trabalho foram herborizadas de maneira
usual, procurando-se formar exsicatas as mais completas possiveis, isto &, com

flores, frutos e sementes.
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Quanto & conservagdo de sementes, o processo envolveu a fermenta
¢ao em agua das sementes obtidas de frutos maduros, para que as mesmas ficassem
Tivres da mucilagem do mesocarpo. A seguir, esse material permaneceu na estufa
para desidratacao e em seguida foi acondicionado em envelopes, fazendo parte

das exsicatas introduzidas no herbario.
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5. RESBULTADOS

5.1. Andlise cromossomica

0s cromossomos nucleolares das plantas do genero Coffea analisadas
apresentaram algumas caracteristicas comuns. A primeira delas com relagdo a po-
sicio e constituigdo do centromero. Em todas as espécies analisadas, o centrome
ro apresentou-se com aspecto eucromatico (regiao fracamente colorida) e localiza
do, na maioria delas, numa posicao que divide os bivalentes em dois bragos desi-
guais (regido submetacentrica e subtelocentrica dos cromassomoé). Uma excecao
foi encontrada no cromossomo nucleolar da planta que representa a espécie C. con
gensis, e num dos dois cromossomos nucleolares da espéecie (. racemosa, que apre

sentaram centromero localizado na regiac mediana.

Outros aspectos comuns observados em todas as especies foram a
presenca de duas regioes heterocromaticas (regiao fortemente colorida) que la-
deiam o centromero e que sao constituTdas por cromomeros mais ou menos distintos,
formando o padrao cromomérico dos cromossomos, € a parte terminal desses bivalen
tes que apresentam-se como fios acromaticos sem final distinto, e onde nao foi
constatado quaisquer cromomeros maiores e diferenciais, somente ocorreu uma exce
¢30 a 1550 no cromossomo nucleolar de C. kapakata, que apresentou um "knob" sub

terminal,

Finalmente, também comum € a localizagao da regido de insergao nu
¢leolar no brago menor desses cromossomos, todos eles bastante heterocromaticos,
e que diferem entre si apenas no numero, tamanho e disposigao dessas massas hete

rocromaticas que compoem essa regiao.

Convém ressaltar que foi observado apenas um iUnico nucléolo por
célula ligado a seu respectivo cromossomo nucleolar, tanto nas plantas das espé-

cies diploides como na da especie poliploide, C. arabica.
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Na descrigao a seguir, de cada um dos cromossomos nucleolares, se-
rd ressaltado apenas as caracteristicas especificas a cada um deles, 0s quais pra
ticamente se diferenciam pelo padrao cromomérico, pelo comprimento total do cro-

mossomo e pela relagao de bragos.

$5.1.1. C. liberica Hiern (pags. 46, 51, 53)

0 padrao cronomerico da planta de C. Iiberica caracteriza - se por
duas regioes heterocromaticas (fortemente coloridas) que ladeiam o centromerp e

estao assim constituidas: no brago menor, partindo do centromero em diregdo aonu
cléolo, € observada a primeira regido heterocromitica onde podem ser visualizados
quatro cromomeros maiores. Em continuacio a estes, mais proximo ao nuciéolo, ha
outros cromomeros menores que se evidenciam conforme o grau de contracao do cromos
somo. Em seguida a estes cromomeros localiza-se a regiao organizadora do nuc]ég
1o, constituida por duas massas heterocromﬁticas separadas entre si por uma cons-
trigao secundaria telomérica. Uma dessas massas heterocromaticas, a localizada
mais terminalmente e denominada satélite, assumiu diversos aspectos de acordo com

a posigao que O Cromossomo encontrava-se no momento do esmagamento,

A segunda regiao heterocromitica localiza-se no brago mais Tlongo
do cromossomo. Partindo-se da regiao proximal em direcao a terminal notan-se qua
tro cromomeros distintos, dois mais proximos entre si que separam-se dos outros
dois, também proximos, por um pequeno segmento eucromatica. Segue-se aestes cro
momeros a parte terminal do cromossomo (Figura 2, desenhos A, B e C; Figura 7, fo

tomicrografia 1 e interpretagao 1A; Figura 9, esquema A).
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5.1.2. €. kapakata Hirsh. (pégs.u6, 61, 53)

0 cromossomo nucleolar dessa planta apresenta padric cromomérico
que pode ser assim definido: no brago menor, entre o centrdmerc e a regiao de in-
sergao nucleolar, ocorre a primeira regido heterocromatica, que possui seis cro-
momeros ao todo, tres maiores e trés menores, separados por um pequens segmento
eucromatico. Em seguida, evidencia-se a regido de insergdo nucleolar como uma
massa heterocromatica grande (satélite) em relacao aos cromomeros constituintes
do cromossomo. Esse sat@lite apresenta-se com aspecto similar nas diversas célﬁ

las analisadas e constantemente pareado.

No brace maior estd a segunda regide heterocromdtica que apresen-
ta a partir do centromero, oito cromomeros, cinco deles médios e trés outros me-
nores, sendo os dois grupos separados por um segmento eucromatico. Localizado pro
ximo & regido terminal e completamente isclado, hd um cromomero grande e bastan-
te caracteristico que identifica prontamente o bivalente nucleolar de . kapaka-
ta; seguindo-se a este cromomero ha a parte final eucromatica 60 cromossomo (Fi-
gura 2, desenhos D, £. F e G; Figura 7, fotomicrografia 2 e interpretacao 2A; Fi

gura 9, esquema B).

5.1.3. €. eugenioides Moore (pags. 46, 53)

De uma maneira geral o cromossomo nucleolar da planta da especie
C. eugenioides mostrou o mesmo aspecto basico encontrado nas especies anteriores;
ha duas regioes nas proximidades do centromero constituidas da seguinte maneira:
no brago menor contam-se& cerca de seis cromomeros, trés maiores e tres menores,
formando dois grupos separados por pequeno segmento eucromatico. A regido nucleo
lar localizada neste braco, terminalmente, mostra-se também heterocromatica e

constituida de um sat€lite que apresentou-se nao pareado em algumas células.
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No braco maior, a partir do centromero em direcﬁo a parte termi-
nal, notam-se ao todo cerca de cinco cromomeros, dois bastante proximos entresi,
um mais afastado, seguide por outros dois menores e por uma série de cromomeros
quase imperceptiveis tanto pelo tamanho como pela sus fraca coloragao (Figura 2,

desenhos H, I e J; Figura 9, esquema E).

5.1.4%. C. dewevrei De Wild. et Dur. (pags. 47, 53)

0 padrao cromomerico do cromossomo nucleolar ~dessa planta esta
constituTdo por cromomeros razoavelmente distintos, dispostos particularmente nes
te cromossomo de maneira gradual, ou seja, os maiores cromdmeros situam-se proxi
mos ao centromero, tornando-se cada vez menores em direcdo & parte terminal no

braco maior e em direcdo a zona do satelite do brago menor.

Neste padrao de disposicao existe uma regido de transigao, princi
palmente no brago maior, entre a regido heterocromatica proxima ao centromero e
a regido eucromatica terminal, onde se torna dificil tanto a visualizagao como a

contagem dos cromomercs nela presentes.

0 brago menor apresenta-se mais heterocromdtico que nas demais es
pecies. A partir do centromero foi observado que a distribuicao da heterocroma-
tina inicia-se por um cromomerc de tamanho medio seguido por cerca de cinco cro-
momeros de tamanhos progressivamente menores, sendo os mais proximes ao centrome-
ro densamente coloridos e constantemente visiveis, enquanto os outros mais dis-
tais, proximos a regido nucleolar, sao menores e quase indistintos. Ainda neste
brago localiza~se a regilo organizadora do nucléolo seguida do satélite que, em
¢. dewevrei, ndo se mostrou pareado em algumas das ceélulas analisadas, como pode

ser visto nos desenhos A, B e C da Figura 3; e esquema F da Figura 9.

0 braco maior apresenta cromomercs com segliencia de tamanho pro-

gressivamente menor em direcdc a parte terminal, a qual & bem mais acentuada que
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no brago menor. Partindo do centromero nota-se um cromomero razoavelmente desta
cado dos demais que o seguem e que se apresentam de aspecto irregular e de colo-

ragao menos intensa (Figura 3, desenho A, B e C; Figura 9, esquema F).

5.1.5. C. congensis Froehner (pags. 47, 53)

0 bivalente nucleolar de C. congensis apresenta em um dos bragos
um numero maior de cromomeros que no outro, e que estao dispostos de maneira gra

dual a partir do centromero em diregao a zona satelite.

A regiao organizadora do nucleolo mostra duas massas heterocroma-
ticas, pouco maiores que os cromomeros constituintes do cromossomo, intercaladas

pela constricao secundaria.

No outro hrago hd um pequeno nimero de cromomeros, dois de tama-
nhos semelhantes proximos entre si e situados junto ao centromero delimitando-o,
sendo seguidos por outros dois, quase imperceptiveis. Neste mesmo brago & ob-
servado ainda, ja na parte terminal acromatica, um pequeno cromomerc isolado,
mas bem evidente (Figura 3, desenhos D, E e F; Figura 9, esquema D). Devemos res
saltar que tanto o padrao cromomeérico como as medidas do cromossomo nucleolar
desta espécie foram efetuados em poucas células pelo fato do Unico exemplar exis

tente na colegao ter sido eliminado.

5.1.6. C. canephora Pierre ex Froehner (pags. 47, 53)

No brago menor do cromossomo de C. canephora, a regiao heterocro-
matica & composta de uma série de cromomeros, sendo que trés maiores localizam-se
imediatamente umapos o cutro, bem proximo ao centromero. Seguindo em diregao a re-

gido organizadora do nucléolo temos uma pequena regiao eucromatica seguida de
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mais quatro cromomeros, menores que os anteriores, separados entre si por peque~
nos segmentos eucromaticos. Finalmente temos a zona satélite que nesta especie
aparece com satélite 3s vezes pareado outras nao (Figura 3, desenhos G, H, leJ;

Figura 9, esquema C).

No braco maior, limitado ao centromero, hi dois cromomeros de tama
nhos similares proximos entre si, seguidos por sua vez por dois cromdmeros menc=
res. Na parte terminal, eucromatica, evidencia-se um pequeno cromomero bem indi

vidualizado (Figura 3, desenhos G, H, I e J; Figura 9, esquema C).

5.1.7. C. salvatriz Swynn et Phil. (pdgs. 48, 52, 53)

A planta da espécie C. salvatrixz apresentou dois cromossomos liga
dos a um Unico nucléolo. Apesar do nimerc de cromossomos 1igados ao nucléolo di
ferir das outras espécie; anteriormente descritas, o aspecto basico dos cromosso
mos & semelhante, ou seja, também as regibes heterocromiticas estao localizadas
proximo ao centromero e as regioes eucromdticas ocorrem nas partes terminais do

Cromossomo.

Os dois cromossomos nucleolares de C. salvatriz foram'denominados
I e Il e apresentam-se da seqguinte maneira; o cromossomo I apresenta as constan-
tes regioes heterocromaticas que no brago maior constitui-se de cinco Cromomeros,
dois medios e trés menores. Apds estes cromomeros segue a regiao terminal acro-
matica. No brago menor, a partir do centrdmero, hi inicialmente dois cromomeros
médios separados por segmento eucromitico, seguido por um pequenc cromomero e a
regiao de insercdo nucleolar, que se apresenta terminal e que se evidencia por
uma massa heterocromatica Unica (Figura 4, desenhos A-I, B-1 e C-I; Figura 8, fo

tomicrografia 3 e interpretagao 3A; Figura 9, esquema G-1}.

0 cromossomo nucleolar I1 de C. salpatriz mostrou o padrao cromo=

merico mais simples dentre todos os bivalentes nucleolares identificados, 0 pa-
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drao cromomérico desse cromossomo 1imita-se a dois pequenos segmentos heterocro-
maticos dispostos um de cada lado do centromero, sendo que o restante de ambos
0s bracos do cromossomo & totalmente eucromitico. O centrémero de aparencia eu-

cromatica, localiza-se na regido submetacéntrica.

A regiac do organizador nucleclar, em posigdo terminal, evidencia~
~Seé por uma pequena massa heterocromatica (Figura 4, desenhos A-11, B-II, C-II;

Figura 8, fotomicrografia 3 e interpretacao 3A; Figura 9, esquema, H-11).

5.1.8. (. racemosa Lour. (pags, 48, 53)

K semelhanga de ¢. salvatriz, a planta da especie C. racemosa apre-
sentou tambem dois cromossomos nucleolares Tigados a um nucléolo somente. Esses
cromossomos foram igualmente denominados I e II. 0 cromossomo I, medindo 38,09
micrometros, o mais tongo dos dois cromossomos e também de todos os outros cro-
mossomos analisados, possui centromero em posicao metacentrica que o divide em
dois bragos aproximadamente iguais (Figura 4, D-1, E~I, F-I; Tabela 2; Figura 9,

esquema I-1).

Os cromomeros que formam as regides heterocromiticas estio assim
seqllenciados: a partir do centromero em direcdo 3 parte terminal temos apenas
tres cromomeros medios separados entre si por pequenos segmentos eucrométicos,sg
guindo-se a parte terminal acromitica; no outro brago, a partir do centromero em
diregao a regiao organizadora do nucleéolo, existem quatro cromdmeros mais ou me-
nos proximos sequidos por tres menores, sendo estes dois grupos de cromomeros se
parados por pequena regido eucromatica. Em seguida, ainda podemos constatar dois
outros cromomeros bem proximos 3 regiao nucleolar, que se apresentam como duas
massas heterocromaticas distintas intercaladas pela constrigao secundaria que nes

te caso & bem reduzida.

0 cromossomo II de C. racemosa (Figura 4, D-11, E-11, F-11; Figu-

ra 9, esquema J-I1I), & menor que o cromossomo I e também o menor de todos os bi-
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valentes analisados, medindo 21,78 micrometros (Tabela 2). Esse cromossomo & bem
simples quanto ao nimero de cromomeros que fazem parte das regides heterocromati

cas do cromossomo.

0 centromero de aspecto eucromatico separa as duas regioes hetero
cromaticas, que estdo assim formadas; no brago maior ha junto ao centrﬁmerc.dois
cromomeros bem evidentes e dispostos bem proximos um do outro, a seguir temos um
segmento eucromatico e mais trés cromomeros menores localizados quase na parte
terminal acromatica. No outro brago acham-se apenas cérca de dois cromomeros pré
ximos ao centromero, seguindo-se uma regido eucromatica que precede a regiao de

insergao nucleolar formada por um satelite relativamente pequeno que em algumas

células nao se apresentou pareado.

5.1.9. C. stenophylla G. Don (pag. u49)

Para a planta da especie (. stenophylla foi necessario oexame de
um numero extra de celulas maes de polen e de cuja espécie foi realizado ummaior
numero de coletas. Foi verificado que nesta planta ocorre certa variagao tanto
no nimero de bivalentes nucleolares como no padrac cromomérico dos mesmos  como
pode ser observado nos desenhos A, B, C da Figura 5. Entretanto, em um nlmero
pouco maior de celulas analisadas ocorreua presenca de um cromossomo apenas 11ga-

do ao nucleolo, cujo aspecto pode ser observado nos desenhos D, E, F, da Figuras,

Devido a falta de constancia no padride cromomérico e na morfolo-
gia geral desses cromossomos, para essa especie nao foi feitc o esquema, que no
caso representaria a forma definitiva, assim como também nao foram tiradas as me-

didas dos mesmos.
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5.1.10. ¢. arabiea L. (phgs. 50, %2, 53)

Para a planta da espécie tetraploide foi constatada apresenca cons
tante de dois cromossomos nucleolares ligados a um Unico nucl€olo, cujo aspec-
to basico assemelha-se aos cromossomos nucleolares das demais especies do géne-

ro, anteriormente descritos.

0 bivalente nucleclar I apresenta centromero de aspecto eucromati
co e localizado numa posicao submetacentrica. No brago menor desse cromossomo, a
partir do centromero, hi cerca de trés cromomeros maiores seguidos da regido de
Insercao do nucleolo onde nota-se uma pequena regido heterocromitica, 0 brago
maior desse cromossomo apresenta junto ao centromero, trés cromomeros maiores, e
na parte terminal acromatica outros trés menores (Figura 6, desenhos de AaF; Fi

gura 8, fotomicrografia 4 e interpretacao 4A; Figura 9, esquema L-1).

A presenca de um maior nimero de cromossomos no complemento de C.
arabica dificultou a obtengdo de um niimerc suficiente de cromossomos nucleolares
totalmente isolados. Em decorréncia disso a localizagio do centromero do biva-
Tente nucleolar II ndo pode ser deyvidamente confirmada, No seu comprimento to-
tal este bivalente possui cerca de seis cromdmeros mais distintos euma regido de
insercao do nucleolo, também como uma pequena regiﬁo‘heterocremética, gue se as-
semelha a um cromomero terminal (Figura 6, desenhos de A a F; Figura 8 fotomicro

grafia 4 e interpretacao 4A; Figura 9, esquema M-11).

H.2. Medidas

As medidas do comprimento total obtidas para as espécies em estu-

.do, com excegao dos bivalentes nucleolares da espécie C. stencphylla devido as

grandes variagoes de morfologia cromossdmica observadas, encontram-se na Tabela 2
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0 calculo da proporgao de bracos ndo foi efetuado somente para o Cromossomo nu-

cleolar II de ¢. arabica, pela dificuldade na localizagao do centromero desse

Cromossomo.,
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FIGURA 2. Cromossomos nucleolares: desenhos A, B, C, dos bivalentes de
€. liberica com aspectos diferentes do macrosatelite; desenhos D, £, F, G,
de C. kapakata, com evidente cromomero diferencial na parte terminal dobra-
¢o maior; desenhos H, I, J, de C. eugenioides, onde deve ser notada a dife-
renca da regiao de insercao nucleolar em relagao a das especies anteriores.

.46,
LUINICAMP

W W WM T T e ot RO g a B L - 3



98]
<y

0 {Cum
}

CENTROMERO
NUCLEOLO

15

¢

ny

FIGURA 3. Cromossomos nucleolares: desenhos A, B, C, mostrando adisposicao de
cromomeros em gradiente de tamanho em (. dewevrei; desenhos D, E, F, os bi-
valentes nucleolares de . congensis e desenhos G, H, I, J, mostrando sate-
lites pareados e nao pareados de C. canephora. |
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FIGURA 4. Cromossomos nucleolares: desenhos A, B, C, correspondendo aos biva-
lentes I e II da especie diploide C. salvatriz; desenhos D, E, F, 0s biva-
lentes I e 11 de C. racemosa, especie tambem diplicide.
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FIGURA 5. Cromossomos nucleolares: desenhes A, B, C, evidenciam a variagao no
numero e no aspecto dos bivalentes de C. stenophylla. Desenhos D, E, F, nu-
mero e morfologia mais comuns observados para os cromossomos nucleolares de
C. stenophylla.
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FIGURA 6.

Desenhos de A a F, cromossomos nucleolares da especie tetraploide
C. arabiea L., mostrando os varios aspectos dos bivalentes I e II.
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Fotomicrografias e interpretacdo do cromossomo nucleolar de duas especies de Coffea L.: 3-3A, (. salvatriz

Swynn et Phil.; (X1840), 4 -4A, C.arabica L. (X1800}, respectivamente.

FIGURA 8.
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6. DISCUSSAO

6.1. Numero de cromossomos nucleolares e nucléolos

A constatagao mais comum em celulas vegetais e mesmo animais, € a
presenca de apenas um cromossomo nucleclar com seu respectivo nucléolo para cada
complemento cromossomico. Entretanto, ocasionalmente, algumas especies conside-
radas diploides apresentam mais de um cromossomo nucleolar para cada complemen-
to monopldide, como & o caso de Ipomoea crassicaulis e I. biloba (KRISHNAN et
alit, 1969; MAGOON et alii, 1972, respectivamente) Oryza sativa (CHU, 1967; MIS-
RA & SHASTRY, 1967), Prunus persica (JELENKOVIC & HARRINGTON, 1972), Rictnus com
munis (PARIS et alii, 1978 e 1980) e Sorghum intrans (GARBER, 1947). Seis dasno
ve plantas, representantes das especies diploides de Coffea aqui analisadas, mos
traram um unico cromossomo nucleolar nos seus complementos, 0 que concorda com o
nivel de ploidia das mesmas. Entretanto duas delas, a planta de (. racemosa e
C. esalvatrix apresentaram, em todas as celulas analisadas, dois desses cromosso-
mos; e uma terceira planta, a de (. stenophylla mostrou um numero variavel de um

a tres desses bivalentes associados ao nucleolo.

No caso de especies diploides a varia¢50 no numero de cromossomos
ligados ao nucleolo em geral, talvez possa ser atribuida tanto a influéncias am-
bientais como geneticas ainda nao determinadas, sendo este um assunto que ha mui
to vem sendo estudado. A inconstancia no numero de cromossomos nucleolares tem
sido atribufda @ perda do locus principal da regiao organizadora do nucleolo. Em
principio, parece que muitos loci em varios cromossomos de um genoma tém a capa
cidade de formar o nucleolo em condigoes especiais. Quando ocorre aperda da prin
cipal regiao organizadora do nucleolo, esses varios loe? se manifestam forman-
do diversos nucléolos pequenos que através de posterior fusao, formam um nucléo-
1o maior ligado a varios cromossomos. Em condigoes normais esse mecanismo & re-

gido por relagoes de dominancia, sendo esses varios loef normalmente suprimidos
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pela principal regiao formadora de nucléolos {McCLINTOCK, 1934; BUSH & SMETANA,
1970; SYBENGA, 1972).

A diversidade no aspecto e a inconstancia dos cromossomos ligados
ao nucléolo na planta de ¢. stenophylla (Figura 5, pdg.49, desenhos A, 8, (),
pode sugerir alguma anormalidade relacionada com ums ou varias regiGes organiza-

doras do nucl@olo, constituintes do complemento dessa planta.

Ja em plantas mutantes de milho, a presenca de varios cromossomos
ligados a um Unico nucl@olo, foi atribuida a fusdo de nucl@olos ou & troca de seg
mentos de cromatina da @rea responsdvel pela formagao nucleolar entre os varios
cromossomos (McCLINTOCK, 1934). Assim, embora as plantas de €. racemosa, -C. eal
vatrix e (. stenophylla mostrem mais de um cromossomo nucleolar, estes mostraram-

~-se sempre ligados a um Unico nucléolo.

A presenga desse unico nucleéolo por sua vez, pode talvez ter sido
devido a fase meiotica em que foram realizadas as anilises. Pois, de um modo ge
ral, parece que em células interfasicas, ou seja, na fase entre o final da teld-
fase (onde se visualizam os nucleolos recem-formados) e o inTcio da profase dadi
visao seguinte, seria possivel observar o numero de nucl@olos correspondentes ao
numero de cromossomos nucleolares ou regides organizadoras do nucléolo. Isto por
que, tem sido observado que, principalmente na interfase de ceélulas vegetais, ani
mais e mesmo humanas, poderia ocorrer a fusdo dos varios nucleolos eventualmente
formados na ceélula, o que ent3o poderia levar a uma interpretacdo duvidosa do nt
mero de nucléolos conforme a fase onde os mesmos fossem estudados (SHARP, 1943;
McCLINTOCK, 1934; GATES, 1937; LONGWELL & SVIHLA, 1960; BUSH & SMETANA, 1970; MOR
GAN, 1971; SYBENGA, 1972; ANASTASSOVA-KRISTEVA, 1977; NICOLOFF et alii, 1977; GA-
NI, 1978; PERKINS et alii, 1980). Embora em Coffea nao tenha sido registrado em
destaque qualquer outro parecer sobre a ocorrencia de fusdo entre nﬁc!@olos, a
presenca nas plantas das especies diploides C. racemosa, (. salvatriz e C. steno
phylla e mesmo na planta da especie poliplide C. arabica de mais de um bivalen-

te associados a um nucléolo somente, parece sugerir que tamb@m nessas plantas de
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Coffea a fusao de nucleolos deva ocorrer como um processc natural.  Entretanto,
tem sido mencionado, principalmente para cromossomos nucleolares acrocéntricoshg_
manos, que a fusao de nucledlos e a persistéencia dos mesmos durante ametdfase im
plrcaria na ocorrencia de alteragoes cromossomicas, como translocagdes e aneuploi

dia {FARAH, 1982).

A sugestao da ocorrencia de fusao nucleolar nessas plantas de ca-
fe, talvez possa ter como apoio observagoes anteriores feitas na microsporogéne-
se de (. stenophylla e C. salvatrixz (MEDINA & RIJO, 1969) onde foram observados
os mesmos numeros de cromossomos nucleolares aqui registrados, porém ligados oca

sionalmente a diversos nucleolos.

Em um estudo sobre a microsporogenese de . arabica, MEDINA  (1950)
relata um detalhe que tambem poderia ser considerado uma prova de fusao denuc1§g
los em café. Nessa espécie a autora observou em micr@sporos recém-formados, ain
da na forma de tétrade, alem da presenca de um nuclécle grande e bem visTvel, um
outro nucleolo menor. Em fase mais adiantada, na qual os micrbsporos ja se en-

*

contravam separadas, a autora verificou a presenca de um grande e unico nucleolo.

A presenca de mais de um bivalente nucleolar em algumas especies
diploides do genero Coffea foi observada por BOUHARMONT (1959}, que ndo as des-
criminou, e por MEDINA et al<i, (1977) em ¢. eugenioides, entretanto nao houve
concordancia de resultados com relagdo as observacoes aqui realizadas nessa mes-

ma especie.

De qualquer maneira, a presenga constante de duas associagoes nu-
cleolares nessas plantas das espécies diploides, C. racemosa e C. salvatriz, &de
interesse a medida que mostra diferengas entre as varias espécies diploides ana-

lisadas e constituiu uma caracteristica adicional a separd-las das demais.

Outro fato com relacao as plantas de . racemosa e C. salvatrix @
que, ambas foram as Unicas que além de apresentarem constincia nesse nlmero de

associagoes nucleolares, possuem o cromossomo nucleolar II com tamanho e simpii-
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cidade de padrac cromomérico muito proximos (Figura 4, pig. 48, desenhos A, B, C,
para C. salvatrix ¢ desenhos D, E, F, para C. racemosa; Figura 9, pag. 53, esque
ma H, J). Embora tais dados tenham sido obtidos para uma planta de cada uma des-
sas especies, estes parecem coincidir de certa forma com a distribuicdo geografi
ca proxima entre as mesmas e isoladas das demais espcies (Figura 1, pdg. 29),
talvez indicando maior proximidade filogenetica entre elas, e que concordacom a
atual classificagao dessas espécies na subsecdo Mosambicoffea. Alem disso, am-
bas tambem tem em comum, maior grau de resisténcia d séca em relagdo 3s demais es

pecies (CHEVALIER, 1947).

Quanto a espécie tetraplOide C. arabica, 0 numero de dois bivalen
tes nucleolares observado, tambem associados a um nucledlo somente, concorda com
o numero de cromossomos nucleolares esperado em um tetraploide sequndo a teoria
de GATES (1942), que no caso seriam dois. Esse numero de associagdes nucleola-
res, constante durante as observagbes, confirma de certa forma a natureza poli-
ploide de C. arabica, embora haja discordancia em relacdc ao nimero de nucléolos
e nivel de ploidia. Isto, em principio, nao constitui empecilho maior na inter-
pretagao de certos aspectos filogengticos, haja visto KAMALA (1976) ter determi-
nado a presenca de diversos genomas em diferentes espécies de Brassica apenas ba-
seando~-se na morfologia e no nimero de cromossomos nucleolares. Embora tenha si-
do verificado a presenca de apenas dois cromossomos nucleclares na planta de c.
arabica analisada, MEDINA (1950) e MENDES (}950)(]) observaram durante a micros
porogenese dessa mesma especie um nimero variavel de um e quatro desses cromosso

mos, tambem associados a um unico nucledlo.

Sabe-se que, em certos casos, o nimerc de cromossomos nucleolares
pode ser realmente o indicativo do nivel de ploidia de um taxon. Entretanto, quan-
do se adota tal pensamento, & necessario conhecer previamente o niumerc deles por
genoma. Entao, se for considerado C. arabica como sendo rea1mente1mlalopoliplﬁi
de, como supuseram CARVALHO (1952), CARVALHO & MONACO, 1967 e GRASSIAS & KAMMA-
CHER (1975) entre outros, os dados obtidos por MEDINA (1950) e MENDES (1950)(1)

(1) MENDES, A.J.T.
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sobre o numerc de associagdes nucleolares nessa espBcie, também devem ser levados
em conta ao se abordar somente o aspecto do nimero de cromossomos nucleolares das
especies que talvez tivessem contribuindo na formacdo de ¢, arabica. Assim sen-
do, esses dados mostrando essas variagoes no nimero de associacGes nucleolares
em C. arabica, nos levam a supor trés tipos de combinagoes entre essas possTveis
espécies genitoras: 1) uniao de duas especies portando um cromossomo  nucleolar
cada uma; 2) duas espécies, tendo uma delas um cromossoma nuclesclar e a outra
dois deles; 3) a uniao de duas espécies com dois desses cromossomos cada uma, A
inconstancia, verificada pelos Gltimos autores, no nimero de associacoes nucleo-
lares em C. arabica e nao registrada durante as nossas @b&erva§5es,&]iadaao fa~-
to de ser esta especie considerada alopoliploide e, portanto, constituTda de ge~
nomas diferentes, impedem que seja totalmente descartada a possibilidade de es-
tar ocorrendo nessa especie a supressao da fungdo organizadora do nucleolo, pro-
blema esse que tem sido constatado em organismos geralmente com genomas hibridos.
Essa supressao de fungdo também pode acarretar alteragtes nas relacbes de domi-
nancia ou de competicao entre as regides organizadoras dos virios cromossomos
nucleolares componentes do nove complemento ou suprimir totalmente a fungﬁo:ﬂaql
gum deles, como foi observado em hibridos vegetais nos géneros Crepis (NAVASHIN,
1933), Hordewn (KASHA & SADASIVAIAH, 1971), Phaseolus (KRISHNAN & DE, 1968), Rri-
bea (KEEP, 1971), Salix (WILKINSON, 1944), Solaman (?EH b PELOQUIN, 1965a), Tri
ticum X Aegilops (FLAVELL & O'DELL, 1979), e em hibridos animais como Drosophila
(BICUDO, 1982) e Xenopus (HONJO & REEDER, 1972). Decorrente disso, onumero real
de cromossomos nucleolares e, consequentemente, ¢ nimero de nucleolos em C. gra-
bica independentemente da fusac nucleclar, poderia estar alterado por tal proces
$0, cujo mecanismo ainda ndo estd totalmente esclarecido. Esses dois pontos 1mpg
dem suposicoes seguras acérca das especies genitoras de ¢. arabica baseadas prin
cipalmente, ou, somente no numero de associagoes nucleslares visiveis e sem o e@

basamento no conhecimento morfoldgico dos possiveis cromossomos nucleolares.
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6.2. Monfologia dos cromossomos nucleolares em paduitenc

A importancia dos estudos citogengticos estd no fato de que os mes-
mos muitas vezes, podem constiuir-se em pre-requisitos basicos e ncessdrios 3s in
vestigagdes geneticas, principalmente, com relacdo a plantas de interesse econd-

mico.

Um dos exemplos deste tipo de estudo & a andlise morfologica dos
cromossomos na fase meiotica de paquiteno onde um nimero razodvel de plantas ja
tiveram seus cromossomos analisados. [ interessante notar de inTcio, que emgru-
pos vegetais a morfologia dos cromossomos em paquiteno pode variar quanto a dis-
tribuigao da heterocromatina ao longo do comprimento cromossomico, A visualizacao
e diferenciagao dos cromomeros dentro das regiGes heterocromiticas, a distincdo
ou nao de cromatides e, finalmente, quanto presenga ou nao de grandes cromomeros
("knobs") diferenciais, terminais ou ndac. Tem sido possivel assim enquadrar, com
algumas restrigoes, os cromossomos paguiténicos em categorias com base, princi-
palmente, em padroes morfologicos gerais formados pelo conjunto das caracteristi

cas acima.

Em um primeiro padrao de morfologia, denominado de pac_iré”o comdis-
tribuigao proximal da heterocromatina (JELENKOVIC & HARRINGTON, 1972), os segmen
tos heterocromaticos concentram-se proximo ao centromerc do cromossomo, sendo as
partes terminais dos bragos quase acromaticas, onde com algumas excecoes (Lyco-
pereicon, Solanum e Pennisetwnm) nao ocorrem cromomeros terminais. Alem disso, as
cromatides, neste padrao, geralmente apresentam-se bem unidas tomando o Cromosso

mo em paquiteno o aspecto de um Unico fio.

0 padrao de distribui¢ao proximal de heterocromatina tem sido ob-
servado em cromossomos de Ipomea (KRISHNAN et aiii, 1969); MAGOON et alii, 1972)
Lycopersicon (BROWN, 1949; BARTON, 1950), Manihot (MAGOON et alii, 1969), Medicg
go (CLEMENT & STANFORD, 1963; BUSS & CLEVELAND, 1968; HO & KASHA, 1972), Pemnise
tum (PANTULU, 1967; VENKASTERWARALU & PANTULY, 1968; LOBANA & GRILL, 1973}, Pha~
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seolus (KRISHNAN & DE, 19653 DE & KRISHNAN, 1966a; DANA, 1966) Physalcs (VENKAS-
TERWARALU & RAO, 1977, 1979 e 1979b), Plantage (HYDE, 1953), Prunus (JELENKOVIC
& HARRINGTON, 1972), Ricinus (JACOB, 1956; JELENKCYIC & HARRINGTON, 1973; PARIS
et alii, 1978}, Rubus (BAMMI, 1965), Solanumy(HAYNES, 1964, YEM & PELOQUIN, 1965b;
LAM & ERICKSON, 1968; MARKS, 1969; VENKASTERWARALU & BRIRAVAMURTY, 1969; BHI-
RAVAMURTY, 1975) e outros generos.

Em contraste a este tipo de padrao ha aquele denominado de padrio
com distribuigcao nao proximal de heterocromatina, no qual os segmentos heterocro
maticos acham-se espalhados ao longo de todo o comprimento cromossomico e mais
freqlientemente apresentam cromomeros diferenciais ao longo do cromossomo ou deli
mitando suas partes terminais. Neste Ultimo padrao as cromdtides sio observadas

de modo distinto.

0 padrao de distribuigdo ndo proximal tem sido observado em géne-
ros como: Cynodon (OURENCHY, 1963; BRILMAN et aliz, 1982); Dichanthium (ROY et
alid, 1965), Mnesithea (ROY & SINGH, 1958), Zea (McCLINTOCK, 1929) e Saintpaulia
(ERLICH, 1958). Adicionalmente a esses dois padroes, considerados extremos, al-
guns generos como Agapanthus (LIMA DE FARIA, 1954), Hordeum (SARVELLA et alit,
1958) e Secale (LIMA DE FARIA, 1952) exibem cromossomos que apresentam um padrao

de distribuigdo de heterocromatina considerado intermedidrio.

Os cromessomos nucleolares das plantas de Coffea analisados, con
tendo uma série de caracteristicas como: as duas cromitides sempre unidas, cons-
tituTndo um fio; cromomeros mais ou menos evidentes e todos geralmente mais pro-
ximos a0 centromero formando nesse local regices heterocromaticas; centromero
conspicuo, destacando-se como uma regido eucromatica; e bragos (com excecao da-
queles portando as regioes nucleolares) com extremidade acromaticas alongadas e
de dificil percepgao, podem ser incorporados na categoria daqueles que apresentam

uma distribuicdo proximal de heterocromatina.
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No geral, também foi constatade que os cromossomos nucleolares,
dessas plantas de Coffea, exibem alguns aspectos em comum, principalmente quan-
to ao padrao de distribuicao da heterocromatina, Tocalizacao da regiac formadora

do nucl@olo no brago menor, e a constituicao e a posigdo do centromera.

Al1ém desses aspectos em comum, algumas plantas de espécies distin
tas morfologicamente mostraram bivalentes nucleolares cujos bragos cromossomicos
exibiam morfologia praticamente idénticas. Um exemplo € o brago maior dos biva-
lentes nucleolares de C. canephora e C. congensis que, embora possuam diferentes
comprimentos, exibem o mesmo nimero e o mesmo padrdo de distribuicdo de cromome-
ros como pode ser verificado na Figura 3, pag. 47, desenhos D, E, F; Figura 9,
pag. b3, esquema D, para C. congensis; na Figura 3, pag. 47, desenhos G, H, I,

J; Figura 9, pag. 53, esquema C, para C. canephora.

De maneira geral as semelhangas entre os cromossomos de especies
de Coffea também foram observadas por outros pesquisadores interessados na filo-
genia do género, como BOUHARMONT (1959) que encontrou alto grau de similaridade
entre os cariotipoes somaticos em varias espécies do genero por ele estudadas. ME
DINA (1972) encontrou, em uma quantidade razodvel de células, formagdo de biva-
lentes tanto em hibridos de especies morfologicamenté mais semelhantes como emhy
bridos de espécies mais distintas. Essa afinidade entre as especies foi observa
da n3o somente através de analises citogeneticas, mas tambem atraves de estudos
filogenéticos baseados na analise bioquimica de flavonOides em frutos de cafe, fei
tos por LONGO (1972). Houve inclusive bastante coincidencia, nesse aspecto, nos
resultados obtidos por essa autora com os resultados deste trabalho com referen-

cia a proximidade entre as espécies (. congensis e (. canephora.

Do mesmo modo as plantas das espeécies C. dewevrei e C. eugenioi-
des, apesar de pertencerem as diferentes subsecoes Pachycoffea e Erythrocoffea
respectivamente, e apresentarem grandes diferengas morfologicas bem como uma dis-
tribuigdo geografica distinta (Figura 1, pag. 29), mostraram grande semelhangana

estrutura do braco menor entre seus bivalentes nucleolares, inclusive na regiao
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de insercao do nucleolo (Figura 2, pag. 46, desenhos H, I, J; Figura 9, pig. 53,
esquema E, para C. eugentoides: Figura 3, pag. 47, desenhos A, B, C; Figura 9,

pag. 53, esquema F, para ¢. dewevret).

Esta semelhanga & interessante, pois, de cruzamentos feitos por
CARVALHO & MONACO (1967) entre diferentes especies dessas duas subsecdes, ohibri
do entre C. eugenioides e (. dewevreifoi um dos que obtiveram maior sucesso. Da
mesma forma REDDY & NARAYAN (1981} verificaram que o comportamento meidtico de
progenies hibridas dessas duas especies revelava alta afinidade cromossomica em-

bora apresentassem baixa fertilidade,

Em contraste a esses casos de semelhanga entre regices de alguns
cromossomos houve também casos de singularidade, onde caracterTsticas marcantes
tornaram alguns cromossomos nucleolares mais destacaveis e permitiram sua pronta
identificagao. Neste aspecto, o cromossomo nucleolar da planta de . kapakata,
por exemplo, embora exibindo aquelas caracteristicas em comum com os das demais
plantas de outras espécies, mostrou um cromomero diferencial na parte terminal
de seu brago maior que o caracteriza (Figura 2, pag. 46, desenhos D, E, F; Figu-
ra 9, pag. 53, esquema B; Figura 7, pag. 51, fotomicrografia 2 e interpretagao
2A). A proposito sabe-se que esta espécie foi primeiramente descrita como Coffea
kapakata Hirsch., subsegao Mozambicoffea, sendo posteriormente transferida por
CHEVALIER (1947) para outro geénero proximo de Coffea, 0 género Fsilanthopsis.
BOUHARMONT (1959) tambem apoiou tal classificacao baseado em suposta observacao
de numero e morfologia cromossomicas diferentes das demais espécies de Coffea
por ele analisadas. Entretanto, estudos posteriores desse® autor  (BOUHARMONT,
1963) revelaram que a especie anteriormente analisada ndo se tratava de C. kapa-
kata, sendo que tal especie realmente possuia o mesmo nimero basico das demais es
pécies de Coffea. Mais tarde CARVALHO & MONACO (1959), baseados principalmente
na observagao de cruzamentos bem sucedidos entre essa espécie e varias outras do
géenero Coffea, inclusive ¢. arabica, propuseram sua reversio definitiva para o

genero Coffea. Deve ser ressa!ta&:quetambémLONGO(?QJE)hattavésdeanélise bio-
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quimica de flavondides, destacou a alta afinidade de c. kapakata 8% demais espe-
cies de Coffea e assim concordou com o fato desta espécie estar bem colocada den

tro do genero Coffea.

Independentemente do que foi analisado anteriormente, os resulta-
dos aqui obtidos quanto a semelhanca da morfologia geral em paquiteno, tanto do
cromossomo nucleolar de (. kapakata bem como dos demais cromossomos integrantes
de seu complemento {dados ainda nao publicados) comparativamente as demais espe-
cies de Coffea, parecem confirmar a proposicac de CARVALHO & MONACO {1959) deang_

te-la no genero Coffea.

Nao sendo também uma excecao quanto ao padrao basico dos Cromosso
mos nucleolares de Coffea, inclusive com seu braco menor semelhante ao do biva-
lente nucleolar da espécie ¢. eugentotdes, © bivalente nucleolar de . dewe-
vrei destacou-se dos demais pela presenca de uma disposicao de cromossomos emgra
diente mais acentuada que nos outros cromossomos analisados. Esta disposicao &
mais facilmente evidenciada no brago maior desse cromossomo, pois no brago menor,
a presenca da regiao organizadora do nucléolo interrompe esse gradiente. No en-
tanto, justamente devido a ocorrencia desse gradiente, a regido de transicio en-
tre as regioes heterocromatica e eucromitica, no caso do braco maior deste cro-
mossomo, torna-se um local de dificil contagem e diferenciacao de pequenos cromﬁ
meros nela existentes (Figura 3, pag. 47, desenhos A, B e C Figura 9, pag. 53,
esquema F). A disposicao de cromomeros em gradiente pode se converter, de certa
forma, numa caracteristica Uti] quando de eventuais determinacoes de inversdes e
translocagoes, as quais seriam facilmente notadas neste tipo de padrao cromoméri
co, quando da comparacgao entre complementos normais e agueles com translocagoes,
como foi ressaltado por LIMA DE FARIA & SARVELLA (1962) em analise de gradiente

em cromossomos de Zea, Solanwm e Salvia.

Ja o cromossomo de . liberica, caracterizou-se por apresentar na
regiao de insercao nucleolar um macrosat@lite em contraste com os microsatélites

dos bivalentes nucleolares de todas as demais espdcies. Ainda, com relagao ao
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local de insercao nucleolar, essa espécie difere das demais, pois, & possivel
supor que tal local aqui seja mais subterminal enquanto que,em todaé as outras se
Ja terminal; isto devido ao aspecto variado que assumiu a massa heterocromatica
terminal, considerada como o macrosatélite nas diversas c&lulas analisadas (Figu
ra 2, pag. 46, desenho A, B e C; Figura 9, pag. 53, esquema A; Figura 7, pag. 51,
fotomicrografia 1e interpretacao 1A). A respeito dos cromossomos nucleolares das
plantas de . dewevrei e C. Liberica, os resultados obtidos de certa forma contes
tam dados anteriores (LEBRUN, 1941; CARVALHO & MONACO, 1967; LONGO, 1972; MEDINA,
1972) que indicaram tais espécies como sendo bastante proximas e -que inclusive
talvez nem representem especies diferentes, mas apenas ecotipos distintos, Isto
porque, embora pertengam amesma subsecao Pachyeoffeq, comparativamente diferem em
seus cromossomos nucleolares quanto a morfologia em paquiteno e comprimento dos
mesmos (Tabela 2, pag. 54). Em estudos mais recentes, envolvendo anilise de DNA
mitocondrial (BERTHOU et alif, 1982)s também foi constatado que sao especies dis-

tintas.

A]ém_desses contrastes verificados no tamanho dos satelites entre
as espécies, alguns cromossomos mostraram outras diferengas nesta regiao pela ma-
neira de como tais satelites mais comumente se apresentaram. Isto porque, em al
gumas especies, 0s dois satélites dos bivalentes apareceram constantemente parea
dos como em (. congensie, C. liberica e (. kapakata, e na maioria delas estes
mostraram-se com pareamento inconstante; ora pareados, ora nao. Essa diversida-
de de aspectos morfologicos observados nos satélites e na regiao organizadora do
nucleolo dos cromossomos nucleolares de Coffea vem confirmar o destaque feito
por BOUHARMONT (1959) sobre as diferencas morfologicas interespecificas nessa re-

giao, nas varias espécies de Coffea por ele analisadas.

E interessante ressaltar que os dados aqui obtidos, quanto as si-

milaridades e singularidades entre os cromossomos nucleolares devem ser encara-
dos como informagoes isoladas para essas plantas analisadas e que as comparacoes

feitas talvez possam ou nao ser conclusivas para as espécies em questio, ficando
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estas dependentes de posteriores estudos complementares. Assim, as relagoes de
afinidade aqui estabelecidas nao devem ser generalizadas para a especie no senti

do mais amplo, mas apenas para as plantas das espécies estudadas.

A principio, parece que tambem a morfologia dos dois bivalentes
da planta, representante da Unica especie do género, C. arabica nio & uma exce-
gao a regra quanto aquela encontrada nos cromossomos nucleolares das demais esp§
cies analisadas. Entretanto, nao € possivel tal afirmacio, principalmente quan-
to ac cromossomo nucleolar denominado II, devido a dificuldade encontrada na loca
lizagao do centromero desse cromossomo. Deve ser ressaltado que a falta de Toca
lizagao do centromero desse bivalente II deveu-se nio sd ao maior numero de cro-
mossomos nas celulas dessa espécie tetraploide que dificultou a obtencao de um
maior numero de cromossomos nucleolares isolados, mas primordialmente ao aspecto
desse cromossomo nas celulas analisadas, desde que nao exibiu segmentos eucroma-
ticos com caracteristicas centroméricas, bem como tamanho e posigao comum & maio
ria dos Cromossomos nuc]e61ares das plantas das outras especies de Coffeq anali-

sadas, inclusive, tambem ao bivalente nucleolar I de C. arabieca.

Assim, a dificuldade na localizacao do centromero desse cromosso-
mo Il permite efetuar duas suposigbes a respeito da morfologia desse cromossomo,

que se excluem.

Supondo primeiramente que, o centromero desse cromossomo nucleo-
lar Il Tocalize-se mais ou menos numa posicao submetacentrica, a mais comum den-
tre os outros cromossomos analisados, entao deve possuir uma extensao menor e um
aspecto diferente daqueles das demais especies. Neste caso, poder-se-ia conside
rar os dois bivalentes nucleolares dessa planta semelhantes entre si, pois, inde
pendente da posicac do centromero desse bivalente II, eles apresentam um numero
quase igual de cromomeros (majores) e um comprimento total bastante proximo (Fi-

gura 9, pag. 53, esquema L, M; Tabela 2, pig. 4.
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Numa segunda suposigao, poderia ser considerado que, se o centr5~
mero desse bivalente 11 possui uma estrutura eucromatica em extensaoc semelhante
a dos demais cromossomos nucleolares analisados, talvez entac o mesmo possa es-
tar localizado numa posicao singular, ou seja, numa posicac terminal junto ao sa
télite, confundindo-se com uma real{ou pretensa)constricao secundaria, Esta se-
gunda ideia baseia-se no fato de que neste cromossomo essa hegiﬁo proxima ao lo-
cal de insercao do nucléolo & um dos poucos locais que apresenta segmentos eucro
maticos mais evidentes e com aspecto mais ou menos semelhante ao dos centromeros.
Portanto, nesta segunda suposicao os dois bivalentes nucleolares da planta C. arg

bica nao poderiam ser considerados semelhantes entre si.

Sabe-se que os cromossomos nucleolares exercem funcoes especificas
dentro de um determinado complemento e que, devido a isto torna-se caracteristi-
cos para cada espécie (por exemplo, em milho o cromossomo que organiza o nucleo-
1o & 0 numero seis e em tomate & o numero dois). Esse aspecto tambem foi confir
mado com relacdao a maioria das plantas de cafe analisadas, haja visto a constan-
cia na morfologia desses cromossomos para cada uma delas, com excecao de ¢, gte-

nophylla.

Na planta de (¢, arabica, presumindo-se que os cromossomos nucleg
lares presentes tambem representem em parte os gendmas que constituem essa plan-
ta tetrapldide, a confirmagao de qualguer uma das suposicoes feitas arespeito da
morfologia em paquiteno do bivalente iI, levaria obviamente a duas consideragoes
tambem diversas a respeito da possivel constituigdo dessa planta alopoliploide.
Caso seja positiva a primeira delas, poderiam ser considerados como provavelmen-
te semelhantes os dois genomas que constituem essa especie, e que confirmaria da-
dos obtidos por outros autores a respeito (KRUG & MENDES, 1940; MENDES & BACCHI,
1940; CHINNAPPA, 1968: GRASSIAS & KAMMACHER, 1975). Tambem a esse respeito,
sequndo CHARRIER (1978), seriam necessdrios para a origem alopoliploide de (. ara
bica: 1) ou dois conjuntos cromossomicos bem mais diferenciados do que os encon-

trados tanto nas espécies da secao Fucoffea como da se¢ao Masecarocoffea,  pois,
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estas espécies mostraram-se mais proximas entre si do que com (. arabica; 2) Ou
a intervencgao de um sistema que favorecesse o comportamento dissomico verifica-
do nessa espécie, no pressuposto de ter interferido no processo, duas especies

de qualguer uma das secoes acima.

Ao estudar o comportamento meiotico de uma planta monossomica de
C. arabica, originada do cruzamento de um cafeeiro angustifolia normal com ou-
tro irradiado, ambos com 2n = 44, MARTINS & CRUZ (1981) verificaram algumas anor
malidades como a formacdo de tetravalentes em paquiteno, diacinese e metafase I,
alem da falta de pareamento em alguns segmentos de bivalentes em paquiteno, Es-
tas observacoes inclusive parecem sugerir que pelo menos na planta analisada a
irradiacao ou teria interferido num suposto sistema genetico que presumivelmente
controle o pareamento, ou entao, que o cromossomo ausente nessa planta monossomi
ca talvez possa ser o portador de um gene ou genes responsaveis pela organizagao
desse sistema que talvez favorega o comportamento dissomico verificado em C. ara

bica.

No caso de uma afirmativa quanto a segunda suposigao acércadanwg
fologia do bivalente nucleolar II da planta de C. arabica ter-se-ia um indicio a
mais sobre a condigao alopoliploide dessa planta e naturalmente a presenca de ge

nomas bem distintos no seu complemento.

Em ambos os casos fica claro que resta verificar ainde a morfolo
gia em paquiteno nao so do cromossomo nucleolar was tambem do complemento inte-
gral de . arabica e outras especies diploides do genero como tambem espécies de
géneros proximos de Coffea com a finalidade de se esclarecer as possiveis espe-

cies parentais de C. arabica.

Nesse sentido, tentando fazer uma comparacao baseada nopadrao cro

momérico dos dois cromossomos nucleolares de C. arubica com os das demais espe-
cies diploides parece claro que o bivalente nucleolar I aproxima-se mais, no as-

pecto geral, aos cromossomos nucleolares de C. copoadodd s e de C. dovevrad (no-
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ta-se que estes Ultimos também tem um brago bastante semelhante) e inclusive aphg

ximam-se no comprimento total (Tabela 2, pag. 54).

0 bivalente nucleolar II da planta C. arabica; embora sem o cen-
tromero determinado, quando comparado com os cromossomos nucleolares das demais
espécies, épresenta apenas uma simplicidade de padrao cromomérico (nao a disposi
¢ao de cromomeros) comparavel somente a simplicidade de padrao dos bivalentes
nucleolares II das plantas de C. salvatriz e C. racemosa. Este fato porsua vez,
mostrou um ponto em comum as plantas que possuem dois cromossomos nucleolares.
Essas tres plantas, ¢. arabica, C. salvatrix € (. racemosa apresentam o segundo
cromossomo nucleolar, no caso denominados II, com padroes cromomericos mais sim-
ples, comparativamente aos padroes dos outros cromossomos nucleolares denomina~
dos I, dessas mesmas plantas e aos padroes dos outros cromossomos  nucleolares
das demais plantas de outras especies (Figura 9, pag. 53, esquemas H, J & M para
os cromossomos nucleolares 11 de C. salvatriz, C. racemosa e C. arabica, respec-

tivamente).

Restritas na sua maioria apenas as especies da seqao Eucoffea, a
maioria das pesquisas efetuadas com o intento de procurar esclarecer alguns as-
pectos das relages filogeneticas no genero (THOMAS, 1944; CRAMER, 1957, Narasinh
raswamy & Vishveswara, 1961 apud CARVALHO & MGNACO,71967 :  CARVALHO & MONACO,
1967; LONGO, 1972; BERTHOU et alii, 1980; HaFLING & OLIVEIRA, 1981), tem sido
unanime em seus resultados a indicar C. eugenioides como uma das especies mais
proximas a C. arabica e um dos mais provaveis ancestrais dessa especie. Ja a in
dicagdo de uma segunda espécie como provavel ancestral tem variado, deacordo com
o tipo de pesquisa que tem sido utilizada, entre (. cuncpiwra, . liberica e (.
congenatia, nao existindo assim um consense comparavel aquele para C. ecugenioi~

des e C. arabica.

Embora as informagoes aqui obtidas possam ser consideradas insufi

cientes, haja visto terem sido obtidas a partir de uma unica planta, este fato
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tem interesse, pois, em relagao ao trabalho aqui desenvolvido houve coincidencia
de resultados, também quanto a uma maior afinidade entre (. eugenioidese(C. ara

bica.

0s dados aqui obtidos podem nao ser considerados, tao importantes
a ponto de solucionar a questao da especiagao do género Coffea € & origem C. ara
bica, pois,de certa forma consistiu até certo ponto em uma pesquisa metodologica,
mas constituem-se num esclarecimento adicional aos demais existentes e talvez sir

va como estimulo para que outras pesquisas sejam feitas em paquiteno no genero.
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7. RESUMO E CONCLUSDES

Atraves da an3alise morfologica dos cromossomos nucleolares na fa-
se meibtica de paquiteno, em dez espécies do genero Coffea L, introduzidas noBra
sil, tentou-se inicialmente: 1) verificar se a morfologia destes cromossomos di
feriam entre as espécies e se eram constantes nas diversas células analisadas;
2) obter algumas informagoes que subsidiassem esclarecimentos acerca da especia-
¢io nesse genero, com énfase na origem da Unica especie tetraploide, (. arabi-

ol .

Dos resultados obtidos da analise do numero de nucleolos, do nume
vo de cromossomos obtidos da analise do padrao cromomerico, da medida do compri-
mento -total e da proporgao de bragos desses Cromossomos nucleolares, foi possivel

concluir o seguinte:

7.1. 0 numero de dois cromossomos nucleclares observados para o
complemento das plantas €. racemosa € C. salvairiz nao corresponde a condigao di

ploide das mesmas.

7.7. 0 numero de dois cromossomos nucleolares observados para o
complemento da planta representante da especie tetraploide ¢, ar.li.a correspon-

de de certa forma a sua condigao poliploide,

7.3. A falta de correspendencia entre o nlmero de Cromossomos nu
cleolares e o numero de nucléolos nas plantas das especies (. e/, O salva
triz, C. racemosa e C. stenophylla sugere a ocorréncia de fusao entre nucleolos,

provavelmente numa fase anterior a fase de paquiteno.

7.4. 0 nUmero constante de dois cromossomos nucleolares COMUNS as
plantas de C. racemosa e C. salvatrixz, aliado a distribuicao geografica e algu-

mas outras caracteristicas comuns entre essas duas especies, talvez possa indi-
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car maior proximidade filogenetica entre elas, o que concorda comaclassificagao

atual de ambas na subsegao Mozambicoffea.

7.5. A grande variagao no humero e na morfologia dos cromossomos
ligados a0 nucl@olo na planta de C. stenophylla sugere a ocorrencia de alguma
anormalidade relacionada com a regiado organizadora do nucleolo no(s) cromossomo

(s) nucleolar(es) dessa planta.

7.6. A ausencia de concordancia entre resultados anteriores e os
aqui obtidos quanto ao numero de cromossomos nucleolares em C. arabica, aliado
ao fato de ser esta especie considerada um alopoliploide, induziu ao questiona-
mento sobre a possibilidade de estar ou nao ocorrendo a supressao da regiao orga

nizadora de algum cromossomo nucleolar adicional, além dos dois observados.

7.7. 0s resultados obtidos quanto ao padrao cromomerico e/ou da
distribuicao da heterocromatina dos cromossomos nucleolares dessas plantas do ge
nero Coffea L. permite incorpora-los na categoria daqueles que apresentam um pa-

drao de distribuigao proximal de heterocromatina.

7.4. Baseados na morfologia dos cromossomos nucleolares, as maio
res afinidades foram registradas entre as plantas de: 1) €. canphorae C. congen
a8, que apresentam o bragoe maior de seus cromossomos nucleolares com uma morfo-
logia comum; b) C. eugenioides e C. dewevrei, que apresentam o braco curto de

seus cromossomos nucleolares com alto grau de semelhanca,
7.9. A proxinidade morfologica do cromossomo nucleolar da planta

de C. kapakata com os das demais plantas das outras espécies desse género, refor

¢a a proposta de considera-la como pertencente ao genero Coffea.
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7.10. A falta da localizacao do centromero de um dos dois bivalen:
tes nucleolares da planta de C. arabica, 0 bivalente II, permite apenas duas su-
posicoes a respeito da morfologia desse cromossomo, cuja confirmagﬁo implica em
duas consideragoes a respeito dos genomas que constituem essa especie, ou seja,

a possibilidade de uma maior ou menor semelhanca entre esses genomas.

7.11. Comparando o padrao cromomerico dos dois cromossomos nucleo
lares de C. arabica com os das especies diploides analisadas, o bivalente nucleg
lar I mostrou-se proximo, no aspecto geral, a0s Cromossomos nuc]eo1are§ da plan-
ta de C. eugenioides e C. dewevrei; 0 que com relagac a C. eugenioides, concorda
com uma unanimidade de estudos fi]oggnéticos, quanto a uma maior afinidade entre

C. arabica e essa especie em detrimento @ outras especies diploides.
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8. SUMMARY AND CONCLUSIONS

An attempt has been made to shed some light on the problems of
speciation in the genus C(offea, with particular emphasis on the only tetraploid
species C. arabica, by means of compative morphological analyses of the nucleolar
chromosomes at pachytene stage of meiosis in 10 species of the genus introduced

in Brazil.

From analyses of the number of nucleoli, number of nucleolar
chromosomes, chromomeric patterns, and total lenght and arm ratios of these

nucleolar chromosomes, it was possible to make the following conclusions:

8.1. The number of nucleolar chromosomes observed for C, racemo-
sa and . salvatrixz, does not correlate with the dipleid condition of these

species.

8§.2. The number of nucleolar chromosomes observed in the

tetraploid species, C. arabica does correspond to its polyploid condition,

8.3. The lack of correspondence between the number of nucleolar
chromosomes and the number of nucleoli in the species C. racemosa, C. salvatriz,
C. arabica and C. stenophylla may be due to fusion between nucleoli, probably

in some phase before pachytene stage.

8.4. The presence of the same number of nucleolar chromosomes in
C. racemosa and C. salvatrixz correlates with existing data on showed morphological
characters and with isolated geographical distribution, and supports the

separation of these two species in subsection Mozambicoffea.
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8.5. The great variation in the number and form of the chromosomes
attached to the nucleoli in C. stenophylla suggests the ocurrence of some
abnormality related to the nucleolar-organizing region(s) of the nucleolar

chromosome(s) of this species.

8.6. The absence of an agreement between earlier results and the
results in the present study concerning the chromosomes in C. arabica, together
with the fact that (. arabica is considered to be an allopolyploid, taken raises
the possibility that supression of a nucleolar-organizing region additional to

the two observed may occur in this species.

8.7. The analysis of chromomeric pattern and/or heterochromatic
distribution in the nucleolar chromosomes of these ten species of the Coffea L.,
indicates that they are all of the type with a proximal distribution pattern of

the heterochromatin.

8.8. Based on nucleolar chromosomes morphology, the greatest
affinities were verified between: a) (. canephora and C. congensicwhich present
the long arm of their nucleolar chromosomes with a common morphology; b) . eu-
genioides and C, dewevréﬁ which present the short arm of their nucleolar chromosomes

with high degree of resemblance.

8.9. The morphological similarity between the nucleclar chromosome
of the species £. kapakata with those of other species of this genus reinforces
the suggéstion by recent authors that it should be neared as a member of the

genus Coffea rather than the genus Psilanthopsia.

8.10. The absence of a centromere Tocalization of one of the two
nucleolar bivalents of C. avabica, the bivalent II, makes possible only two

suppositions about the morphology of this chromosome, and the confirmation of
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which implies two considerations about the genomes that composes this species,

what is, the possibility of a major or a minor similarity between these genomes,

8.11. Comparing the chromomeric pattern of the two nucleolar
chromosomes of C. arabica with that of the other diploid species analised, the
nucieolar bivalent I shows some proximity, in general morphology, to the nucleolar
chromosomes of the (. eugenioides and C. dewevrei, thus, in respect to C. eugeniot
des, this agrees with other phylogenetic studies, in regard to a major affinity

between C. arabica and this species in detriment to the other diploid species.
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