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COMPARATIVE ANALYSIS OF MITOTIC CHROMOSOMES IN Coffea dewevred De

Wild. et Th. Dur. AND C. racemosa Lour. USING BANDING TECHNIQUES

ABSTRACT

Two diploid (2n=22 chromosomes), self-incompatible cof
fee species, Coffea dewevredl De Wild. et Th. Dur. and C. racemosa
Lour., were subjected to C-, G- and NOR banding techniques with
the aim of verifying the utility of these banding techniques for
longitudinal differentiation of mitotic chromosomes of these two
species and in construction of individual karyotypes for inves-

tigations of probable phylogenetic relationships.

The endosperm (triploid tissue, 3n=33 chromosomes) of
young and immature fruits was the tissue employed for analysis
because it is soft, squashes easily, requires no pretreatments

and gives good cytological preparations.

An analysis of the effects of endosperm size and tem-
perature at which the material was collected, revealed that: {(a)
there were no significant differences between different tempera-
tures; (b) mitotic activity was most intense in the smaller

(1-4mm) endosperms and that the peripheral layers were more ac-

tive at all sizes,

The results obtained with the use of different C-, G~,
or NOR banding modifications revealed that the endosperma chro-~
mosomes do show banding, in spite of their small size, although

some variation in patterns occurs. Treatment with diluted tryp-
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sin, with adjusted concentrations, also produced banding while

urea aid not.

A comparative analysis of patterns of C-~bands, trypsin
bands and those obtained with silver impregnation showed there
was similarity between some sets of homcoclogous chromosomes in
both C. dewevaed and €. hracemosa, Similarities were alsoc ob-
served between some homologous sets when the ideograms of C.
dewevred and C. racemos a were compared with the same banding
techniques. Such similarities were more accentuated with G- band-

ing followed by C- banding and silver impregnation.

Lateral asymmetry in chromosome bands was encountered
with the NOR technique modifications and was attributed to differ

ent causes.

Results obtained with Giemsa alone, suggest that dif-
ferentiation of chromosomes bands can be produced without pre-

treatment.

New tests of the chloridric hydrolisis and Feulgen

reaction are necessary to obtain a satisfactory coloration.
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ANALISE COMPARATIVA DOS CROMOSSOMOS MITOTICOS DE Coffea deweuvred
De wild. et. Th. Dur. E C. nacemosa Lour. ATRAVES DE TECNICAS

DE BANDAMENTO

RESUMO

Duas espécies dipléides (2n=22 cromossomos) e autoin-
compativeis de café, Coffea dewevrei De Wild. et Th. Dur. e C.
hacemosa Lour., foram submetidas as técnicas de bandamento cro-
mossomico C, G e NOR. A finalidade foi verificar a adequacgao de
tais técnicas na diferenciagdo longitudinal dos cromossomos mi-
tdticos dessas duas esp@cies e com a elaboragdo posterior de unm
caridtipo individual que por comparacao permitisse estabelecer

provaveis relagdes filogenéticas.

O tecido empregado para esta analise foi o endosperma
de frutos jovens e imaturos gue, além de ser um tecido triploide
(3n=33), €& mole, cedendo facilmente ao esmagamento, dispensando

pré-tratamentos e oferecendo boas preparagoes citolbégicas.

A andlise estatistica, realizada para se garantir co-
leta de endospermas com maior atividade mitética, revelou (a) nio
haver diferencgas significativas entre diferentes temperaturas de
coleta; (b) que a maior atividade mitdtica dos endospermas era
mais acentuada naqueles endospermas pequenos { 1 a 4 mm} e nas cama-

das perifericas deste tecido, independente do tamanho.

Os resultados obtidos pelo emprego das diferentes mo-

dificagoes das técnicas de bandamento C, G e NOR, revelaram que
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as mesmas sdo suficientemente sensiveis na promocdo de diferen-
ciagoes ao longo dos cromossomos das duas espécies de café estu-
dadas. O emprego de solugao de tripsina diluida produziu bandas
nos cromossomos, acertada a concentragao, ¢ mesmo nao  ocorreu

com a ureia.

Uma analise comparativa dos esquemas de bandas-C, de
bandas reveladas pelo uso de tripsina e bandas obtidas com a im-
pregnagac pela prata, mostrou haver coincidé@ncia entre alguns
conjuntos de cromossomos homdlogos bandados, tanto para C.
dewevhed como para C. nacemosa. Algumas similaridades também fo-
ram cobservadas entre alguns conjuntos de homdélogos quando se com
parou os esquemas de ideogramas das espécies (. dewevied e C.
nacemosa pela mesma técnica de bandamento. Tais similaridades fo
ram mais acentuadas através do bandamento G, seguido pelo banda-

mento C e terminado com a impregnagao pela prata.

Verificou~se também uma assimetria lateral nos cromos-—
somos bandados por modificagdo da técnica NOR, a que foi atri-

buida a diferentes causas.

Os resultados sugerem que a solugac de Giemsa apenas  pa-
rece ser suficiente como corante para evidenciar a diferenciacao

nos cremossoOmos.

H& necessidade de se efetuar novos testes para o tempo
de hidrdlise cloridrica, da reacao de Feulgen, para se obter uma

coloracgao satisfatoria.



I. INTRODUCAO

As espécies que comp&em o género Coffea L. foram estu—
dadas principalmente, do ponto de vista da morfologia dos ca-
racteres externos associados & distribuicdo geografica e 3 pecu-

liaridade do habito.

Embora a taxonomia do gé@nero necessite de uma revisio
atualizada, estudos concernentes a tais espécies ou a populacdes
das mesmas no local de origem sdo dificeis, pois o perfil da ve-
getacdo atual estd alterado ndo correspondendo mais ao local de

ocorréncia de algumas espécies descritas.

Apesar disso, pesguisas vém sendo feitas cujos resul-
tados visam um reagrupamento melhor e mais natural entre as esg-

pécies de café,

Os dados obtidos a partir dos cruzamentos interespeci-
ficos, da bioguimica (flavondides, iscenzimas e outros compostos
organicos)}, da palinologia, da anatomia, da citologia molecular
(DNA de cloroplastos e de mitocdndria), da andlise de cromosso-—
mos mitGticos e meidticos nas espécies e nos hibridos interespe-
cificos, estdo at® o momento restritos a espécies mais relacio-
nadas a (. atabica ou pertencentes & mesma secio (Eucoffea) e,
menos intensamente aos cafeeiros sem cafeina da secio  Mascaro—

cojhea.

Dentre as quase 80 espécies descritas, algumas tém re-
cebido maior atencao por parte dos pesquisadores. Muita é&nfase
se tem dado aos estudos de afinidades entre as espécies C. cane-

phora, €. dewevied, C. eugenioides e C., Liberica com a espécie
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C. arabica, de grande interesse comercial, e portanto, alvo dos

programas de melhoramento genético e de estudos de filogenia.

A citologia nas espécies do género, a despeito das con
tribuigoes que vem recebendo desde o inicio do s@culo vinte, se

detém no problema da identificagéo e reconhecimento dos cromos-

SOMOs.

O emprego de técnicas usuais de coloragao de cromosso-
mos mitdticos metafdsicos n3o & suficientemente esclarecedor a
ponto de fornecer dados para a caracterizagao individual dos Ccro
mossomos dentro do genoma de uma espécie ou entre genomas do gé-
nero. Nao ha, até a presente data, um caridtipo elaborado para

as espécies de café, a despeito dos esforgos nas pesquisas cito-

logicas.

As técnicas de bandamento cromossomico, inicialmente
desenvolvidas em animais e 33 muito empregadas em monocotiledd-
neas e em algumas poucas dicotoleddneas, tém se revelado eficien
tes em muitos casos na identificacio, caracterizagao e elaboracio

de cariotipos que levam inclusive ao reconhecimento de relagdes

de afinidades interespecificas.

Desta forma, neste trabalho, algumas técnicas de banda
mento cromossdmico foram empregadas em C. dewevred raca excefsa
e C. racemosa objetivando: 1) saber se essas técnicas sio sufici
entemente sensiveis a ponto de promoverem diferenciagao ao longo
de cromossomos pequenos como os das espdcies de café; 2) a veri-
ficagao de sua validade e possibilidade na identificagao dos cro
mossomos destas duas espécies; 3) o estabelecimento de um caric-
tipo, se possivel, para cada espécie; 4) verificagao da existén-

cia de provaveis relagoes de afinidades entre estas duas espé-
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cies para, mais tarde, estender 3s demais espécies do género.

A escolha das espécies de (. dewevredl e C. racemosa
foi baseada principalmente, na morfologia externa bastante dife-
renciada das mesmas e no habito e distribuicido geografica distin
tos para cada uma delas. Espera-se, portanto, com mais chance,
encontrar diferengas nao sd a nivel de comprimento cromossdmico

como também em niimero e posigao das bandas.

Em trabalhos de bandamento de cromossomos de vegetais,
normalmente sao utilizadas as pontas das ralzes que sio mitotica

mente ativas, necessitando entretanto, de pré-tratamentos.

Neste trabalho porém, o tecido escolhido foi o endos-
perma jovem que & tripléide (3n=33). Como ji demonstrado por ME-
DINA (1964 e 1965), este tecido nido necessita de pré-tratamentos
especiais para a decomposigao da parede celular. Conforme o es-
tagio do desenvolvimento, o endosperma & extremamente mole, de
facil separagéo celular, muito ativo mitoticamente, sendo que,
mesmo na metdfase, os cromossomos se apresentam separados uns dos

outros, © que facilita a sua contagem,
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TAXONOMIA DE Coffea L.

A distribuigao das gquase 80 espécies de Coffea (Rubia-
ceaejconsideradas como validas, de acordo com dados compilados de
CHEVALTER (1947), LEROY (1961; 1962a; 1962b; 1962c¢; 1967a e 1972)
e PORTERES (1962}, estd restrita ao continente africano, ilhas
de Madagascar e Mascarenhas, sul e sudoeste tropical da Asia
(SYBENGA, 1960; WELLMAN, 1961; CARVALHO, et af., 1969; CHINNAPPA,

1981).

Os trabalhos taxon®micos e os primeiros estudos sobre
o café datam do século XVI, com Rauwolf, e vém prosseguindo até
0 presente. Durante este periodo, o café ja foi comparado a um
Eucnymus por Alpinus, também classificado como Zanthoxylum bu~
drunga por Clusius e como Jasminum arabicum, por Jussieu { LIN~

NAEUs, 1762; CHEVALIER, 1929; TAUNAY, 1939; CARVALHO, 1946).

Coube, no entanto, a LINNAEUS (1762) a descricac do gée
nero Co44ea, sendo que a primeira espdcie descrita foi Cofhea
akabica, na sua obra "Species Plantarum". Apds esta publicacgao,
diversas outras se seguiram. A segunda espécie a ser descrita
foi C. mauritiana, por Lamarck, em 1783 (apud CARVALHO, 1946). O
nimero de espécies descritas ou citadas passou a ser muito varia
vel. Loureiro (1790, apud CHEVALIER, 1929) descreveu as espécies
C. zanguebandie e C. racemosa. DE CANDOLLE (1830) citou 35 espé-
cies para o género, BENTHAM & HOOKER (1873) diminuiram este nime
ro para 20 espécies, LECOMTE (1899) considerou cerca de 28 espe-

cies e, até o inicio do século vinte, segundo CHINNAPPA (1981),



05

aproximadamente 190 espécies de café haviam sido descritas. HOUK
(1939), compilando dados publicados no Index Kewensis até 1930

anotou como validas 120 espécies.

A classificacgao taxonémica.bésica, ora vigente, se de-
ve a CHEVALIER (1947), que efetuou uma revisaoc no género, tendo
estudado as espécies no proéprio local de origem. Posteriormente,
KRUG & CARVALHO (1951) em uma revisdo sobre a genética e o melho
ramento de (Coffea, chamaram a atengéo para o fato de nao existir
tanto na América, Australia e nem tampouco na Polinésia represen
tantes do género (offea ou dos géneros proximos, Psilanthus e

Pailanthopsis.

Algumas modificagdes, no entanto, ja foram propostas

tanto a nivel de espécies gquanto de género.

CARVALHO & MONACO (1959) retornaram a espécie Psilan-
thopsis kapakata (Hirsch) Chev. para Coffea kapakata Hirsch., com
base em dados de cruzamentos daquela planta com algumas espécies

de cafe.

LEROY (1967a e 1967b) elevou as espécies do género
Coffea, segao Paracoffea Mig., para o género Paraccdfea (Miq.)
Leroy, mudando o conceito do género. Para LEROY (1967c), as dife-
rengas basicas entre os gé&neros Coffea e Paracoffea estariam no
tipo de meristema, de inflorescéncia, na condicdo do epicialice e
das folhas. Esta proposigao de um novo "status" para a secao
Paracof fea ainda & controvertida e assunto de muitas pesguisas

palinologicas e guimiotaxondmicas, ndoc estando definitivamente

aceita pela maioria dos pesquisadores de café.

SYBENGA (1960) afirma que a taxonomia do género & com-

plicada, existindo inclusive idéias conflitantes.
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Segundo COSTE (1968), a complexidade e a confusdo exis
tentes dentro da taxonomia do género Coffea &, em parte, devido
a criagéo de novos hibridos, do surgimento de mutantes naturais
e de novas cultivares oriundas da cafeicultura, como també&m das

perturbagoes causadas no habitat das espécies.

CHARRIER (1977 e 1978) considera a capacidade de adap~-
tagéo dos cafeeiros espontidneos como a causa dessa riqueza taxo-
ndmica gue se manifesta na diversidade notdvel de tipos morfold-

gicos e fisioldgicos gue sao fregflentemente elevados 3 categoria

de espécies.

O género Coffea L. "sensu strictu" compreenderia, de
acordo com CHARRIER (1978), os cafés espontaneos da Africa, agru
pados na seggo EuCOééaa K. Schum. e os cafés que ocorrem nas
ilhas proximas ao continente africano, porém banhadas pelo Ocea-
no Indico, caracterizados pela auséncia de cafeina e, agrupados
na secao Mascarocoffea Chev. As secdes Argocoffea Pierre e Para-
coppea Mig. "sensu" CHEVALIER (1947) foram consideradas como gé-
neros respectivamente por LEBRUN (1941) primeiramente, e por LE-

ROY (l967a).

Além da morfologia dos caracteres externos e da distri
buigdo das espécies, outros dados também tém sido utilizados com

a finalidade de melhor conhecimento e classificacdo das espécies.

CHINNAPPA & ADAMS (1974) e CHINNAPPA (1981) vém utili-
zando a morfologia do grao de pdlen como um caridter taxonomico
na elucidagao da posig¢ao dos taxons dentro do género. Alguns da-
dog obtidos confirmam, por exemplo, a distingao dos géneros Pa-
racofpea (Mig.) Leroy e Coffea L. Outros dados ainda sugerem a

reclassificagao de algumas espécies a nivel de secdes para o gé-
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nero C(Jéé@a.

Associado a morfologia do gr3o de pdlen, CHINNAPPA &
WARNER (1982) desenvolveram estudos relacionando as caracteristi
cas da epiderme da folha com a presenga e a forma das domicias
foliares. Observaram similaridades entre C. arabica L., C. euge-

nioidvs Moore e C. salvatradix Swynn et Phil.

Estudos quimiotaxondmicos dentro de algumas espécies
do género Coffea também vém sendo feitos, com uma preocupagao
mais filogenética e de afinidades interespecIficas. LONGO (1972)
e LOPES & MONACO (1979) observaram através do estudo de pigmen-
tos flavondides grande afinidade entre as espécies (. dewevied

De Wild., et Th. Dur, e C., £ibendica Bull ex Hiern.

RAM et af. {(1982), aplicando outros testes biogquimicos
como a presenga de flavonoides, alcaldides, compostos fendlicos,
leuco-antocianinas, concluiram que C. eugeniodides, C. kapakata

e C, aracemosa estavam proximamente relacionadas.

Recentemente, LOPES eX af. (1985) estudaram o padrao
de algumas isoenzimas de espécies de café&, por meio de eletrofo-
rese em gel de amido. Observaram alta afinidade entre C. euge-
nioides e C. salvatrix, entre C. canephora e C. congensis, entre
C. arabica com estas duas Ultimas espécies e com (. £iberica. De
acordo com esses autores, (. canephora, C. congenstis ou C. Libe-
neca, juntamente com C. eugendiodides, teria entrado na formacio

do alotetrapldide C. arabica, ou entdo, as trés primeiras espécies

teriam vindo de um ancestral comum que, por cruzamento com C.

eugenioddes, originou C. axabica.

RAM (1983), empregando testes bioguimicos nos estudos

de diversas espécies de cafér observou que os dados concordavam
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com a divi sao das mesmas em dois principais géneros (offea e Pa-

raccgpea.

Além desses dados quimiotaxonomicos, BERTHOU et af.
(1980) e BERTHOU et af. (1983) tém empregado a variacao do DNA
mitocondrial e de cloroplastos como um indicador de relagao filo
genética entre as espécies do género Coffea. Concluiram que Cof-

fea e Paracofpea sao géneros bem distintos.

As espécies Coffea dewevred De Wild. et Th. Dur. e C.
racemosa Lour., utilizadas no presente trabalho, estao classifi-
cadas dentro da secao tucoffea a qual congrega espécies de inte-
resse econdmico. Pertencem respectivamente 3s subsecoes Pachy~—
coffea e Mozambicoffea, de acordo com a classificagac de CHEVA-

LIER (1947).

A sub-secao Pachycoffea compreende o grupo dos cafeei-
ros libérica e excelsa, caracterizados pelo porte arbustivo  ou
arboreo de pequeno porte, dotados de folhas comumente persisten~

tes, grandes e coriaceas. O tipo da sub-segao & C. fLiberdlca.

A sub~segao Mozambicoffea caracteriza-se por ser o gru
po dos cafeeiros de Mogambigque. Encerram-se nesta segao os cafés
arbustivos de folhas caducas, pequenas e com células pétreas no
limbo, apresentando fruto ovdide com sementes pequenas, em rela-
gao as sementes do grupo anterior. Caracterizam-se por serem pra

ticamente destituidas de cafeina, segundo dados de CARVALHEO

(1946) .

Em 1790, Loureiro descreveu (. facemosa, originadria de
Mogambique (CARVALHO, 1946; CHEVALIER, 1947). A mesma espécie
foi posteriormente, descrita como (., {boc Froehner e como (. swyn

nentondL Moore. CHEVALIER (1947), reexaminando os materiais, reu
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niu-as nurma Unica espécie, C. racemosa, embora em trabalho ante-
rior (CHEVALIER, 1929) tivesse excluido esta espécie, por nao

considera—la valida.

C. dewevrel foi inicialmente descrita por De Wildeman
e Durand, em 1899 (CARVALHO, 1946). Mais tarde, em 1903, Cheva-
lier descreveu a espécie C. excefsa, denominada cafeeiro Chari
ou café Senoussi (BERTHAUD & GUILLAUMET, 1978). Foi o proprio
CHEVALIER (1947) gue posteriormente reclassificou esta espécie

como uma xaca de (. dewevred.

Segundo dados de morfologia dessas espécies compilados
dos trabalhos de CHEVALIER (1929 e 1947): THOMAS (1944); CARVA-
LHO (1946); HAARER (1958); HALLE & FARIA (1973); BRIDSON (1982)
e CHINNAPPA & WARNER (1982) (. dewevaedl raca excelsa e C. race-
mosa podem ser consideradas basicamente pelos seguintes caracte-

res:

C. dewevredi De Wild. et Th. Dur. raga excefsa Chev.

(Iconog. Pl. 5 et 6):

Planta de porte arbdreo de 6 a 15 m de altura, com fo-
lhas pecioladas persistentes, ovado-lanceoladas, coriiceas, 18 a
28 cm de comprimento e com 9 a 12 cm de largura, glabras, com ba
se arredondada e apice acuminado, domacias ausentes. Flores reu-
nidas em cimos internodais, corcola tubular, branca ou rdsea, com
5 a 6 lobos gue sao persistentes durante alguns dias mesmo de-
pois de murchas. Estames em nimero igual aos lobos da corola,

alternos aos lobos, exsertos. Estilete persistente apds a queda
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da corola por alguns dias. Fruto ovdide, de cor vermelha quando

maduro, pedicelado. Endosperma de cor cera.

A raca, excelfsa, de C. dewevaedl foi descrita como ten-
do sua ocorréncia nas florestas da bacia do rio Chari no Tchade,
no sudoeste de Camarodes, na bacia do rio Ubangui da Republica
Centro Afxicana e na parte seca de algumas florestas de galeria,

na regiao leste de Uganda (CHEVALIER, 1929 e 1947; THOMAS, 1944).

Floresce praticamente o ano todo e seus frutos tém de-

senvolvimento lento (CHEVALIER, 1947; HAARER, 1958).

Estudos sobre a possibilidade de aproveitamento de C.
dewevred raga excelsa (café excelsa) como bebida véem sendo fei-

tos por CARVALHO et af. (1982).

C. hacemgsa Lour. (Chev. Iconog. Pl. 61, 62. 63, 64):

Arbustos de 2 a 4 m de altura, com folhas pecioladas,
caducas na época da floragao, ovals-lanceoladas, coxiéceaSmcarté
ceas, com 1 a 5cmde comprimento e com 1 a 2,5 cm de largura, gla
bras, com base cuneiforme e apice obtuso ou agudo. Flores axila-
res isoladas ou reunidas em racemos de 2 a 4 flores, corola hipo
crateriforme, branca ou rdsea, com 5 a 2 lobos. Estames exertos
e de igual nimero que os lobos da corola e alternos d mesma. Fru
to ovado-oblongo ou subgloboso, com disco visivel e de cor preta

quando maduro.

Esta espécie ocorre no litoral de Mogambigue, ocupando

ireas de savanas semi-aridas (CHEVALIER, 1947), florestas flu-
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viais e costails (BRIDSON, 1982). Recentemente, BRIDSON (1982) ano
tou a ocorréncia de C. racemesa no interior sul de Mocambique,

em Zimbabwe e no Norte da Africa do Sul, em Natal.

Seu florescimento €& anual, dando~se entre os meses de
setembro a outubro, com o desenvolvimento muito rapido de seus

frutos (CHEVALIER, 1947 e BRIDSON, 1982).

Segundo BRIDSON (1982) esta espécie & muito polimdrfi-
ca, especialmente com relagao a forma, tamanho e nimero de lobos
da corola. Suas folhas variam muito guanto a textura e tipo de

domacias.

Por ser uma planta muito resistente a longos periodos
de estiagem e ao atague do bicho mineiro, vem sendo pesquisada
pelos técnicos da segao de Genética do Instituto Agrondmico  de

Campinas como fonte de genes no melhoramento do cafeeiro.

Essas duas esp&cies, (. deweviel raga excelsa e C.
racemobad, como observado pela descricao acima, sao bastante dis-

tintas morfologicamente, inclusive quanto aoc carater =xerofitico

peculiar de C. hacemosa.

Possuem uma distribuigao geogrifica particular dentro
do continente africano, sendo, portanto, alopatricas e ocupando

habitats nitidamente diferentes.



12

2.2. CITOLOGIA EM Coffea L.

Os estudos citoldgicos dentro do género Coffea vém sen
do reali=zados desde os primdrdios deste século e visam atualmen-—
te o estabelecimento do caridtipo e, portanto, o reconhecimento
de cada cromossomo dentro do genoma, tanto para o género como pa
ra as espécies individualmente, com a finalidade de se estabele-

cer provaveis relagoes de afinidades interespecificas.

Diversos estudos foram desenvolvidos na tentativa de
melhor conhecimento das afinidades entre as espécies, mormente
com referéncia a origem de C. arabica, a Gnica espécie tetraploi

de do género e de interesse econdmico.

As pesquisas foram realizadas tanto na meiose quanto
na mitose de algumas espécies de café, sendo gue na mitose utili

zaram-se nao so as pontas de raizes, como também embrides e endo

permas Jjovens.

O primeiro trabalho citoldgico estabelecendo a primei-
ra contagem de cromossomos, em café, foi conduzido Dor FABER
(1912) gue observou a megasporogénese e a microsporogénese nas
espécies C. anabica L., C. Laurentii De wild. [hoje, C. canephora
Pierre var. Lauwrentil{ (De Wild) Chev. | e (. Liberica Bull ex
Hiern. Encontrou para a primeira e para a Qiltima espécie acima
citadas um conjunto dipldide igual a 16 cromossomos, variando em
alguns casos para l2 cromossomos, em C. arabica. Embora seja da-
da pouca énfase, FABER, em 1910, em seu trabalho sobre a reprodu
gao de C. fibendlca, realizou uma andlise citoldgica nos &vulos,
determinando a taxa de fecundagao dos mesmos. Poder-se-Ia dizer

entao, que este trabalho se constitui na primeira tentativa de
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estudos citoldgicos dentro do género.

PIZA (1929), estudando a mitose em ponta de raiz nas
variedades bounbon e nacional (hoje, C. arabica var. arabica L.)
de C. arabdica, concluiu apenas que os cromossomos eram muito pe-

guenos, numerosos e de formagao varidvel na placa equatorial me-

tafasica.

HOMEYER (1933) estabeleceu nova contagem de cromosso-
mos para C. arabica e C, semi-exsenta Colebr., 2n=22, discordan-
do, portanto, dos resultados de FABER (1912). Concluiu também que
o) nﬁhero basico de cromossomos para alguns géneros e espécies de

Rubiaceae, por ele analisados, era x=11.

Este nimero basico foi mais tardé confirmado por KRUG
(1934), em café, que estudou as variedades boutbon, nacLonaf
taurina e maragogipe e a cultivar amarelo de Botucatu da espécie
de C. arabica; C. nobusta Linden [hoje, C. canephora var. robus-
ta (Linden) Chev.], C. excefsa Chev. (hoje, C. dewevred raga ¢x-
cefsa Chev.) e C. congensis Froehner. Todas as variedades do ca
fé Ardbica mostraram possuir 2n=44 cCromossomos e, portanto, te-
traploides, enquanto que as outras trés espécies estudadas eram
diploides e com 2n=22 cromossomos. Continuando seus estudos cito
logicos dentro do género, KRUG (1936) confirmou novamente este
numero basico (x=11) para mais quatro outras espécies dipldides,
C. abeckutae Cramer, C. dybowskii Pierre ex De Wild (C. dewevred
raga dybowskidi Pierre), C. dewevre{ raca dewevied De Wild e  C.
ugandae Cramer [hoje, C. canephora var. ugandae (Cramer) Chev.J.

Para as variedades angustifolia, mokka, monosperma, polysperma e

para as cultivares erecta, murta, goiaba e purpurascens de C.

arabica, KRUG (1936) encontrou 44 cromossomos.
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Neste mesmo ano, HEYN (1936) publicou uma lista de esg-
pécies de Coffea cujo nimero dipldide de cromossomos encontrado
era igual ao proposto por KRUG (1934 e 1936) 2n=22, excetuando-

~se €. £diberica, onde o autor contou 2n=44 cromossomos.

MENDES (1938a) encontrou 2n=22 para (. fiberdica suge-
rindo que o espécimem contado por HEYN (1936) de (. {fiberdica fosg-
se talvez um tetrapldide natural. Essa determinacao cromossdmica

de MENDES (1938a) foi confirmada pelas pesquisas de BOUHARMONT
(1959) e MEDINA et af.(1974).

Algumas das variedades ou mesmo progénies das varieda-
des de C. arabica podem mostrar variagdes cromossdomicas numéri-
cas que vao de 2n=22 a 2n=88 cromossomos, como observado por KRUG
(1937 e 1945). Além dessas variacgoes eupldides, casos de ocorrén
cia de aneupldides em progénies da cultivar Mundo Novo de C.
arabica ja foram observados e estudados sob o ponto de vista mor
foldgico e citoldgico por CRUZ (1972), a gual constatou grande
nimerc de plantas na condigao de monossomia. Devido as discrepan
cias constatadas entre o agrupamento morfoldgico das plantas eg-
tudadas e o citoldogico, a autora concluiu ser dificil a associa-
cao entre a morfologia da planta com a falta ou excesso de cro-
mossomos. A analise citoldgica desses aneupldides evidenciou tam

bém a ocorréncia de citomixia e fragmentacao de cromossomos.

Posteriormente, CHINNAPPA (1974) constatou, em micrdg-
poros de (. arabica a presenga de cromossomos B, de mono-, tri-
e tetravalentes e pontes cromatinicas. Esta &, provavelmente, a

inica referéncia, na literatura, sobre a ocorréncia de cromosso-

mos B em café até o momenta.

Embora haja algumas outras referéncias para o nimero
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{ibenica (FAGERLIND, 1937), como C. abeckufae (HEYN, 1936), C.
congensis (FAGERLIND, 1937) e C. stenophyflfa (LEBRUN, 1941), pes
quisas desenvolvidas na segdo de Citologia do Instituto Agrondmi
co de Campinas, demonstraram dados diferentes, onde tais espé-
cies, mantidas em colegao viva, sempre se revelaram dipldéides,

2n=22 (MENDES, 1938a; MEDINA & RIJO, 1969; MEDINA et af., 1974).

A primeira tentativa de identificagao individual dos
cromossomos no género foi feita por KRUG (1934) e seguida por
MENDES (1938b). Os dados obtidos por estes autores sobre a morfo
logia dos cromossomos de C. excefsa Chev. (hoje, C. dewevrei ra-
ca excefsa Chev.), além da posigaoc do centrdmero e do comprimen-
to dos mesmos, revelou as limitagOes dos cortes seriados em para
fina para © reconhecimento e a caracterizagao suficientes dos
cromossoﬁos na elaboragao do caridtipo neste género. KRUG (1934),
por exemplo, chegou a dividir os cromossomos em classes segundo
o intervalo de variacgao do comprimento de cada cromossomo. Admi-
tiu, entretanto, que somente os trés primeiros eram facilmen
te distinguiveis morfologicamente e os oito restantes muito difi

cilmente se diferenciavam uns dos outros.

BOUHARMONT (1959), analisando os cromossomos somaticos
de algumas espécies de Coffea, concluir que os mesmos tinham um
alto grau de similaridades morfoldgicas quando vistos ao micros-
copio optico comum. Além de terem um comprimento reduzido, gue
variava muito pouco de espécie para espécie, era dificil identi

ficA=-los individualmente dentro e entre genomas.

Diversos autores como KRUG (1934), MENDES (1938h), KRG

& MENDES (1943 e 1944) e posteriormente SYBENGA (1960 e 1963), I=E
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ROY & PLU (1966} e LOUARN (1972) ja haviam chegado a conclusoes

semelhantes a essas.

LOUARN (1972) publicou uma lista com novas contagens
para as espécies da segao Mascarccoffea, confirmando 2n=22 cro-
mOSsSomos, POrém hao se preocupou com a caracterizagdo e com a me

dida dos mesmos.

MEDINA ef af. (1977) também observaram nas espécies (,
eugenioides Moore, C. kapakata Hirsch, C. f.iberica Bull ex Hiern
e C. racemosa Lour., uma certa uniformidade morfoldgica nos geno
mas dessas espécies na microsporogénese, o mesmo acontecendo nas
espécies C. sfenophyfla G. Don. e C. salvatfrix Swynn. et Phil.

(MEDINA & RIJO, 1969).

Recentemente, MAGLIO (1983), estudandoc a morfologia dos
cromossomos meidticos em fase de pagquiteno em algumas espécies
de Co4fea, concluiu que as espécies dipldoides (. nacemosa e C.
salvatrix, ambas da sub-segao Mozambicoffea, possuiam 2 Cromosso
mos nucleolares, ao contrario de um, como era de se esperar. Es-
ta condigao aliada & distribuigdo geogrdfica e outras caracteris
ticas comuns entre essas duas espécies, segundo a autora, pode-
ria indicar provavelmente maior proximidade filogenética entre
ambas, em contraposigac ao parecer de RAM et af, (1982), com ba-
se em dados guimiotaxonOmicos. Pode observar também através da
morfologia dos cromossomos nucleolares, algumas similaridades en
tre C. eugenioides e C. dewevred com C. arabica, o que, no que
concerne a (. eugendioides e C. arabica, concorda com os dados
de LONGO (1972); BERTHOU & TROUSLOT (1977); CHINNAPPA & WARNER
(1982) e BERTHOU et af. (1983). Foi observado também pela autora
afinidade entre C. canephora e C. congensdis, C. eugenicides e C.

dewevied.
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Os cromossomos de C. dewevied raca excelsa, contados
primeiramente por KRUG (1934), tiveram uma classificacido baseada
na posigao do centrdmero € no comprimento dos cromossomos. Essa
mesma linha de classificagao foi posteriormente seguida por BOU-

HARMONT (1959) no estudo citoldgico de diversas espécies.

SILVA (1956), SYBENGA (1963) e MEDINA e¢f af. {1977} con

fimaram o nimero x=11 para C. kacemosa.

Tanto C. dewevied como C. racemosa pertencem aoc grupo
de espécies diploides com autoincompatibilidade, algumas destas
com autoincompatibilidade gametofitica, incluindo entre elas as
espécies C. canephora var. acbusta (Linden) Chev., C. congensis
Froehner, C. eugeniodides Moore, C. kapakata Hirsch., C. salva-
trhix Swynn. et Phil e C. stenophyffa G. Don. (FERWERDA, 1936;
MEDINA & CONAGIN, 1959; CONAGIN & MENDES, 1961 e MONACO & CARVA-
LHO, 1972).

Excetuando-se C. bengalensis (atualmente P. hengalensis)
e C. brevipes gue sao dipldides e supostamente autdgamas e auto
compativeis (CHARRIER, 1978) a Gnica espécie conhecida até o mo-

mento como tetrapldide (4n=44 cromossomos) é C. akabica e que &

também autocompativel (CARVALHO et af., 1969).

Estudos genéticos e citogendticos de hibridos entre al
gumas espécies de café foram realizados com a finalidade de se
obter maior conhecimento sobre cada espécie e as possiveis rela-
¢oes de parentesco entre espécies da mesma segdo ou de secdes di
ferentes. Desta forma, MONACO & CARVALHO (1967) observaram, den-
tro da segao Eucoffea, gue as espécies pertencentes a uma mesma
sub-seg¢do se cruzavam, no geral, mais facilmente. Com base nos

dados de cruzamentos entre espécies de sub-secdes diferentes, no
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taram que a subsegao Mefawmcoffea estava mais proxima a secao

Pachycofpea do que a secac Erytrocoffea.

Complementando estes dados, MEDINA (1972) analisou o
comportamento meidtico de alguns desses hibridos, encontrando um
gradiente de homologia cromossomica, sendo a mais baixa verifica
da no hibrido entre C. corigensis e C. eugendioides (10 monovalen-
tes) e a mais alta verificada no hibrido entre C. dewevied e (.
Liberica, o qual nao apresentou monovalentes. O pareamento cro-
mossOmico, neste caso, porém, ndo se constituiu num bom parima-

tro para a analise de relacgoes de afinidades interespecificas, de

vido ao alto grau de homologia dos mesmos.

Observagoes opostas 3s de MEDINA (1972), concernente a
afinidade entre C. dewevied e C. Libesica, foram de fato realiza
das por BERTHOU ef af. (1982) e BERTHOU ef af. (1983), atraveés
da anadlise de DNA de cloroplastos e de DNA mitocondrial e, por

MAGLIO (1983), através da analise dos cromossomos nucleolares em

fase de paquiteno.

Além dos estudos de hibridos e espécies da secho Eu-
coffea, a segdo Mascarocoffea também foi investigada por CHARRIER
(1975, 1977 e 1978). Este autor observou gue o cruzamento entre
espécies de Mascarccoffea se dava facilmente e seus hibridos
eram férteis. Os cruzamentos entre espécies das secdes Mascarco-
coffea e Euceffea produziam poucos hibridos que eram fracos e
quase estéreis. As observacgdes no comportamento meidtico destes
hibridos revelaram haver uma diferenciagao a nivel cromossdmico

entre os genomas desses dois taxons.

Segundo LOUARN (1972) a quase homogeneidade do nimero

dos cromossomos sugere que a diferenciagao das espécies do géne-



ro Ce4pea ocorreu sobretudo em base de variacoes qualitativas su

cessivas a partir de um genoma basico.

DEMARLY (1975) e CHARRIER (1978) propuseram um esquema
evolutivo do género (offea a partir de um centro de diversifica-
ga3o africano com os cafés dipldides aldgamos, cuijas fronteiras
estariam entre o Quénia, a Replblica Centro Africana, o Sudio, a
Uganda e a Ruanda. De acordo com estes autores, sub~grupos te—
riam se formado e colonizado diferentes regiGes. Trés s@o os prin
cipais, o sub-grupo dos cafés Libero-excelsdides e Canefordides,
o sub~grupo de C. eugeniodi{des e C. nacemcsa e dos cafés Mascaro—

cogfea e o sub-grupo de C. arabica, o Gnico tetrapldide.

A despeito da maioria das espécies dipldides do género
Coffea ocorrer ao longo de uma extensa area da Africa intertropi
cal, havendo inclusive sobreposicao de populacoes das espécies
(simpatria), mecanismos eficientes de isolamento de natureza eco
légica, bioldgica e fisioldgica, devem ter se desenvolvido com a
finalidade de preservar as espécies como unidades distintas, uma
vez que a alogamia & condigao essencial na reproducido das mesmas .
Esses mecanismos podem, entretanto, nao serem efetivos nas egpé-

cies em estado de cultura (BERTHAUD & GUILLAUMET, 1978).

2.3. FORMACAC DO ENDOSPERMA EM CAFE

A ocorréncia, formacao e crescimento do endosperma nos
frutos de café foi descrita por alguns autores como FABER (1912),
LELIVELD (1938), MENDES (1941}, MENDES e¢f af. (1954) e MEDINA

(19601} .

'}
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O endosperma em café&, como em outras angiospermas tem
sua origem dependente da formagao do saco embrionario. Segundo
os autores acima mencionados, trés dos quatro megisporos resul-
tantes da divisdo do megaspordcito degeneram-se. O megasporo re-
manescente, por divisoes, da origem a oito células que compdem o
saco embrionario (duas sinérgides, uma célula ovo, duas polares
e trés antipodas). Nesta fase ocorre o fendmeno da dupla fertili
zagcao onde o nucleo reprodutivo do grao de pdlen se funde ao do
dovulo, formando o zigoto, enguanto que © nacleo germinativo do
grao de pdlen se funde aos dois nicleos polares do saco embriona

rio, dando origem ao endosperma que &, conseqglientemente triploi-

de (3n).

Durante as primeiras divisoes o endosperma & nuclear,
passando posteriormente para a condi¢ao de celular. Este periodo
onde o endosperma & nuclear & muito varidvel, dependendo da plan
ta de café e também o niimero de nlicleos existentes & diferente
conforme a espécie estudada. Segundo LELIVELD (1938), endosper-—
mas de café com 32 niicleos ja sao celulares. MENDES (1941) obser
vou que endospermas de (. arabica com 45 dias apds a abertura da
flor apresentavam 8 células, enquanto gue MEDINA (1960) observou

até 20 nicleos livres em endospermas de (. dewevred com 107 dias

ap0s a abertura da flor.

Durante algum tempo, entretanto, o endosperma nas se-

mentes de café foi um assunto controvertido.

A ocorréncia deste tecido nesta planta foi registrada
por FABER (1912), que estudou botdes florais das espécies (. ara
bica, C. Laurentidi (hoje, C. canephora var. Laurentii) e C. F£i-

berica no que concerne a formagdo do saco embrionirio e a fecun-

dacao.



HOUR (1938, entretanto, considerou o tecido ob
servado durante o desenvolvimento da semente e que ocorria ao re
dor do embriao como sendo perisperma, um tecido de origem mater-
na e que nada mais era senao o nucelo, Para este autor o endos-
perma era um tecido evanescente, degenerando-se na fase de gua-

tro a oito células.

LELIVELD (1938) analisando a formacao dos frutos de al
gumas espécies de café, demonstrou que o endosperma nao desapa-
recia como sugerido por HOUK (1938) mas que se desenvolvia, ocu~

pando quase todo o volume da semente madura.

A prova genética do tecido gue envolve o embriio na se
mente madura ser o endosperma, em café, foi dada por KRUG & CAR-
VALHO (1939). Esses autores utilizaram o mutante cera (ce) de C.
arabica, em cruzamentos direcionados entre espécimens mutantes e
normais desta espécie. Esse mutante & caracterizado pela cor ama
rela das sementes, sendo também recessivo. Cruzamentos realiza-
dos em plantas mutantes recessivas com pdlen de individuos nor-
mais resultaram na formagao de frutos com sementes verdes. A cor
dessas sementes hibridas ndo se distinguia das sementes verdes
puras. Polinizacoes de plantas cera de C. arabica com polen de
C. excedsa (hoje, C. dewevaed raga excelsa) e C. [Liberndica, as
quais também possuiam o cariter amarelo na cor da semente, resul
taram na formagao de frutos hibridos de cor amarela, demonstran-

do desta forma gque o tecido que preenchia a semente era o endos-

perma.

MENDES (1941), trabalhando com as variedades typica e
semperglorens de C, arabica constatou que o tecido perisperma ob-
servado por HOUK (1938) ia sendo reduzido 3 medida que o endos-

perma se desenvolvia, permanecendo no fruto maduro apenas na for
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ma de uma pelicula que envolvia o endosperma e denominada por pe

licula prateada.

LELIVELD (1938) observou que as cé&lulas dos endosper-
mas jovens e imaturos eram ricas em Oleo e, a medida que este te
cido envelhecia, este 0leo desaparecia das células centrais, en-

quanto que as periféricas o conservavan.

Além de 6leo e &Aqua, outros componentes como proteinas,
cafeina, cofearina, aglicares, celulose, icidos e minerais fazem
parte da constituicao gquimica do endosperma (DEDECCA, 1957 e 1958).
A medida que o endosperma aumenta de volume, ha um processo de

depbsito de amido (MEDINA, 1960).

AYRES (1954) observou, através de cortes seriados em
endospermas de frutos maduros de C. arabica var. <fypica (hoje,
C. arabica var. arabica) qgue, além da rigidez peculiar deste te-
cido gquando maduro, as c@&lulas possuiam paredes celulares muito
espessas, de natureza celuldsica e com numerosos e visiveis cam-
pos de pontuagoes primarias, apresentando plasmodesmas delgados.
Essa natureza celuldsica e espessa das paredes celulares do en-

dosperma de frutos maduros de café foi também observada por DE-

DECCA (1957).

O uso inicial de endospermas jovens de frutos imaturos
de café como material para preparacdes citoldgicas foi feito por
MEDINA (1964 e 1965) que mostrou a viabilidade da utilizagdo des

te tecido para estudos cromossOmicos.



23

2.4. HETEROCROMATINA E BANDAMENTO CROMOSSOMICO

Os cromossomos metafasicos, tanto na meiose gquantoe na
mitose, nao oferecem muitas caracteristicas gue possam ser usa-

das para a identifica¢ao individual dentro do complemento,

Dados como comprimento cromossdmico, relagao de bragos,
posicao de centrdmero, ocorréncia de constrigao secundaria e
eventualmente localizagao da regido organizadora do nucléolo e
seu satélite, sao dados valiosos, porém isoladamente ou mesmo em
conjunto podem se tornar insuficientes para a elaboracao de um
cariotipo naqueles géneros e espécies vegetais que possuem cro-
mossomos muito semelhantes entre si e com comprimento pequeno,

como acontece com as espécies do g@nero Coffea.

E possivel encontrar umas poucas espécies vegetais com
um numero dipldide baixo, nas quais todos os cromossomos sao mor
fologicamente distintos, no gue concerne a comprimento, posigao
do centromero, relagdo de bracgos e ocorréncia de constrigao se-

cundaria.

Alguns exemplos podem ser citados como as espécies do
género Crepis onde se pode observar, pelas coloragtes normais de
carmim acético, diferengas morfoldgicas bem nitidas em seus cro-
mossomos, nao sd dentro de algumas espdcies como entre espécies
tais como C. capdillaris, C. fuliginosa, C. sufreniana ou C. sib.i-
nica {(BABCOCK & CAMERON, 1934; STEBBINS, 1971) e Orndthogatum
vitens, uma lilidcea, cujo nimero dipldide & de 6 Cromossomos, ni

tidamente distintos, segundo observagoes de LIMA-DE-FARIA ef af.

(1959).
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Outras espécies ou mesmo géneros entretanto, possuem
um complemento cromossomico muito uniforme, nao sendo posgsivel a
identificagao e caracterizacgao individual de cromossomos, como
acontece em algumas espécies dos géneros Phaseclus , Vigna e Ma-
croptilium onde se pode observar uma forte simetria cromossdmica
em cada genoma e também caridtipos interespecificos razoavelmen-—

te semelhantes (FORNI-MARTINS, 1984).

Durante décadas os ciltologistas se empenharam imaginan
do meios para a diferenciag¢adao longitudinal dos cromossomos e,
provavelmente, um desses primeiros meios fol a distribuicao e a

ocorréncia da heterocromatina (HSU, 1974).

No final do século XIX, os citologistas haviam observa
do em niicleos intercinéticos, tanto de células animais guanto de
células vegetais, algumas estruturas muito peculiares, gue se or
denavam na forma de grumos ou esferas compactas e que se mostra
vam intensamente coradas, guando submetidas as preparagoes cito-
logicas. A estas estruturas, Heitz, em 1928 (apud BROWN, 1966 e
HSU, 1974), denominou de hetocromatina. A este tipo de cromatina,
gque se mantém compacta no niicleo intercinético, denominou-se de
heterocromatina, em contraposicado a eucromatiﬁa gque sofre um ci-
clo tipico de condensagao e descondensacao durante o periodo de

divisao celular (BROWN, 1966).

Esta caracteristica da heterocrcomatina, de se manter
condensada durante a intérfase, apresentando heteropicnose posi-~
tiva, e portanto, distinta da eucromatina, & no entanto obscure-
cida quando se analisam os cromossomos na metafase, corados pelas
técnicas usuais do carmim acético ou da orceina acética, porque

ambas, eu—- e heterocromatina, estao condensadas nesta fase.
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Em condi¢oes especiais, DARLINGTON & LA COUR {1940)
obtiveram um tipo de diferenciacao longitudinal em cromossomos
metafdsicos nas espécies de Taillium que foi induzida pela exposi
¢dao do material por um periodo a baixa temperatura, seguida pela
coloragao de Feulgen. Os cromossomos, quando analisados ao mi-
croscoOpio Optico, se apresentavam com regides especificas onde
o didmetro da cromatide era menor e a coloragdo nesta area, me-
nos intensa. Este efeito passou a ser conhecido como "Cold induc
ed starvation" e, no caso das espécies de Taillium, estes segmen-
tos diferenciais obtidos pelo resfriamento, correspondiam aos seg

mentos heterocromaticos.

LEVAN (1946) aplicou este método em raizes de algumas
espécies do género ALLium e em Dipcadi serctinum L. obtendo re-
suiltados semelhantes aos de um&ﬁmﬁmm & LA Cour (1940). Concluiu
também gue, de alguma maneira, as solugdes fixadoras, a base de
metais como o ouro e mercirio contribuiram na diferenciacao dos
segmentos que ele identificou como heterocromaticos. Este trata-
mento e aguele empregado por DARLINGTON & LA COUR (1940) egta~-
riam revelando o mesmo tipo de classe de cromatina, isto &, a he
terocromatina, embora desconhecesse o mecanismo gue conduzia a
esta diferenciacgao. Este mé&todo, no entanto se mostrou muito 1i-
mitado, pois nem todas as plantas possuem segmentos heterocroma-

ticos sensiveis ao tratamento a baixa temperatura (VOSA, 1975).

A demonstragao pioneira de coloracdo seletiva e dife-
rencial de cromossomos fol feita por CASPERSSON et af. {(1968).
Esses autores observaram gue o emprego de agentes fluorescentes,
como a guinacrina, em cromossomos metafasicos mitdticos de vege-
tais como Taillium erectun e Vicdia faba, produziam uma certa lumi

nescéncia constante em determinados segmentos cromossdmicos, e
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que tais segmentos correspondiam dqueles heterocromaticos obti-

dos pelo tratamento a frio de DARLINGTON & LA COUR (1940).

Embora as observagoes iniciais sobre a heterocromatina
tenham sido em plantas como as hepaticas e musgos, sua definicao
bem como a sua ocorréncia, em linhas gerais, foi confirmada para

muitos organismos (YUNIS & YASMINEH, 1971).

BROWN, em seu trabalho sobre a heterocromatina, em

1966, distinguiu dois tipos: a constitutiva e a facultativa.

A heterocromatina constitutiva € um elemento permanen-
te do genoma, ocorrendo ao longo de segmentos homdlogos dos cro-
mossomos ou envolvendo todo o cromossomo, como & o caso dos mi-
crocromossomos de Cofuinix coturnix jfapondica (COMINGS & MATTOC-
CIA, 1970) e dos cromossomos B de algumas plantas (JONES, 1975).
E encontrada formando blocos ao redor do centrdmero, como nos
cromossomos humanos (ARRIGHI & HSU, 1971) e, além do centrdmero,
em regioes intercalares dos bragos dos cromossomos e nos teldme-
ros em Scifla (VOSA, 1973b), em Anemone e Hepatica nobilfis (MAR-
KS & SCHWEIZER, 1974), Secafe cereafe (WEIMARCK, 1975}, em al-
gumas espécies de Hordeum (VOSA, 1976a), ou ocorrendo somente
nas regioes intercalares, como nos cromossomos do género Brimeura
(VOosa, 1979) ou ainda em varias posigoes ao longo dos cromosso-

mos, como o0s "knobs" de milho e teosinte.

HSU (1975) propds para a heterocromatina, principalmen
te & heterocromatina constitutiva a provavel funcio de guarda-
-costa ("body-guard"). Este autor analisou, ao microscopio ele-
tronico, nicleos intercinéticos, nos gquais a heterocromatina es—
tava situada na periferia do nficleo, 3 semelhanga de uma camada

proeminente. Este fato, juntamente com os dados obtidos com o em
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prego de mutagénicos, clastogénicos (agentes capazes de induzi-
rem mudangas cromossdmicas estruturais) e de solugdo hipotdnica,
levaram HSU (1975) & hipdtese de que a heterocromatina funciona-—

ria como uma camada de protegao ou um amortecedor de danos, para

a eucromatina.

A heterocromatina facultativa estaria presente em ape-
nas um dos hombdlogos sendo inativa, nido respondendo a estimulos
de transcrigao (LYON, 1974; BACK, 1976), como em um dos cromos—
somos X nas fémeas ou como o conjunto de cromossomos de origem
paterna nos machos de Planococcus citni, ocorrendo durante o de-
senvolvimento. Embora inativa, a mesma ja foi ativa geneticamen-

te durante um periodo, sendo capaz de se tornar ativa novanmente

(BERLOWITZ, 1974).

Foi observado que a sintese de DNA nas heterocromati-
nas de animais e plantas superiores ocorre em diferentes esta-
dios, quando se compara com aquelas da eucromatina (LIMA~DE-FARIA,

1959; MORISHIMA et af., 1962; LIMA-DE-FARIA ef af., 1965).

LIMA-DE-FARIA (1959), usando processos autoradiografi
cos relatou que o DNA heterocromdtico do cromossomo sexual X do
gafanhoto Mefanoplus differentialis replicava fora de fase em re
lagao ao DNA dos cromossomos restantes, ou seja, relativamente
mais tarde ao periodo S. Posteriormente, LIMA-DE-FARIA & JAWORSKA
(1968) publicaram uma lista com diversas espécies de vegetais,
insetos e mamiferos onde o periodo de replicacdao do DNA da hete-
tocromatina era posterior ao da eucromatina. Em contraposigio,
TATUNO et al. (1970) verificaram que em células do gametdfito fe
minino da bridfita Pellia neesiana a replicagido do DNA heterocro

matico se dava antes da replicagao do DNA eucromitico, o mesmo
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se dando no gametdfito masculino de Plaglochila ovalifolia (MASU

BUCHI, 1974).

BACK (1976), face as contradigoes do periodo de sinte
se de DNA na heterocromatina, propds um reexame dos dados sobre

a replicagao precoce do DNA.

Juntamente com estas informac;fies, verificou-se que ha
uma certa assincronia no tempo de replicagac do DNA entre as he-
terocromatinas constitutiva e facultativa. Em cromossomos do pul
gao PLanococcus obscurum a heterocromatina constitutiva replica-
va 0 seu DNA antes da facultativa, embora este fato nao seja uma
regra, pois, em hamster chinés Cndlcetulus giriseus, a replicacao
do DNA da heterocromatina facultativa se da antes da constituti
va (HUANG, 1971) e em ourigos dos géneros Cadinaceus e Aethechdi-

nus, ambas replicavam ac mesmo tempo (NATARAJAN & GROOP, 1971).

A composigdo guimica da heterocromatina proposta por
HERSKOWITZ (1961) seria a de maior numero de bases repetitivas
do tipo A-T ou G~C, em relagao a eucromatina. Em pulgdes cocci-
deos, PLanccoceus cifri, nenhuma diferenca a nivel de bases de
DNA foi encontrada tanto nos cromossomos das células femininas
como nas células masculinas (LOEWUS et af., 1964). Em Droscphila
spp. os resultados sao semelhantes, com o acréscimo de que nio
foi vista nenhuma associagao entre o aparecimento de bases G-C

com heterocromatina (BACK, 1976).

Os estudos iniciais conduzidos por CASPERSSON et af.
(1968) demonstraram a afinidade da substdncia quimica guinacrina
mostarda (QOM) por determinadas regicGes da cromatina as guais se
tornavam luminescentes. O fato do composto apresentar proprieda-

des alquilantes levou estes pesquisadores a suposigao de ligagao
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preferencial entre o "corante" a sitios de guanina, e, portanto,
evidenciar as regiodes luminescentes com alto contelido de C-G. Es
ta opiniao foi estendida a outros derivados proximos da gquinacri
na, como se depreende do trabalho efetuado por CASPERSSON et af.
{1969a e b}, sendo que as regioces fluorescentes coincidiam con
aquelas heterocromiticas, principalmente nos cromossomos de Thik

£ium, Vicda faba e Scilla sibinica.

Outros compostos no entanto, como o di-hidrocloreto de
quinacrina e o hidrocloreto de qguinacrina, mostraram ter esta mes
ma capacidade de produzir estruturas luminescentes em determina-
dos segmentos dos cromossomos, embora 0s mesmos nao possuissem
grupos alguilantes com especificidade para sitios de guanina

(SCHNEDL, 1974).

ELLISON & BARR (1972), estudando os cromossomos de um
drosofilideo, Samoadia fLeonensis, tratados pela quinacrina, obser
varam que os segmentos luminescentes eram caracterizados por uma
riqueza de contetdo de bases do tipo A-T. Usando timidina tritia
da, notaram uma grande incorporagao deste nucleotideo e conseqglien-
te marcagao dos Cromossomos nestas regides. O mesmo haoc aconte-
cendo com a desoxicitidina, gue se liga preferencialmente a re-
gices ricas em bases G-C. Demonstraram também que as regides de
intensa fluorescéncia correspondiam &quelas de replicacao tardia

do DNA e, portanto, heterocromaticas.

MODEST & SENGUPTA (1973) observaram também que certas
aminoacridinas (quinacrinas e proflavinas) possuiam a capacidade
de se ligar preferencialmente as bases A~T, produzindo lumines-
céncia nas regioces cromossOmicas ricas em tais bases. O mesmo se

deu com a acridina orange (RIEGLER, 1973), com o composto quimi-
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co Hoechst 33258 (COMINGS, 1978) e com o brometo de etidio (VOSA,

1970) .

Muitos sao os dados obtidos onde foi observado uma cor
relacdao entre presenga e ocorréncia de DNA saté&lite contendo se-

gliéncias nucleotidicas repetitivas com a heterocromatina.

PARDUE & GALL (1970), utilizando o método de hibridiza-
¢do in situ DNA/DNA e DNA/RNA, seguido de coloracgac diferencial
por Giemsa, demonstraram a ocorréncia, na heterocromatina ao re-—
dor do centromero dos cromessomos do camundongo, de DNA satélite
com mGltiplas seqliéncias de nucleotideos repetitivos. Outros pes
quisadores confirmaram essa correlagao na heterocromatina dos cro
mossomos do arganaz, Miciaotus agrestis, (ARRIGHI et af., 1970) em
Drosophifa spp. (HENNING, et af., 1970; BRUTLAG, 1980), na sala-
mandra, PLethodoen cinereus cinereus (MACGREGOR & KEZER, 1971), em

RhynchoscLara holfaenderd{ (ECKHARDT & GALL, 1971).

STEF0OS & ARRIGHI (1974), estudando o8 cromossomos da
ave doméstica Gallfus domesticus, notaram que as fragdes de DNA
repetitivo estavam associadas a heterocromatina dos microcromos-
somos € Ccom O cromossomo sexual W, no gual havia um conteido des
proporcional de DNA repetitivo. A heterocromatina centromérica

dos macrocromossomos era depauperada em DNA repetitivo.

Deve~se, no entanto, ressaltar que nem todo o DNA da
heterocromatina constitutiva & satélite ou altamente repetitivo
{COMINGS, 1872). Portanto, pode se tornar inadeguado a inclusao
de seqgliéncias altamente repetitivas de DNA como sendo uma pro-
priedade caracteristica da heterocromatina, como sugerido por

HSU (1975).
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Nenhuma correlag&o foi .. vista (COMINGS & MATTOCCIA,
1970) entre a heterocromatina dos cromossomos da codorniz Cotfuf-
nix cofurnix faponica, com o DNA satélite, o qual se apresenta

rico em bases G-C.

No hamster chinés, Cricefulfus griseus, somente 3% da
heterocromatina era altamente repetitiva, com DNA sat@lite rico
em A-T. A porgao restante da heterocromatina possuia aproximada-
mente a mesma gquantidade de DNA repetitivo que a eucromatina nao
indicando discrepdncias de DNA rico ém A-T ou G-C (QUD & SCHOL-

TEN, 1982}.

Desta forma, tem-se que, embora uma grande parte dos
estudos desenvolvidos em cromossomos de organismos eucaridticos
revele associagao entre a heterocromatina com a presenca de DNA
satélite ou com a riqueza de seqliéncias nucleotidicas repetiti-
vas, nao se pode ter como regra geral que a ocorréncia de DNA
satélite esteja intrinsecamente relacionada somente &s regides

heterocromaticas dos cromossomos.

Um dos conceitos iniciais sobre a heterocromatina era

a sua inatividade génica.

O cromossomo Y de Drosophila melancgasiter, que & hete-
rocromatico, foi primeiramente considerado como inerte genetica-
mente (HANNAH, 1951). Esse cromossomo, segundo o que pensavam oS
pesquisadores na época, seria apenas necessério:para a fertilida
de dos machos (BROWN, 1966). Posteriormente, foram reconhecidos
os fatores de fertilidade ou conjuntos de fatores, bem como al-
guns genes e "poligenes" comuns tanto ao cromossomo Y guanto ao
cromossomo X (COOPER, 1959) contrariando, portanto, a idéia da

inatividade génica de segmentos heterocromiticos.
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Diversos outros estudos tém demonstrado a atividade gé

nica em areas heterocromiticas.

KUSH et a£, (1964), estudando alguns genes marcadores
do cromossomo 9 em tomate através da andlise fenotipica, verifi-
caram a presenga de um gene (nv) em segmentos heterocromaticos

F

o que reforga a idéia de atividade génica.

SIMOES et af. (1975) observaram a formacdoc de "puffs"
de RNA em regioes heterocromiticas dos cromossomos de Rhynchos-
ciana angelae, inclusive no cromossomo X, © gqual & conhecido por

conter genes de RNA ribossOmico.

As proteinas nucleares histdnicas tém sido mencionadas
e estudadas quanto a sua influéncia na capacidade de inativacido

genética da cromatina e também na sintese de RNA mensageiro.

LITTAU ef af. (1965) em seus estudos em nicleos de cé-
lulas de timo de vitela observaram que as histonas ricas em lisi
na estariam envolvidas na estrutura da cromatina condensada, gue

provavelmente corresponderia a heterocromatina.

Este envolvimento das histonas na estrutura da croma-
tina foi também observado por BERLOWITZ ef af. (1969) em células
reprodutoras de Planccoccus ciirdi. Concluiram que o emprego de
acido acético extrairia as proteinas histdnicas da heterocromati
na, as quais estariam envolvidas na sua estrutura de condensacao
e desta forma estariam diminuindo os sitios ativos disponiveis

de sintese.

BERLOWITZ (1974) sugeriu que as histonas ricas em argi
nina estariam relacionadas com a atividade de transcrigao enguan

to que as histonas ricas em lisina estariam envolvidas na conden
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sagao da heterocromatina.

Parte dos estudos relacionados com as proteinas histd-

nicas est& voltado para a compreensao de seu papel no bandamento
cromossOmico, isto &, no seu envolvimento ou nio na produgac de
bandas ao longo dos cromossomos, quando estes sao submetidos a

determinados agentes quimicos.

Com base nas propriedades caracteristicas e diferen-—
ciais da heterocromatina, novas técnicas citoldgicas surgiram,
com o intuito da diferenciacao longitudinal dos cromossomos. Es-
sas sao as técnicas que promovem a formagao de bandas nos cromos

SOMoOs.

O termo banda, de acordo com a CONFERENCIA DE PARIS (PARIS CON-
FERENCE, 1971), & definido como sendo um segmento cromossdmico
que € claramente distinto de outros adjacentes por sua coloragaoc
mais densa {(bandas-C, -G e -R) ou brilhantes (bandas-Q), de acor

do com o método de diferenciag@o cromossdémica empregado.

O aparecimento das técnicas de bandamento cromossdmico
aumentou consideravelmente o poder e a sensibilidade de anilise

dos cromossomos (COMINGS, 1973 e 1977).

Os estudos iniciais desenvolvidos por CASPERSSON eof af.
(1968) com agentes fluorescentes demonstraram a ocorréncia de
bandas ao longo dos cromossomos, as bandas-Q. Além da quinacrina
e seus derivados, da acridina, da proflavina, da droga quimica
Hoechst 33258 e do brometo de etidio (COMINGS, 1972; VOSA, 1975) ,
extratos alcodlicos de ralzes de algumas espécies de Fumariaceae
e Papaveraceae também foram estudados por VOSA ef af. (1972). Es
tes autores demonstraram que os mesmos produziam estruturas lumi

nescentes ao longo dos cromossomos de algumas plantas testadas e
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que estas bandas eram semelhantes dquelas produzidas pelo empre-

go da guinacrina.

As bandas-Q mostraram-se eficientes na caracterizacao
dos cromossomos, segundo ZECH (1973), principalmente daqueles que

sao morfologicamente similares.

Alguns vegetais como Taiflium erectum e Vicia faba mos
traram gque as bandas-Q obtidas coincidiam com os segmentos hete-
rocromaticos (CASPERSSON ef af., 1968). O mesmo ocorreu com algu
mas espécies de Tulbaghia e ALLLum(VOSA, 1970) e ALLium pLavum

(vosa, 1973a).

Outros vegetais, como Sciffa sibirnica (Liliaceae), tam
bém foram analisados citologicamente, por VOSA (1973b), no que
concerne a caracterizaciao e reconhecimento de Cromossomos, por
meio de bandamento Q. Este autor pdde, através do padrao de ban~

das-Q obtido, verificar a ocorréncia de variagdes intrapopulacio

nal em S. s4Abirndca,

As técnicas de fluorescéncia de Areas heterocromaticas,
resultando em bandas-Q, s3do amplamente utilizadas na citogenéti-
ca médica porque permitem a visualizacao de modificacoes estrutu
rais cromossOmicas que originam algumas das conhecidas sindromes.
Entretanto, necessitam de uma aparelhagem sofisticada para a ob=-
servagao, anadlise e documentagado fotogrdfica das bandas lumines-

centes.

O uso de corantes, como o Giemsa, abriu uma nova pers-—
pectiva para melhor identificacao cromossdmica. Técnicas de ban-
damento com o Giemsa diferenciando a heterocromatina da eucroma-

tina, em cromossomos metafasicos, passaram a ser muito utiliza-
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das em citogenética (COMINGS, 1972 e SHANKLAND & GRANT, 1976} .

Os métodos que utilizam o Giemsa em associagao com ou-
tras substdncias produzem uma visualizagdo de bandas que sao do
tipo C, G e R. Estas diferem entre si pelo mecanismo distinto que
opera na formacao das mesmas e da metodologia utilizada como po-

de ser wvisto no QUADRO I gue se segue:

QUADRO I - Resumo das metodologias de bandamento C, G e

R:
Bandamento Solugdes utilizadas

C: Ba(OH)2 .8H2 ou NaCH; salina de
S8C; Giemsa/tampac fosfato SBren-
sen.

Gs Enzima diluida em solugdo tampao
ou uréia ou solucdo de sais em pH
alcalinos; Giemsa/tampac fosfato.

R: Meio Earle ou tampao de fosfato

de potassio a temperatura de 87°C;

Giemsa/tampaoc fosfato SBrensen.

As denominadas bandas-C (C de heterocromatina constitu
tiva) foram descobertas como um biproduto do procedimento de hi-
bridagao in situ de DNA/RNA (HSU, 1973 e 1974)}. Foram inicialmen

te observadas em cromossomos de camundongo (PARDUE & GALL, 1970},
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de Microflus agresiis (ARRIGHI et akf., 1970) e posteriormente, em
cromossomos humanos (ARRIGHI & HSU, 1971), onde as aAreas hetero-
cromaticas pericentrom@ricas marcadas radiocativamente também se
coravam intensamente e de forma seletiva em relacao & eucromati-

na pelo Giemsa.

Comumente, as bandas-C ocorrem ao redor das regioes
centroméricas, das constrigdes nucleolares e, em alguns casos, em
regices intercalares, bem como terminais (KONGSUWAN & SMYTH, 1978).
Nos cromossomos humanos, por exemplo, segundo SCHNEDL (1974) as
regices pericentroméricas coram-se muito mais gue gqgualgquer outra

regiao.

A técnica de banda-C, para a identificagao dos cromos-
somos, revolucionou os estudos de citogenética (VOSA, 1977}, ten
do a vantagem sobre as técnicas que utilizam a fluorescéncia por
nao requerer aparelhos sofisticados para a visualizacdo dos seg-

mentos diferenciados.

Esta técnica na forma original, como proposta por PAR-
DUE & GALL (1970), geralmente ndoc & aplicada em cromossomos vege
tais (SCHWEIZER, 1974). Nestes, normalmente se usa a variagio
BSG (hidrdxido de bdrio/solugdo salina/Giemsa) no lugar da varia
gdo ASG (acido acético/solugdo salina/Giemsa). A primeira utili-

za o hidroxido de bario e a segunda o acido acético.

VOSA & MARCHI (1972) adpataram o método de Giemsa apli
cando-o em diversas especies de plantas e compararam os resulta-
dos desse método com os padrdes de bandas obtidos com a quinacri
na fluorescente, observando forte correlacido entre os segmentos

corados pelo Giemsa com agqueles diferenciados pela guinacrina.

Semelhantemente, SCHWEIZER (1973) aplicou uma modifica
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cao no método de banda-C em cinco espécies de monocotileddneas e
duas espécies de dicotileddneas. Observou que o padrao de banda~-
-C obtido para cada espécie coincidia com as regides heterocroma
ticas (segmentos-H). Em TAalllium grandifforum houve coincidéncia
entre a localizagao das bandas-C com os segmentos heterocromati-
cos revelados pelo tratamento a frio. Nas sete espécies investi-
gadas, SCHWEIZER (1973) observou similaridades entre o padrao de

bandas luminescentes, bandas-Q, com as bandas~C, densamente cora

das pelo Giemsa.

Diversos estudos comparativos, entre espécies relacio-
nadas ou apenas entre espé&cies do mesmo género, foram desenvolvi
dos através de técnicas de bandamento cromossomico, preferencial

mente, com agquelas usando o Giemsa como corante.

MARKS & SCHWEIZER (1974), trabalhando com algumas espé
cies de Anemone L. (Ranunculaceae) verificaram uma variagao inte
respecifica no padrao de bandas-C. Constataram tambdm gue as es-
pécies do velho mundo apresentavam um padrao de bandas diferente
dagquelas do novo mundo. Estas Ultimas, inclusive, eram caracteri
zadas por apresentar maior quantidade de heterocromatina e maior

nimero de bandas por conjunto cromossdmico.

Com o emprego de técnicas de bandamento-C em espécies
cultivadas e selvagens de Hoideum (cevada), VOSA (1976a) confir-

mou a situagao de alotetrapldide de Hoadeum mustinum © de H., se-

cafinum,

Nas espécies do género AlZLium, VOSA (1976b), com o em-
prego de bandas-Q e -C pOde observar estreitas relagoes de afini
dades entre as espécies do grupo "paniculatum". Concluiu, pelo

padrac de bandas-C dos caridtipos montados, que a espécie A. ca-
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adnatum, um tripléide natural, teria se originado de A. pulchef-
fum e que a espécie A. olenraceum seria um tetrapldide surgido a
partir de A. panicufatfum, mais precisamente, do cruzamento de

duas formas desta espécie.

As técnicas de banda-C também vém sendo utilizadas na-
queles vegetals cultivados, com o interesse de melhor caracteri-
zagao doOs Cromossomos para posteriores programas de melhoramen-

to.

MERKER (1973) utilizou técnica de banda-C, com suces-
$0, na demonstracao dos cromossomnos envolvidos no hibrido Talti-
cale (Trniticum sp. X Secafe sp.), podendo inclusive identificar
os cromossomos de Traificum durum cv. Nugget por seu padrao pecu-
liar de bandas centroméricas e de Secale sp. por suas bandas ex-

clusivamente teloméricas.

Segundo WEIMARK (1974) as técnicas de bandas-C permi-
tem uma informacac mais precisa sobre gquails os cromossomos gue
sao eliminados na formagdo do Traificale e também observar melhor

as aneuploidias neste género sintético.

Com relagao as bandas-C e -Q, parece haver coincidén-
cia entre o padrao e ocorréncia de ambas. Porcdes cromossdmicas
que exibem intensa fluorescéncia no cromossomo humano Y quando
tratado com quinacrina, também apresentam uma notavel coloracdo,

mais escura, com o Giemsa (LEJEUNE, 1973).

SCHWEIZER (1973), VOSA (1976b) e MEHRA & FOGCLE {1982)
encontraram similaridades entre a ocorréncia das bandas~C e -0
nos materiais estudados, respectivamente Thriflium ghrandifforum,

Scikbla sibirnica e Phlox drummondii.
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Contrariamente a estas observagdes, KONGSUWAN & SMITH
(1977), demonstraram ndo haver correspondéncia de bandas-C e -0

nos cromossomos de Lifium grand{fLorum.

Muitas das técnicas de bandas-C empregadas em vegetais
sao, na verdade, modificagdes que cada autor introduziu nos pro-
cedimentos de SUMNER (1972), que utiliza o método BSG, no senti-

do de melhor adaptagao do método ao material utilizado.

Entre os vegetais utilizados para o bandamento-C estio
os cereais (STACK & CLARKE, 1973a; GODIN & STACK, 1975 e YEN &
FILION, 1977), algumas plantas bulbosas (STACK & CLARKE, 1973 b;
VOSA, 1970, 1973a, 1973b e 1979; CHINNAPPA & MORTON, 1978), algu
mas Ranunculaceae (= Helleboraceae) (MOUTSCHEN & GILOT-DELHALLE,
1973; MARKS & SCHWEIZER, 1974) e outros. Em todos os casos o in-
tuito fol para a caracterizacgao de seus cromossomos para estudos
comparativos ou para o estabelecimento de relagdes interespecifi

cas (FILION, 1974; MARKS & SCHWEIZER, 1974; GILOT-DELHALLE of at.,

1976 e VOSA, 1976a e 1976b).

A maioria destes trabalhos estd restrita a plantas que
apresentam cromossomos grandes (comprimento maior que 10 microme
tros}. Todavia, os resultados obtidos por STACK & CLARKE (1973a)
em Plantago {nsularis L., MOK & MOK (1976) em Phascofus vulgards
L., GOSTEV & ASKER (1979) em diversas espécies de Safvia, em Ro-
sa damascena e em algumas espécies de alguns géneros de Apiaceae
e SOLTIS (1982) com alguns géneros de Saxifragaceae provaram a
validade das técnicas Qe bandament0wc para vegetais com cromosso

mOS peqguenos.

Por sua vez, as denominadas técnicas de bandamento-G

incluem-se também entre aquelas que usam o Giemsa como corante.
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Originalmente descritas por DUTRILLAUX ¢t af. em 1971,
o procedimento para a obtengao de bandas~G utiliza enzimas como
a pronase, a protease, a ¢ quimiotripsina e a tripsina. SHIRAI-
SHI & YOSIDA (1972) demonstraram que sais como a uréia tambén in
duziam a formagao de bandas-G nos cromossomos metafisicos. KATO
& MORIWAKI (1972) observaram também que solugoes de sais com pH
alcalinos, desnaturantes proteicos ou detergentes sao capazes de
produzixr noOs cromossomos estruturas semelhantes 3s bandas-G, o
mesmo se dando com a utilizagao de permanganato de potassio (UTA

KOJI, 1972) e bissulfatos oxidados (UTAKOJI, 1973).

Os experimentos positivos gue se tem com bandamento-G

estao restritos na sua maioria, a cromossomos animais.

De acordo com GREILHUBER (1977), os cromossomos vege-
tais nao apresentam padrdes de bandas-G, mesmc gquando submetidos
a procedimentos para tal, devido ao grau maior de condensagao

dos mesmos em metafase.

FILION & BLASKEY (1979) também apoiam tal idéia, porém
tais autores obtiveram prenfincios de bandas-G em algumas plantas

por eles estudadas.

KONGSUWAN & SMITH (1980) admitem a equivaléncia de ban
das~G e -Q mitdticas com a posigdo dos cromossomos em paquiteno,
em vegetalis, embora a contragao cromossdmica verificada na mito-
se dos mesmos chegue a ser até dez vezes maior do que a verifica

da nos cromossomos mitdticos de animais.

Em Pinus hresinosa, um dos poucos exemplos de bandamen-
to com enzimas em cromossomos de vegetais, DREWRY (1982), utili-
zou a tripsina e obteve estruturas coradas que identificou como

banda-G. Sua ocorréncia estaria relacionada ao tamanho dos coro-
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mossomos de P. resinosa e tambdm a um grau de contracio cromossd

mica provavelmente menor do gue aguela que 0OCOrre em CromoSSOMOS

de outros vegetais.

HA outra técnica que també&m utiliza o Giemsa como co-
rante, apesar dos resultados serem opostos dgueles obtidos pelas
técnicas de bandamento-G. De acordo com a CONFERENCIA DE PARIS
(PARIS CONFERENCE, 1971), este método & denominado de Coloragao
Reversa de Giemsa e as bandas resultantes por R. S3o assim denomina
das por estarem localizadas precisamente nas regides cromossomi-
cas gue nao se coram pelos procedimentos de bandas-G e que, por-
tanto, permanecem claras (SCHNEDL, 1974). S3o distintas das ban-
das-G por se originarem de um método gue envolve a denaturacgao
controlada & quente em meio Earle e ainda a temperaturas eleva-

das.

Segundo DUTRILLAUX (1973a), este tipo de bandamento pro
duz resultados mais regulares que aqueles oriundos de técnicas-G,

sendo igualmente o reverso das bandas fluorescentes.

Outro método para o estudo da diferenciacao longitudi-
nal dos cromossomos € aguele que promove a formagao das bandas-R.
Elas foram obtidas por SCHWEIZER (1976) em cromossomos metafisi-
cos humanos, de Vicia faba, de Scdilfa sibenica (= S. sibirica) e
de Orndthogalum caudatum com o emprego dos éntibiéticos cromomi-
cina A3 (CMA), actinomicina D e 4-6-diamino-2fenilindol (DAPT) ;
estes dois 0iltimos em associagao (AMD/DAPI). Resultados simila-
res em cromossomos metafasicos mitdticos de S. siberica e 0. cau
datum, foram alcangados por este autor posteriormente (SCHWEIZER,
1977) com © uso de cromomicina Ay em combinagaoc com a enzima

DNAse I.
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Por modificagoes da técnica inicial de banda-R, quer
acidificando o meio ou adicionando o Giemsa como reagente, DU~
TRILLAUX (1973b) obteve um padrdo de bandas que denominou por

bandas-T, pelo fato delas se localizarem especificamente nos teldmeros
dos cromossomos, isto €, nas regites terminais dos bragos dos
cromossomos. A vantagem do uso de tal técnica em citogendtica hu
mana estaria na possibilidade de localizagado de provaveis rear-
ranjos cromossomicos como, por exemplo, translocagoes que envol-

vem segmentos cromossOmicos terminais.

Qutra técnica, a de bandamento-N, foi originalmente usa
da numa tentativa de se distinguir as regides organizadoras do

nucléolo (NOR).

O principio da técnica para a obtencdo de bandas-N & a
utilizacgao de solugdes acidas, como o acido tricloroacdtico (TCA)
e o acido cloridrico (HCL), ou de solugdes tampio de fosfato de

sodio acidificadas (pH ao redor de 4,0) a temperaturas elevadas,

ao redor de 859C,

MATSUI & SASAKI (1973) e FUNAKI ef af. (1975) emprega-

ram esta técnica em cromossomos metafasicos de alguns mamiferos
e de alguns vegetais, observando forte correlagao entre os si-
tios corados positivamente pelas bandas-N com os organizadores

do nucléolo.

GERLACH (1977) semelhantemente, aplicou o método de
bandas-N em algumas espécies de trigo e obteve um padrio de ban-
damento no qual nao havia coincidéncia com as regides organizado
ras (NOR}. Os resultados obtidos, no entanto, foram interessan-
tes e por meio dessa técnica, o autor pdde, comparando os carido-

tipos. das espécies analisadas, observar estreita correlagaoc en-
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tre o genoma B do trigo hexapldide 'Chinese Spring' (Thiticum

aestivum) com o trigo tetrapldéide T. dicoccodides.

Por fim, GOODPASTURE & BLOOM (1975) descreveram uma me
todologia para coloracao seletiva das regides organizadoras do
nucléolo (NOR}, utilizando cromossomos humanos em metifase. 0
principio desta técnica & a impregnacgdo pelo nitrato de prata
(Ag NO3) seletivamente, seguida pela oxidagao do mesmo. De acor-
do com BLOOM & GOODPASTURE (1976), um aumento de tempo na exposi
cao do material a@ solugac de nitrato de prata permitiria a im-
pregnagao de outras &reas cromatinicas, tais como as centroméri-
cas, podendo acontecer equivaléncia com o padrao de bandas-C e

bandas~G.

Pesquisas foram realizadas utilizando-se antibidoticos
na indugao de diferenciagac morfoldgica em Cromossomos. Cromosso
mos metafasicos humanos tratados com daunomicina e nogalomicina
mostraram padraes de bandas luminescentes, principalmente, guan-
do submetidos & droga daunomicina, as quais receberam a denomina

¢ao de bandas-D (LIN & SANDE, 1975).

O padrao de bandas produzidas pelo emprego de antibid-
ticos pode ser coincidente com aqueles obtidos pelo uso de guina
crina, como em cromossomos humanos (SCHWEIZER, 1976}, ou com as

bandas—-R como em alguns vegetais ou em cromossomos humanos (SANDE

et al., 1977; SCHWEIZER, 1977).

O mecanismo de bandamento cromossOmico & discutivel, No
caso das bandas-Q, o0 mecanismo que opera na produgac desses seyg-
mentos luminescentes parece estar relacionado com a ocorréncia
de DNA satélite rico em A-T (ELLISON & BARR, 1972; SCHNEDL, 1974;

COMINGS ef af., 1975 e COMINGS, 1978).
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De acordo com COMINGS et alf. (1975), a interacgao do
DNA com proteinas nao histbnicas e o grau moderado de condensa-
cao da cromatina estariam implicados no bandamento. A quinacrina
e a droga guimica Hoechst 33258 ligam-se por intercalacao as ba-
ses do DNA sendo que a quinacrina & duas vezes mais sensivel a

composicac de bases do DNA, no bandamento, que o Hoechst 33258

(COMINGS e¢f af,, 1975; COMINGS & DRETS, 1976).

Quanto ao bandamento-C ha idéias de que: (1) o mecanis
mo essencial seja dado pela denaturagao e renaturagao  diferen-
cial das hélices de DNA, induzidas por solugdes alcalinas e tem-
peraturas controladas (YUNIS & YASMINEH, 1973); (2) ocorra reten
¢ao de DNA nas regioes bandadas e perda de DNA nas regides  nao
bandadas, sendo, portanto, uma extra¢ao preferencial de DNA {LUBS
et af,, 1973; COMINGS, 1978); e (3) gue este mecanismo este’ja
associado a perdas de proteinas histdnicas conforme demonstrado

por COMINGS (1977) e BURKHOLDER & DUCZEK (1980b).

Para HOLMQUIST (1979) o mecanismo de banda-C envolveria:
(1) a depurinacgao; (2} a denaturacao; (3) guebra da ligagao acl
car-fosfato (B-eliminagdo); (4) eliminacdo dos fragmentos soltos
de DNA e (5) coloragao do DNA remanescente retido em maior quan-

tidade nas regiodes heterocromaticas.

Segundo DUTRILLAUX (1973a), o mecanismo de bandas-G se
ria, também semelhante ao bandamento-C, baseado na denaturagao e

renaturagao preferencial da dupla hélice de DNA.

Estudos de microscopia eletrdnica em cromossomos — hao
tratados com tripsina e em cromossomos tratados com esta enzima,
mostraram gue a cromatina dos primeiros era densamente uniforme

e nos Ultimos nao, aparecendo estruturas de bandas (COMINGS,1977).
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Segundo o autor, uma vez gue nenhum corante foi usado, a tripgi-
na, provavelmente agiu modificando a estrutura da cromatina da-

quelas regioces originando estruturas de bandas-G.

COMINGS (1978) propds uma associagdo entre regides de
bandas-G com regioes ricas em bases repetitivas do tipo A-T, as

quals seriam mais resistentes a capacidade de digestio da tripsi

na.

BURKHOLDER & DUCZEK (1980a), examinando o efeito de
agentes empregados no bandamento-G, observaram que a fixacao do
material em solugao 3:1 de Alcool e icido acético extrairiam gran
de guantidade das proteinas histonicas. Os tratamentos com sais
(NaCl e SSC) e especialmente uréia extraiam uma quantidade nio
muito grande de proteinas ndo histonicas e que finalmente, a
tripsina digeria, porém sem retirar, proteinas associadas ao DNA.
0Os autores observaram apenas residuos digeridos de proteinas na

cromatina, nao especificando qual o tipo proteico.

BUYS & OSINGA (1982) sugeriram uma associacdo entre ex

tragcao preferencial de DNA com a ocorréncia de bandas-G.

As bandas-R estao localizadas em regides cromossdmicas
onde had riqueza de contelido de G-C. Experidncias com anticorpos
anti-C (anticitidina) demonstraram a similaridade do padrao de
bandas obtidas por este processo com agueles padroes de -R {MIL~
LER et al., 1973). De acordo com SCHNEDL (1974) as regices ricas

em G-C seriam mais resistentes 3 denaturacio,

COMINGS & AVELINO (1975) sugeriram gue o bandamento-R
resultaria de denaturagao seletiva de proteinas nio histdnicas
das regioces de interbanda-R. As proteinas denaturadas recobri-

riam os grupos fosfatos do DNA mais eficientemente do gue aque-
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las nao desnaturadas, inter ferindo desta forma no modo de liga~

¢ac do corante aos grupos fosfatos.

Alguns antibidticos como a olivomicina, a c¢romomicina
A; e a mitramicina mostraram ligagdo especifica com regibes ri-
cas em G-C (SANDE et af., 1977). Estas regides estariam sendo
protegidas pelo antibidtico gquando expostas a enzimas digestivas

tipo DNAse I (SCHWEIZER, 1977).

Uma outra explicacgao para o mecanismo de bandas-R, com
plementando a.idéia anterior, seria de que o DNA denaturado, ri-
co em A-T gue ocorre nas bandas-G, seria parcialmente extraido
pela temperatura enquanto gque o DNA nas bandas-R (interbandas—~G)

nao sofreria esta extracio (COMINGS, 1978).

FUNAKI ef af. (1975) sugeriram que as proteinas nao

histdénicas estariam envolvidas no mecanismo do bandamento-N.

GERLACH & PEACOCK (1980) notaram a correspondéncia de
bandas-N com a localizagao do DNA satélite, sendo que as seqlién-

cias repetitivas supostamente seriam GAA e GAG.

JEWELL (1981) observou em cromossomos de Taiticum aes-
tivum cv Chinese Spring e de Secale cercafle que a variagao no pH
da solugao e a temperatura alteravam o padraoc de bandas-N dos

Cromossomos.

BLACK & ANSLEY (1964) estudando o mecanismo de impreg
nagao da prata em solugio amoniacal nos cromossomos das glandu-
las salivares de dipteros, conclulram que as protelnas histdéni-
cas estavam diretamente envolvidas, principalmente aquelas ricas

em lisina.

A técnica de impregnacdo pela prata, utilizada por
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G OODPASTURE &}ﬂIDMJ{1975), - agiria seletivamente nas regides orga-
nizadoras do nucléolo (NOR) estando relacionada com a localiza-
cao de cistrons ribossSmicos 18 s e 28 s. De acordo ainda com
estes autores, o uso de DNAse nac afetaria o padrao de impregna-
gao pela prata, mas o uso de enzimas como a tripsina eliminaria
toda a impregnagao, sugerindo que a composigao de bases do DNA

nao seria um pré-requisito para a obtencao de bandas NOR.

Mais recentemente, MEDINA et af. (1983) observaram que
a creomatina descondensada da regifdo organizadora do nucldolo es—
tava impregnada de grao de prata. Notaram também que o emprego
de agentes inibidores da sintese do RNA ribossdmico, n3o afetava

a estrutura impregnada pela prata.

O mecanismo que opera na produgao de bandas, utilizan-
do-se os antibidticos, & varidvel. Alguns operam por inibicao de
sintese de DNA, complexando-se com este (WARD et al., 1965), con
tendo especificidade para as regides A-T, como acontece com o
DAPTI e a AMD/DAPI (SCHWEIZER, 1976) ou com regioes G-C, como & o

caso da mitramicina e olivomicina (SANDE et af., 1977).

Estudos comparativos entre os padroes de bandas-G, -Q
e ~R revelam que as bandas vivamente coradas apds denaturacao
controlada e a quente (-R) correspondem ds bandas fluorescentes
pela técnica da quinacrina (-Q}, bem como aos segmentos nao cora
dos, mais intumescidos revelados pela digestao proteolitica (DU-

TRILLAUX, 1973a).



48

3. MATERIAL E METODOS

3.1. PROCEDENCIA DO MATERTAIL E COLETA

As espécies aqui estudadas sdo dipléides, 2n=22 Cromos
somos e autoincompativeis. Estd3o representadas na colecao de
plantas da Segdao de Genética, no Centro Experimental de Institu-
to Agrondmico, Campinas (IAC), possuindo cada uma um nimero pro-

prio de introdugdao que as identifica.

Foram utilizados na pesquisa endospermas de frutos em
desenvolvimento de alguns exemplares das espécies Coffea dewe~

vied raga excelsa Chev. e de (. racemosa Lour. como segue:

C. dewevredi raga excelfsa Chev. (o café excelsa) planta
nimero 63 & oriunda de Java, de onde veio como estaca. As demais
plantas, 766, 6 e 4 tém a mesma procedéncia da anterior, porém
nascidas agui no Brasil de sementes tendo, portanto, gendtipos
diferentes. Todas essas plantas viefam da colegao do Horto de

Rio Claro onde passaram o periodo de quarentena e crescimento,.

C. facemosa Lour. plantas de nlmeros 1193-3-2 e 1194~
2-10 sao origindrias de Mocambique de onde vieram como Sementes.
Além desses dois espécimes, foram utilizadas outras plantas e
que sao conseqliéncia de cruzamentos orientados entre diferentes
introdugoes de C. racemosa, como H6391, H6590, H6593, H6595,

H6608, H6609, H6611, H6612 e H6613.

C. dewevrei raga excefsa Chev. estd representada no
herbario UEC (Universidade Estadual de Campinas) como  exsicata

nimero 29.662 e C. racemeosa Lour., como exsicata de nimero 29.665.
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Inicialmente, houve necessidade de se realizar alguns
testes para se determinar: (l) gqual o tamanho ou qual a regiao
do endosperma que apresentava maior atividade mitdtica e, mais
precisamente, maiof gquantidade de células em metafase; e (2) se
a queda da temperatura, em condigoes de campo, interferiria con-
sideravelmente na quantidade de células em divisdo do endosperma.
Para tal, utilizaram-se endospermas coletados e fixados da plan-
ta n? 63 de (. dewevrel raga excelsa e que foram separados na
andlise, pelo tamanho, regido e temperatura de coletas. Esta
planta foi escolhida pela facilidade de obtengdo de frutos imatu

ros, O gue ocorre praticamente o ano todo,.

Os endospermas foram medidos e, de acordo com o seu

tamanho, agrupados em trés conjuntos que foram determinados arbi

trariamente:

Al ~ PEQUENO - endospermas entre 1 a 4 mm;

A, - MEDIO - endospermas entre 5 a 6 mm;

A3 — GRANDE - endospermas entre 7 a 10 mm.

As medidas foram tomadas a partir da base, onde ge en-
contra o embrido, indo at& a extremidade oposta a este. Foi ado-
tado esse padrao de medida porque o endosperma, segundo sua for-

ma, & uma estrutura que pode ser arrendondada ou ovado-oblonga e

achatada dorso-ventralmente.

Os endospermas com o comprimento igual ou superior a
10 mm ja apresentavam um endurecimento tecidual, conseqliéncia do
depdsito de celulose e hemi-celulose na parede celular, além do
aumento da ocorréncia de esclerideos na pelicula prateada que re

cobre o endosperma.
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Para a andlise da regido do endosperma com maior ativi
dade mitotica os endospermas com um didmetro superior a 3 mm ti-
veram suas camadas mais externas separadas, por meioc de um egscal
pelo, daguelas mais centrais. Foram entao subdivididas em re-
gices:

B, - PERIFERICA - compreendendo as camadas teciduais

mais externas do endosperma;

B2 ~ CENTRAL

compreendendo a parte restante, isto

&, as camadas mais centrais.

Essas andlises da atividade mitdtica dos endospermas
tanto por tamanho como por regido foram efetuadas em duas tempe-
raturas médias diferentes de coletas. A primeira temperatura, de
nominada coletas em dias quentes, foi ac redor de 27¢C e a segun
da, denominada coleta em dias frios, foi ao redor de 11eC. Para
uniformizar as condigoes, procurou-se efetuar as coletas no mes-
mo periodo quanto a hora do dia, o gue ocorreu entre 8 e 9 horas
da manh&. As temperaturas foram fornecidas pela segao de Climato

logia (IAC).

As laminas preparadas dos endospermas com as variaveis
de tamanho e regiao foram analisadas ao microscdpio Optico onde
campos aleatorios foram tomados. Nesses, contou-se o niimero de
células em metafase, o nlmero de células em processo mitdtico e
o numero total de células no campo. Foram preparadas 32 laninas
para cada tamanho, regiao de endosperma e nas duas temperaturas
de coletas, sendo que uma média de 108 células por l3minas foram

contadas.

Os valores reais em porcentagem obtidos de células em

- VA
metafase nessas amostras foram transformados em arco seno

100
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de acordo com STEEL & TORRIE (1980) onde x &€ o nlimero de células

na metA Ffase.

Nos casos em gue o numero de células em metifase foi
igual a zero (0%), este foi substituido por 7%;, onde n correg-
ponde ao nimero total de c&lulas analisadas em cada lamina de en

dosperma.

Essa transformagao foi utilizada porque, de acordo com
STEEL & TORRIE (1980) e GOMEZ & GOMEZ (1984) & a mais apropriada

para os dados expressos em porcentagem.

Na anadlise de variadncia dos dados transformados foi
feita a decomposigao dos tratamentos e dos estudos de efeitos de

temperatura, tamanho e da interacgao tamanho x temperatura.

Para a comparagac entre as médias dos trés tamanhos de
endospermas, utilizou-se o teste de Tukey a nivel de 5% de proba

bilidade. O efeito da temperatura foi verificado pelo teste F.

No caso dos endospermas divididos em camadas (regides)
aplicou-se o teste-t (Student's t test) para verificar a signifi
cancia das diferencas encontradas entre as médias quanto aoc name

ro de células em metifase.

ApbOs os resultados obtidos dessa anidlise inicial, fo-
ram coletados ramos com frutos imaturos de C. deweviei raca ex-
cefsa das plantas de numeros 4, 6, 63 e 766 e de C. hracemosa das
plantas de nimeros 1193-3-2, 1194-2-10. H6391, H6590, H6593, H6595,
H6608, H6609, H661ll, H6612 e H6613. A seguir, os endospermas fo-
ram extraidos e selecionados para a fixacao e posterior utiliza-

gao nas diferentes técnicas experimentadas de bandamento.

Além dos endospermas de café, pontas de ralzes de Hip-
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peasthum psittacinum Herb. (Amaryllidaceae) foram também coleta-
das para servirem de controle em algumas té&cnicas de bandamento,
juntamente com os endospermas, porque esta planta bulbosa tem
cromossomos bem maiores, cujas ralzes ddo preparactes citoldgi-
cas excelentes. H, psitfacinum pertence a coleciao de plantas da

Secao de Floricultura e plantas Ornamentais do IAC.

3.2. PRE-TRATAMENTO E FIXACAO DO MATERIAL

Todos os endospermas coletados foram submetidos a uma
solugao hipotdnica de KCl (cloreto de potdssio) na concentracao
de 0,075 M por 1 a 2 horas a 0°C aproximadamente, a fim de se

promover maior turgor celular o que possibilita um melhor espa-

lhamento cromossdmico.

As pontas de raizes de H. psdtfacinum, logo apds a co-
leta, foram colocadas em uma solugao aguosa saturada de PDB (pa-
ra dicloro benzeno) por 6 horas, a uma temperatura média de 17°C

para obtengao de contracdo cromossdmica, o que facilita estudos

de morfologia.

Seis tipos de solugao fixadora foram utilizadas para

esses materiais:

1) Carnoy, 3:1 (3 partes de &lcool etilico absoluto e

1l parte de acido acético glacial);

2) Carnoy, 3:1 (3 partes de alcool metilico absoluto

e 1 parte de acido acético glacial);

3} Carnoy 1:1 (1 parte de Alcool etilico absoluto e

1 parte de &cido acético glacial);
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4) Alcool etilico absoluto:
5) Alcool etilico 90%;

6) Acido acético 50%.

Apds a fixagéo, os endospermas foram estocados em fre-
ezer, a 1200°C negativos nas respectivas solugoes fixadoras, para
a melhor conservagao do material e as raizes de f. psittacLnum

a 4°C aproximadamente.

3.3. PREPARO DO MATERIAL PARA ANALISE ESTATISTICA E PARA O BAN-

DAMENTO

Os endospermas de (. dewewriel raga excelsa planta 63 fo-
ram submetidos a uma técnica de coloracdo com esmagamento em or-

ceina acética a 2%, segundo o procedimento rotineiro da Secao de

Citologia do IAC.

As laminas foram entiao analisadas e os dados amostra-

dos para a andlise estatistica.

As pontas de raizes de H. psittacinum, pré-tratadas
com PDB e fixadas, foram hidrolisadas em solucdo de HC1 (acido
cloridrico) 5N por 15 minutos 3 temperatura ambiente lavadas em
agua destilada. A hidrdlise & necessaria para o amolecimento da
parede celular e conseqlientemente do tecido. Apds este procedi-
mento, as raizes, juntamente com os endospermas, foram sumetidos
a uma solugao de acido acdtico a 45% durante 30 minutos a 500C.

Esta fase consiste no preparo do material para © bandamento.

As laminas foram preparadas por esmagamento do mate-
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rial, tanto dos endospermas de café como das ralzes de H. pasit-

tacinum, na mesma solugdo de dcido acdtico 45%, pressionando — se
P

a laminula contra a lamina.

Eventualmente, alguns embrices de (. dewevrei e de C.

racemosa também foram submetidos ao mesmo tratamento.

As laminulas, previamente siliconizadas para assegurar
a maior parte do material na l&mina, foram despregadas das 1ami-
nas através de um rdpido banho em nitrogénio liquido ( -1830C).
Estas laminas, contendo agora o material, passaram entao por ou-
tro banho em alcool etilico a 90% e foram secas naturalmente ao
ar. Foram estocadas por um periodo de alguns dias, a denominada
maturagao, em cubas de vidro especiais para laminas, fechadas e
mantidas a 4°C para se evitar contaminagao por bactérias, as
quais quando em grande quantidade dificultam o reconhecimento e

a analise dos cromossomos apds o bandamento.

Foram empregadas neste trabalho as té&cnicas que produ-
zem bandas-C, -G e NOR, de acordo com as diferentes metodologias
propostas por seus respectivos autores. Em algumas destas metodo
logias foi necessario introduzir modificacdes com o intuito de

melhor adaptar a técnica ao material utilizado:

3.3.1. BANDA-C:

STACK & CLARKE (1973b):

- Imersdao das laminas em solugdo tampi3o de fosfato de potas-

sio 0,12M a pH 6,8 por 10 minutos a temperatura de 940C;

~ Transfer@ncia das laminas para uma nova solucio do mesmo

tampao por 22 horas a 609C;
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Coloragao das ldminas em solugdo Giemsa diluida em tampio

fosfato de potassio na proporgao de 1/9 por 10 a 30 minutos

a temperatura ambiente:

Secagem e montagem das laminas em Euparal.

MARKS & SCHWEIZER {(1974):
Imersao das laminas em solucao de hidrdxido de bario,
Ba(OH)2 .8H2 , a 5% por 30 minutos a 500(C;
Lavagem das laminas em agua destilada;

Imersao em solugdo 2 X SSC (solugio de cloreto de sddio0,3M
misturado com solugéo de citrato de trissddio 0,03M} a pH

7,8 por 1 a 2 horas a 65°C;
Lavagem das laminas em Agua destilada;

Coloracgao das laminas, por imersdc, em solugao Giemsa diluil
da em solugao tampao fosfato S8rensen M/15, a pH 6,9 na pro

porgao 1/50 por 3 a 24 horas & temperatura ambiente;
Lavagem das laminas em agua destilada;

Secagem e montagem em DePex.

MOK & MOK (1976):

Imersac das laminas em solugdo de 2 X SSC a pH 7,8 por 30

minutos a 659C;

Lavagem das laminas em solug@o tampio de fosfato SBrensen a

pH 6,8;

Coloragao, por imersdo das l@minas, em solugdo Giemsa diluil

da em tampao S8rensen a 2% por 7 a 10 minutos:
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Lavagem das laminas em solucdo tampio S8rensen;

Secagem e montagem em Balsamo do Canada.

YEN & FILION (1977):

Imersao das laminas em solucdo de Ba (OH) , . 8H,0 na concen-

tragao de 0,07 M 3 temperatura ambiente por 20 a 60 minutos;
Lavagem das laminas em agua destilada por 5 minutos;

Imersao em solugdo 2 X SSC pH 7,8 a 60°C por 10 minutos a

2 horas;

Lavagem em agua destilada por 5 minutos e secagem natural

agQ ar;

-~ . ~

o em solugao 2% com o Giem
sa diluido em tampao fosfato S8rensen pH 6,8 por 5 a 10 mi~-

nutos;

Montagem das laminas em Permount.

CHINNAPPA & MORTON (1978):
Imersao das laminas em solugdo saturada de Ba (OH), . 8H,0 a
temperatura ambiente por 5 minutos;
Lavagem das laminas em &gua destilada por 10 minutos;
Incubagao em 2 X SSC a 559C por 10 horas;
Lavagem em agua destilada;

Imersao das laminas em solucio de Giemsa diluido em tampao
fosfato sérensen (M/15 com pH 6,9) na proporgao de 1/50 res

pectivamente, por 20 a 30 minutos a temperatura ambiente;



57

- Montagem das laminas em Permount.

3.3.2.

BANDA-G:

SHIRAISHI & YOSIDA (1972):

solugao de uréia (NH,CONH,) 8 M diluida em tampdo fosfato
S8rensen na proporg¢ao 3:1 (3 partes de uréia 8 M e 1 parte
de tampao), colocada sobre a lamina e recoberta com a lami-

nula, formando um filme sobre o material, por 10 minutos a

temperatura ambiente;
Lavagem das laminas em agua destilada;

Coloragao das laminas com solugdo de Giemsa diluido a 50 a
70 vezes em tampao fosfato S8rensen por 5 a 10 minutos a

temperatura ambiente;
Lavagem das laminas em agua destilada;

Secagem e montagem em Permount.

DUTRILLAUX (1973b):

Solugao de tripsina diluida em tampdo fosfato de sddio pH
6,8 na concentragao 0,05 mg/ml, colocada como uma pelicula
sobre as laminas e recoberta com a laminula, permanecendo &

temperatura ambiente por alguns minutos;

Coloragao do material com solugao Giemsa diluida em tamp3o
fosfato de sodio na proporgido 1/50 respectivamente, perma=

necendo alguns minutos a temperatura ambiente.
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3.3.3. BANDA-NOR (IMPREGNACAO PELA PRATA):

BLOOM & GOODPASTURE (1976):

Imersac das laminas em solugdo aquosa de nitrato de prata
(AgNOB) na concentragao de 50%, a uma temperatura de 50°C

poxr 2 a 5 horas. O pH da agua destilada utilizada nesta so-

lucao foi de 4,5 a 5,0;
Lavagem das laminas em agua destilada;

Secagem € montagem em Permount.

As solugoes utilizadas nos bandamentos cromossomico,

-G, foram preparadas como se segue:

2 X ss8C:
Solugao 0,3 M de NaCl (cloreto de s6dio);

Solugao 0,03 M de Na,C H 0, . 2H,0 (citrato de trissbdio bi

idratado).

Tampao Fosfato S8rensen pH 6,9 (M/15):

Solucao de KH,PO, (fosfato de potdssio monobasico) a 9,078
q/1;

Solugao de Na,HPO, . 10H,0 (fosfato de sbdio dibidsico decai

dratado) a 26,795 g/1.
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Tampao Fosfato de Potassio pH 6,8 (0,12 M):

- Solucgao de KH,PO,, (fosfato de potassio monobasico)a 6,804 g/1;

- Solucgao de K,HPO, (fosfato de potdssio dibasico) a 8,709 g/1.

Tampac Fosfato de Sédio pH 6,8 (0,2 M):

-~ Solugao de Nal,PO, . 1OH,0 (fosfato de s&dio monobasico de

caidratado) a 13,800 g/1;

- Solugao de Na,HPO, . 7H,0 (fosfato de sbdio dibasico  hep-

taidratado) a 26,795 g/1.

As solugoes cémponentes dos respectivos tampdes e do
2 X 8sC foram preparadas separadamente, diluidas em agua destila
da, e misturadas em proporgoes iguais para posterior uso. O pH
foi medido em pHmetro Mettler. Eventualmente foi utilizado o pa-
pel de pH Merck, art. 9556 e art. 9557 com escala entre 5,4 a

7,0 e 6,4 a 8,0 respectivamente.

As solugoes preparadas foram utilizadas no mesmo dia,
preferencialmente ou no dia seguinte, sendo ent3o conservadas a
4oC, e wvedadas para evitar provaveis contaminacoes. O pH de cada

solugao fol medido novamente antes do uso a temperatura ambiente.

Apds o bandamento, as laminas permaneceram de 1 a 3
dias secando naturalmente sendo submetidas apds esse tempo e por
um minuto a um jato frio de ar, para retirar a possivel umidade
ainda persistente e o maximo de particulas de poeira que houves-
sem se acumulado nas l3minas, sobre o material, dificultando sua

visualizagdo ao microscdpio Sptico.
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A montagem permanente das laminas foi feita com Per-

mount Fisher.

Cerca de 2.000 laminas de endospermas de C. deweviedl e
C. nacemosa foram selecionadas para analise apds os diversos pro
cedimentos de bandamento, além de 80 outras de H. padftacdinum
que foram usadas, juntamente com os endospermas, em algumas téc-

nicas e variagoes de barnidamento.

As melhores cé&lulas, com cromossomos bandados, foram
documentadas por Fotomicroscopio ZEISS, em contraste de fase. Os
cromossomos destas células fotomicrografadas foram também dese-
nhados em camara clara e esquematizados para posterior execucgao

dos ideogramas.

Para efeito de melhor visualizagao e comparagao dos re
sultados obtidos com o emprego das técnicas de bandas-C, de trip
sina e da impregnacac pela prata, foram elaborados esquemas mé-
diog dos cromossomos para cada espécie e para cada técnica de
bandamento, mostrando as variagoes encontradas. Os esquemas fo-
ram obtidos aumentando-se em 2,5 vezes o valor médio do - compri-

mento total de cada cromossomo, dos ideogramas, bem como das res

pectivas bandas.

Além das técnicas de bandamento cromossdmico C, G e
NOR, 40 laminas foram preparadas com os endospermas de C. dewe-
vheld e C.racemosa e submetidas ao procedimento de coloragao pelo

método de Feulgen.

A metodologia foi a seguinte:

- endospermas retirados das solugoes fixadoras e colocados em

solugao de HCl (dcido cloridrico) 5N por 15 a 30 minutos &
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temperatura ambiente;
- Lavagem diversas vezes do material em Agua destilada;
- Coloragao no reativo de Schiff por 1 a 2 horas;

- Preparo das laminas em orceina 1%.

Utilizou-se também uma modificagao para melhor adapta-
cao do mé&todo ao material. As l3minas, com os endospermas ja es-
magados, foram submetidas a um filme de HCl 5N pelo mesmo tempo
anteriormente descrito. Os passos seguintes da técnica foram tam
bém seguidos. Esta modificacao tem a vantagem sobre a original
porque a camada de tecido que & exposta 3 técnica de coloracio
& muito mais fina, reduzindo-se a algumas poucas ou somente a uma

camada de células e que permite melhor a acac das drogas no teci

do.

Algumas laminas contendo endospermas em divisio, foram

submetidas a coloragdo Giemsa somente. Esta coloragio foi feita

com o Giemsa diluido em tampao fosfato S8rensen 1/150, por 8 ho-

ras.
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4. RESULTADOS

4.1. ATIVIDADE DOS ENDOSPERMAS

A andlise da varidncia dos dados transformados (QUADROS
II e TII) mostrou nao haver diferenga significativa, pelo teste-
F, entre o0s tamanhos ou entre as temperaturas de coletas, guan-
do se observa a atividade mitdtica dos endospermas. Isto indica
gque a gueda da temperatura, em condic¢coes de campo, ao redor de
1lec, nao afetou significativamente essa atividade dos endosper—-

mas de C. dewevaed, planta 63 mais precisamente, a quantidade de

cédlulas na metifase.

Pode-se observar também, que ndo houve interacdo signi
ficativa entre temperaturas de coletas e tamanhos de endospermas
(QUADRO TV} . Isto indica que o comportamento dos tamanhos dos en
dospermas de C. dewevied, planta 63, foi semelhante nas duas tem
peraturas (QUADRO IV}. Aplicou-se o teste de Tukey a nivel de 5%
de probabilidade para comparar a média de tamanhos. Verificou-
~-se, por este teste, que os endospermas pequenos diferiam dos'eg
dospermas grandes e os endospermas médios se situavam em uma po-
sicao intermedidria, n3o diferindo dos dois tamanhos de endosper

mas mencionados.

0 valor da média de células em metdfase encontrado nas
camadas periféricas foi igual a 1,65 e nas camadas centrais, 0,5l.
Pelo teste-t, a diferenca entre as duas médias foi significativa
ao nivel de 5% de probabilidade. A maior atividade de divisao ce
lular nos endospermas de C. dewevied, planta 63, estd nas cama-

das periféricas, em relacdo As centrais.
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QUADRO IT = Dados sobre a atividade mitdtica nos 3 tamanhos de endospermas  (pe
queno, médio e grande) coletados em 2 temperaturas diferentes, com
o valor real da porcentagem de células em metafase (%) e o respec—

tivo valor transformado em arco seno v% .

DIAS QUENTES DIAS FRIOS
PEQUENO MEDIO GRANDE PEQUENO MEDIO GRANDE
3 arcjr__%sen g ar‘C}__%gen g arc %sen g &C %sen o arcf%sgn g QIC i gggzn
3 9,98 1 5,74 0 2,87 1 5,74 0 2,81 0 2,87
2 8,13 1 5,74 0 2,81 1 5,74 3 9,98 1 5,74
1 5,74 2 8,13 6o 2,81 3 9,98 0 2,87 0 2,63
1 5,74 1 5,74 0 2,87 1 5,74 60 2,81 0 2,87
3 9,98 0 2,69 0o 2,87 1 5,74 1 5,74 0 2,75
2 8,13 1 5,74 0 2,75 2 8,13 0 2,87 1 5,74
0 2,69 0 2,69 1 5,74 0 2,63 0 2,81 1 5,74
0 2,69 2 8,13 o 2,87 6 2,81 2 8,13 1 5,74
o 2,75 1 5,74 o 2,81 1 5,74 1 5,74 1 5,74
1 5,74 1 5,74 o 2,87 0 2,87 1 5,74 0 2,81
1 5,74 4 11,54 o 2,81 2 8,13 1 5,74 0 2,87
0 2,75 2 8,13 1 5,74 0o 2,87 1 5,74 0 2,81
2 8,13 0 2,81 4 11,54 1 5,74 2 8,13 0 2,87
0 2,69 0 2,75 1 5,74 2 8,13 2 8,13 0 2,75
0 2,81 1 5,74 0 2,81 1 5,74 2 8,13 0o 2,81
3 9,98 0 2,81 0 2,81 1 5,74 0 2,81 ¢ 2,87
0 2,81 0 2,87 0 2,81 0 2,75 0 2,75 1 5,74
0 2,75 0 2,69 0 2,75 0 2,81 0o 2,69 1 5,74
0 2,75 0 2,87 o 2,87 1 5,74 4 11,54 0 2,81
1 5,74 1 5,74 0 2,69 0 2,87 1 5,74 4 11,54
1 5,74 1 5,74 0 2,75 1 5,74 0 2,69 0 2,69
2 8,13 o 2,87 o 2,75 4 11,54 0 2,87 1 5,74
3 9,98 0 2,75 0 2,63 2 8,13 0 2,69 0 2,81
o 2,75 2 8,13 0 2,69 2 8,13 6 2,81 1 5,74
4 11,54 0 2,87 ¢ 2,75 1 5,74 1 5,74 0 2,87
0 2,87 2 8,13 1 5,74 0 2,81 0 2,87 0 2,87
0 2,69 1 5,74 1 5,74 0 2,87 0 2,81 1 5,74
o 2,69 0 2,75 i 5,74 0 2,87 0 2,81 1 5,74
1 5,74 0 2,87 1 5,74 4 11,54 2 8,13 2 8,13
1 5,74 1 5,74 o 2,87 1 5,74 0 2,81 0 2,81
0 2,69 0 2,69 1 5,74 3 9,98 1 5,74 0 2,81
3 9,98 0 2,81 0o 2,81 2 8,13 0 2,87 0 2,87




QUADRO IIT - Andlise da varidncia dos dados

formados em arco seno V% :
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sobre a atividade mitotica trans—

CAUSA DE VARTACAO G.L. S.Q. 0. F
Temperatura 1 2,22 2,22 0,37 M¢
Tamanho 2 98,24 19,12 8,21 *
Temperatura X Tamanho 2 1,40 0,70 0,11 18
Erro 186 1112,68 5,98

Total 191 1214,54

it

ns

*
il

média geral m = 4,87

coeficiente de variagao

CvV = 50%.

nao significativo, pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade.
significativo, pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade.

QUADRO IV - Média das celulas metafasicas nos trés tamanhos de endospermas nas

duas temperaturas de coletas:

Temperaturas: Media dos tama-
Tamanhos : Quente (27¢C) Fria (11eC) pnggitﬁzsf tem-
Pequeno 5,57 5,90 5,7 a
MEdio 4,91 4,86 4,89 ab
Grande 3,80 4,16 4,98 b
Media de temperatura nos
3 tamanhos: 4,76 4,97

Médias seguidas da mesma letra n3o diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.

d.m.s. (Tukey, o = 0,05) = 1,02,
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4,2, FIXACAO DO MATERIAL

O emprego de solugoes fixadoras somente em &lcool eti-
lico absoluto ou mesmo a 920% revelaram-se inadequadas para a es-
tocagem do material. Os endospermas fixados nestas solugoes, apds
um periodo de tempo que variou de 6 a 12 meses, apresentaram en-

durecimento tecidual além do escurecimento do mesmo em lamina.

As solugées fixadoras tipo Carnoy, isto &, mistura de
dlcool etilico e acido acé@tico, ou Acido acético a 50% foram as

melhores, para a estocagem do material e preservacido dos mesmos

para uso posterior.

4.3, BANDAMENTO CROMOSSOMICO

Como pode ser observado pelas FIGURAS 2 e 8 (FOTO A) a
coloragao usual de orceina a 2%, nd3o fornece muitos dados para a
caracterizacao morfoldgica dos cromossomos. Neste caso, a célula

fotomicrografada foi do endosperma de C. dewevred raca excelsa,

usada como ilustracéao.

Os resultados obtidos com as modificacdes nas metodo-
logias do bandamento-C, -G e NOR (impregnacdo pela prata) estdo
sumarizadas nos QUADROS V, VI, VII e VITI. O resultado de cada
modificacao fol simbolicamente representado pelos sinais positi-
vo(+) e negativo(-), significando formagéo ou nao de bandas. Foi
considerado com o sinal negativo: 1) as bandas eram claras de~-
mais e quase imperceptiveis, nado sendo possivel distingui-las com

nitidez; 2) os casos onde a coloragido dos cromossomos além  de
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homogéneas foi muito intensa.

A caracterizagdo e a classificacdo dos cromossomos em
grupos fol de acordo com o padraoc de bandas apresentado, isto &,
de acordo com o nimero e a posicao das mesmas ao longe dos cro-
mossomos . Além do padrao das bandas, foi utilizado como critério

para o agrupamento dos cromossomos, o comprimento dos mesmos.

Em muitos casos, nao foi possivel identificar segura-
mente o local exato da constrigdo centromérica porque, pelas téc
nicas de bandamento, este local se apresentava com a mesma cor
palida dos segmentos cromossdmicos nao bandados. A sua determina

¢ao, portanto, seria de carater subjetivo e muito imprecisa.

O .. numero de . grupos cromossdmicos para

cada célula do endosperma @ 11, contendo até 3 cromossemos por
grupo, isso porque o endosperma & tripldide com 3n=33 cromosso-

mos apresentando portanto, 3 hombSlogos por grupo.

Certas células, a despeito de estarem com o nimerc de
cromossomos incompleto (31 ou 32 cromosscomos), foram incluidas e
montados seus ideogramas, porque foram as {inicas células obtidas

atraves do emprego da respectiva modificaco.

A numeragao, colocada logo acima dos grupos de cromos-—
somos nas células esquematizadas, foi particular para cada ideo-
grama, obedecendo a graduagao decrescente no comprimento total dos
Cromossomos. A0 se comparar os ideogramas, dentro da mesma metodologia (~C,

-G ou NOR) nao pdde ser cbservado qualquer correspondencia norfoldgica rigi-

da entre 0s respectives grupos numerados de um ideograma com outro ideograma.

Para fins comparativos, quanto 3 posig¢do do centrémero,

da constrigao secundaria e satélite, foram utilizados o ideogra
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ma proposto por KRUG (1934), para C, dewevxrei raga excelsa, e o
esquema e ldeograma médios propostos por BOUHARMONT (1959 e 1963)

para as espécies do género Coffea, indicados por niimeros abaixo

de cada grupo.

Os resultados de cada técnica empregada para cada espé
cie, estao agrupados em um esquema comparativo, onde as bandas
mais comuns aos ideogramas obtidos est3o evidenciadas por aste-

riscos.
4.3.1. BANDA-C:

4.3.1.1. Cogfea dewevaed raca excelsa

O emprego das metodologias que promovem o bandamento-C,
como originalmente propostas por STACK & CLARKE (1973b), MARKS &
SCHWEIZER (1974), MOK & MOK (1976), YEN & FILION (1977) e CHINNA

PPA & MORTON (1978) nao foram adequadas para 0s Cromossomos do

endgsperﬁéméé”ééfé”ffbfomé;”ﬁiébéA”é).

As modificagoes da técnica de MARKS & SCHWEIZER (1974)
introduzidas na metodologia de banda-C e aqui denominadas por Ty,
TS’ T9, Tl4’ TlS’ T16' T17 e T25(QUADRO V) foram as Unicas que

deram resultados razoaveis e promoveram uma diferenciacido longi-

tudinal ao longo dos cromossomos (FIGURA 8).

Os esquemas dos cromossomos bandados obtidos referem-—
-se ds plantas de (. deweviedi de nlimeros 63 e 766. Analisando-os
(FIGURAS 3, 4, 5 e 6; FIGURA 8, FOTOS C, D e F) pode-se cobservar

que ndo ha um padrdo de bandas @inico para cada conjunto e que



seja ao mesmo tempo comum a todos os ideogramas. O padrao de ban
das apresentado em cada cromossomo nao foi suficientemente con-
sistente, 1isto &€, nao se repetiu de maneira umniforme dentro de
cada conjunto de cromossomos e entre os ideogramas, quando compa
rados, a ponto de servir para caracterizar precisamente cada gru
po de CroOmMOSSOMOS homologos e estabelecer, desta forma, um carid

tipo para a espécie.

Comparando-se o0s cromossomos bandados e agrupados com
aqueles esquematizados por KRUG (1934) (FIGURA 1) com base no ta
manho dos mesmos e na respectiva posigao do centromero e na ocor
réncia e localizacgao da constricao secundaria, observou-se que
houve similaridade da ocorréncia entre © segmento cromossomico
naoc bandado com a posigao da constrigao primaria, o centrdmero,
previamente determinada por KRUG (1934), bem como da constrigao
secundaria. A maior parte dos grupos aqui estabelecidos sao seme
lhantes ao padrao deste autor, com base nos dados do tamanho e

posicao das constrigoes priméria e secundaria.

Alguns grupos de cromossomos apresentaram algumas pecu
liaridades pela técnica de banda-C. O grupo 1 & peculiar porque,
além do centromero subterminal, apresenta no brago longo do cro-
mossomo uma constrigao secunddria, nao associada ao satélite, que
aparece nas modificagoes de bandamento~C, nao corada. 0 segmento
intercalar entre o centrdmero e a constrigao secundaria, aparece
de maneira variada, ou corada, formando uma s banda, ou subdivi
dido em duas bandas menores. Essas variabilidade pdde ser vista,
porém de forma distinta, no brago curto dos cromossomos deste gru
po, onde o segmento corado ocupa todo o brago ou se restringe d

regido pericentromérica, ou entao nao se cora pelo Giemsa.

68
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O grupo 2 & o segundo em tamanho e, em dois dos quatro
ideogramas apresentados (FIGURAS 3 e 4), corregponde ao grupo
dos cromossomos satélite (SAT). Nas FIGURAS 5 e 6, o grupo de
cromossOImMOsS que mais se aproxima da descrigao acima € o de nime-
ro 3. A regiao oxganizadora do nucléolo, que & a constricao se-
cundaria, permaneceu palida, nao se corando pelc Giemsa. O saté-
lite corou-se densamente, formando uma banda Gnica, ou, no caso

da FIGURA 4 formando duas bandas pequenas.

A posigao do centrdmero, comparativamente, & subtermi-

nal como nos cromossomos homdlogos do grupo 1.

O segmento intercalar, entre o centrdmeroc e o organi-

zador do nucléolo, corou-se formando uma banda Unica.

0 grupo 2 dos ideogramas das FIGURAS 5 e 6 apresentou
os cromossomos, de acordo com o tamanho, como os segundos maio-
res, porém, pela posicao do centrdmero assemelhou-se mais ao gru

po 3, como proposto por KRUG (1934).

Analisando-se os ideogramas aqui apresentados e que fo
ram obtidos através de modificagOes na técnica de banda-C, obser
va~-se gue nao ha ainda um padrac de bandamento inerente a cada
conjunto cromossdOmico, gue se repita de maneira uniforme e cons-
tante, servindo para caracterizar cada grupo individualmente. Ob
servou~se, contudo, repetigdes de alguns padroes de bandas entre
os conjuntos, que foram esquematizados na FIGURA 7. Nota-se a
ocorréncia de bandas teloméricas, pericentroméricas e centroméri

cas.



QUADRO V — Resultados obtidos através de modificacOes introduzidas nas eta-
pas do bandamento-C:

Ba (CH) 5 - 8H20 2 X ssc Giemsa/SBrensen

Tecnica  roc  t  cone.  pH  ToC  t pg  t pit. M R

Tl 50 15 sat 7,8 65 120" 6,9 17h 1/50 7 -~
'I*2 " " " " " " " 1%h 1/100 21 +
TB " " " " . " " " " 7 -
T, : a " n 5% " " 60" " 14h " 14 -

b " " " “ “ " " o - 20 -
TS 22 30" 0,064M “ . . 6,8 " . 14 -
T6 o " " " " " " 1h " 20 -

50  15' 2353 . . %' 6,9 3 1/50 -
" " sat 11 1 60 ! 111 lgh }./1.00 28

_\;—3

=

0
Qs

)

9 "
a 322 307 25% " " " " it 1/100 " -

H

T 1" " 0 ’ 07M n 60 " " 30! 1/100 n -
T " 15' 25% " " n " 90" " 1" -
50 5! sat " 50 " " 30° " n -

Tl3 ta
b +22 107 " " n 1 " n n " -
T14 za 50 15 25% n 60 90! " 1%h 1/150 8 +
b ” " " ’ " n n 307 1/50 " -

':['15 " " sat 7,5 65 120" " 3h 1/150 12 +
Tl 6 " " o , n " " 4h " 36 +
Tl 7 ta “ " " - " " n  2h30! " 8 -
b " " " n " " n 4dh " " +
T18 s a " " " n " " " 157 1/50 26 -
b " o 25% " " " " 30" " - -
o . " sat n . " ih 1/150 54 -
a o " 25% " "- o " 2h " " -
Ty : a . .  sat " " w0, 1h 180 13 -
b " t - " " 20! " " " " -
c . " " - " 30 " " " " -
d " " - " " 40! " " 1/100 " -
e . - " " " 50° " “ " " -
f o " o " " 60! “ . . " -
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) Ba (CH) 9" 8320 2 X 8sC Giemsa/S8rensen
Tecnica

ToC t Conc. pH ‘TC ¢t pi  t b1, M R

'1‘20 :a 55 15! sat. 7.7 65 57 6,7 2h 1/100 29 -
b " " n " " " " 1h 1/150 " -

C " n n " " 10! " " 1/100 " -

a " " n - " 15! " 2h 1/150 " -

T21 50 15! " 7,8 " 120! 6,8 16h 1/150 8 -
T2 5 “ " " 7,7 " " " 1h 1/100 11 -
T23 ca “ " n 7,6 " " " 16h 1/150 15 -
b " " 0,07M " " " " " " " -

T24 55 " sat, 1,7 " " 6,7 14h 1/100 2 -
T2 5 " " " " . - “ 3h 1/80 . +
Toe . " " 7,9 " - 6,9 1l4h 1/100 1 -
T27 n u n 7,8 " " " 15 1/50 2 -
'I‘2 5 " " 1 " n " " 12 n " -

Conc. = Concentragao da solugio de bario.

ToC = Temperatura em graus centigrados.
t o= | e minutos
h = horas

M = maturagaco - periodo, em dias, que as l3minas permaneceram estocadas a 4°C apds
0 despregamento da laminula.

e
il

resultado obtido com a técnica empregada: + (positivo) -+ houve bandamento;
- (negativo) » nao ocorreu a formacio
de bandas nos cromosso

mos.
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FIGURA 2 -
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11

10

Esquema dos crumossomos mitdticos de €. dewevred sequndo KRUG

(1934), ordenados por seu tamanho, com a posicao do centrdome-
ro de cada.

TR o @

10 um

Esquema dos cromossomos do endosperma de C. dewevied, na pre-

paragao de orceina 2% (FOIO A, FIGURA 8). Setas: posicao do
centromero.
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FIGURA 3 - A) Esquema dos cromosscmos de C. dewevred, planta 63 (FOTO C-
FIGURA 8), na prametifase, bandados pela modificagao T, de ban

2

da—-C (QUADRO V). BR) Ideograma. As setas indicam, de acordo com
© esquema de KRUG (1934), a localizacio do centrdmero e os ni-

meros logo abaixo dos grupos indicam a similaridade com 08 Cro

ossomos esquenatizados por este mesmo autor. €S =

secundaria.

constricao
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FIGURA 4 ~ A) Esquema dos cromossomos na metdfase de uma cé&lula do endos-
perma de C. dewevred, planta 63, bandados pela modificacio
T4, G2 técnica de banda~C. B) Ideograma. As setas indicam, de
acordo com o esquema de KRUG (1934), a localizagao do centrome
ro e, os nimercs logo abaixo dos grupos indicam a similaridade
com 08 cromossomos esquematizados por este mesmo autor., 5 =
constrigao secundaria.
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FIGURA 5 - A) Esquema dos cromossomos ha metafase de uma célula do endos—
perma de C. dewevred, planta 63, bandados pela modificagao
Ty 5 da técnica de banda-C. B) Ideograma. As setas indicam, de
acordo com o esquema de KRUG (1934), a localizagdo do centrdme
ro e, os nimeros logo abaixo dos grupos indicam a similaridade
COom Os cromossamnos esquematizados por este mesmo autor. €S =
constricao secundaria.
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FIGURA 6 ~ A) Esquema dos cromossomos na prometafase de uma célula do en-

dosperma de C. deweviel, planta 766, bandados pela modificagao
T e da técnica de banda-C. B) Ideogramas. As setas indicam, de
acordo com o esquema de KRUG (1934), a localizacao do centrfme
ro e, os nameros logo abaixo dos grupos indicam a similaridade
cam 0s cromossomes esquematizados por este mesmo autor., CS =

constrigao secundaria.
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MEE TBOEE

FIGURA 7 - Esquema comparativo dos cramosscmos de C. dewevred bandados pe

las modificagoes na técnica de banda~C (QUADRO V).

O simbolo # indica as bandas que se repetiram dentro dos cro-
mossomos de cada grupo.
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4.3.1.2. Co4fea nacemesa

Semelhantemente a (. deweviedi, o emprego das metodolo-
gias de banda-C, como originalmente propostas e ja descritas an-

teriormente, nao se adequaram perfeitamente aos cromossomos dos

endospermas de C, aacemosa.

Dentre as diversas modificagaes aqul introduzidas e,
dentre aquelas que produziram resultados positivos (QUADRO V) fo
ram obtidas somente duas ceélulas bandadas com as modificacoes
aqui intituladas por Tleb e Tl?b' A despeito de se ter utilizado
as plantas de C. nracemesa 1193-3-2, 1194-2-~10, H6391, H65940,
H6593 , H6595, H6608 e H6609, cromossomos das células aqui esque
matizados pertencem somente a planta H6595. Isso porgue ocorreu
uma combinagao indesejivel de alguns fatores nas técnias de ban-
damento as quais foram submetidos os endospermas das plantas an-
teriormente mencionadas, excetuando-se a H6595. As demais plan-
tas, H6611, H6612, H6613 nao puderam ser utilizadas devido ao en
durecimento tecidual nos endospermas causado pelas solugoes fixa
doras de alcool (Alccol etilico absoluto e dlcool etilico

920%) .

oe

Como pode se observar nos ideogramas (FIGURA 9 e 10) ha
poucas similaridades entre os cromossomos do mesmo grupo. Alguns

poucos grupos apresentaram um padrdo de bandas parecido ou igual

e comuns aos dois ideogramas.

Para efeito de localizacao da posicdo do centrdmero, os
Cromossomos e 0s grupos de cromossomos foram comparados com ©
ideograma médio proposto por BOUHARMONT (1959) para o género

Coffea e que e baseado no tamanho dos cromossomos e na posigao
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do centromero. Além disso, comparou-se também com o esquenma de
cromossomos de C. rdcemosa efetuado por este mesmo autor (BOUBAR
MONT, 1963). Os nimeros colocados abaixo de cada grupo indicam
com qual cromossomo proposto por esse autor & a semelhanca. Pode~
-se observar, pelos ideogramas das FIGURAS 9 e 10, que ha simila
ridades entre a posigao do centrdmero localizado por BOUHARMONT
(1959} com os segmentos nao bandados e que provavelmente seria o
local de ocorréncia da constrigdo primaria, isto &, do centrdme

ro.

Algumas particularidades foram observadas entre os gru
pos de cromossomos homdlogos dos ideogramas: o grupo 1 compreen-
de os maiores cromossomos do genoma. O centrdmero & subterminal
e hd uma constrigdo secundiria nitida. As bandas se formaram aci
ma desta constrigao secundaria, abaixo da mesma e/ou abaixo do
centromero. O grupo 2 tem também centrdmero subterminal porém,
guanto & presenga da constrigao secundaria e do satélite, asseme
lha-se, nao ao cromossomo de nimero 2 de BOUHARMONT (1959) mas

ao de nimero 4 como proposto por esse autor (BOUHARMONT, 1959).

Os demais cromossomos que compdem o genoma desta espé-
cie de café apresentaram bandamento, como pode ser visto nas FI~

GURAS 9 e 10,

Ao contrario de C. dewevied raca excefsa, onde mais de
oito células foram obtidas pela té&cnica de banda-C, onde apenas
as quatro melhores foram apresentadas, em C. hacemosa o nGmero
de células obtidas & ainda baixo, nao sendo possivel tirar con-
clusoes. Foi elaborado um esquema comparativo (FIGURA 11) onde
observam-se  as variagBes quanto a ocorrdncia de bandas—-C entre os

grupos de cCromossomos e entre cromossomos de mesmo grupo.
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FIGURA 9 - A) Esquema dos cromossomos em prometifase de uma cdlula do  en-
dosperma de C. nacemosa, planta H6595, bandados pela modifica-
cao Tiop 9@ técnica de banda-C. B) Ideograma. As setas indicam,
de acordo com o esquema de BOUHARMONT (1959), a localizacdo do
centrdmero e, os nimeros logo abaixo dos grupos indicam a simi-

laridade com os cromossomos esquematizados por este mesmo autor.

CS = constricao secundaria.
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A) Esquema dos cramossomos ha prometifase de ura célula do en-
dosperma de C. iacemosa, planta H6595, bandados pela modifica-
ao T;., da técnica de banda-C. B) Ideograma. As setas indi-
cam, de acordo com O esquema de BOUHARMONT (1959), a localiza-
¢ao do centrdmero e, os nimeros logo abaixo dos grupos indicam

a similaridade com os cromossomos esquematizados por este mes-

mo autor.

Cs = constricao secundaria.
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FIGURA 1l - Esquema comparativo dos cromossomos de C. racemosa  bandados
pelas modificagoes na técnica de banda-C (QUADRO V).

O simbolo # indica as bandas que se repetiram entre os cro-
mossomos de cada grupo.
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As células dos endospermas das duas espécies de café,
C. dewevrnedl e C. nacemosa, bandadas pelas técnicas empregadas por
STACK & CLARKE (1973b), MOK & MOK (1976) YEN & FILION (1977) e
CHINNAPPA & MORTON (1978) apresentaram os cromossomos intumesci-
dos, homogénea e densamente corados como exemplificado na FOTO B

da FIGURA 8).

4.3.2. BANDAMENTO OBTIDO COM TRIPSINA E UREIA

4.3.2.1. Coffea dewevred raca excelsa

Entre as duas metodologias que promovem o bandamento-gG,
aquela desenvolvida e aplicada por DUTRILLAUX (1973b) (QUADRO VI)
e aquela utilizada por SHIRAISHI & YOSIDA (1972) (QUADRO VII), 50
mente a primeira foi capaz de produzir estruturas de bandas ac

longo dos cromossomos desta espécie de café.

Nem todas as modificagoes introduzidas na metodologia
de banda-G, que utiliza a tripsina, se mostraram adequadas aos
cromossomos de (. deweviel para a formagao de bandas mas somente
T

aquelas aqui denominadas por T T, T, ., T, , T, , T e

la’ “1b’' "lc 4a 7a Tc 8h
T9a {(QUADRO VII, FOTOS B e C, FIGURA 23).

Nao foram aqui apresentadas as células obtidas de cada
modificacao, mas somente trés, as melhores e quase completas, co

mo ilustragao dos resultados (FIGURAS 12, 13 e 14).

Semelhantemente aos cromossomos desta mesma espécie e

raga, que foram bandados pelas modificagdes da metodologia de ban
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QUADRO VI -~ Resultados obtidos através de modificagOes nas etapas da técnica
de bandamento~G que utilizou a tripsina na concentragao de

0,0006%: '
- Tripsina: pH da solugao Giemsa/SBrensen:

Tecnicas tempo tampao tempo  diluigio O R

Tl a: 4! 6,8 10! 1/100 18

b 8 " 7" . "

s n " 517 n "
T2 4! " 4 1/80 21 -
'I’B 2! n 7! 1/150 30 -
T, a: 8 6,6 20" " 70 +
b: itk n " " n -
o 12¢ " " " " -
TS 4" 6,9 Zh 1/100 1 -
T6 a: " 6,8 15" " i4 -
b: " " m 1/150 n -
T.7 a: " " o 1/100 20 +
b: " " 1] H 19 —
C n nw " " 10 +
a: 1] " " " 5 —
T8 a 8t " " " 21 -
b: 6 t 11 ] " 20 —
c: 41 " : " 13 +
" " " " 7 -
e: 3 t " T 3] 20 —
’ZE'9 a 8’ 6,7 gh 1/150 14 +
b: 7" " . " 17 -
C 6 ! " n i 22 -
d: 5t " n u 17 -
e: n 1} 1t 1 14 —
TI.O a: 7' 6,9 20! 1/100 11 -
b: 6' " 15¢* " " -
(05 5 ! " 20 ¥ 1" 7t -

Tempo: ' = minutos "M = maturagao: tempo, em dias.

o
]

horas R = resultado da técnica empregada.
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FIGURA 12 - A) Esquema dos cromossomos na prometafase de uma c€lula do en—

dosperma de C. dewevned, planta 766, bandados pela modificacao
Tla de banda-G, com tripsina (QUADRO VI)

(FOTO B, FIGURA 23).

B) Ideograma. As setas indicam, de acordo com o esquema de

KRUG (1934), a localizagao do centromero e,

o8 nimeros

logo

abaixo dos grupos indicam a similaridade com Os cromossomos es

quematizados por este mesmo autor. CS = constricac secundaria.
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FIGURA 13 - A) Esquema dos cromossomoss nha metafase de uma célula do endos-

perma de C. dewevredl, plarita 766, bandados

pela modificacao

15 de banda-G, com tripsiina (QUADRO VI). B) Ideograma. As se-
tas indicam, de acordo comn o esquema de KRUG (1934), a locali-

zagao do centrOmero e, 0s nimeros logo abaixo dos grupos indi-

cam a similaridade com os cromossomos esquematizados por este
mesmo autor. CS = constricsao secundaria.
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A) Esquema dos cramossomos na metifase de uma célula do endos-

perma de C. dewevredl, planta 766, bandados pela

modificacao
Tlc de banda-G, com tripsina (QUADRO VI). B) Ideograma. As se—
tag indicam, de acordo com o esquema de KRUG (1934), a locali-
zagao do centrOmero e, os nimeros logo abaixo dos grupos indi-

cam a similaridade com os cramssomos esquematizados por este

mesmo autor.

CS = constrigao secundaria.
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da-C, compararam—-se O0S grupos COm OS Cromossomos esquematizados
por KRUG (1934) para esta raca, C. dewevredl raca excelsa, pelo

tamanho e posigaoc do centromero.

Os trés ideogramas obtidos foram resumidos comparativa

mente na FIGURA 15.

Através do esquema comparativo da FIGURA 15, observa-
-se que houve muitas variacgoes, quanto a ocorréncia e posigao das
bandas dentro de um mesmo grupo de cromossomos homdlogos e entre
cromossomos homdlogos bandados por modificacdes diferentes. Hou-
ve a formagao de bandas teloméricas, bandas gue ocorreram em to-

do o brago curto de alguns cromossomos, bandas intercalares, cen

troméricas e pericentroméricas.

Entre os cromossomos dos onze grupos de homdlogos, um
cromossomo do grupo 10 e outro do grupo 11, apresentaram uma par

ticularidade, a auséncia da formacgao de bandas, como observado

pela FIGURA 15,

4,3,2,2. Cogfea racemosa

Os resultados obtidos com o emprego de tripsina para a
formagao de bandas em C. nacemosa foram restritos a uma célula.
A despeito de se ter utilizado diversos endospermas dos espéci-~
mens de (. tacemosa, somente foi possivel encontrar uma Gnica cé
lula com bandamento, a qual foi obtida a partir da modificacao
T4a na metodologia de DUTRILLAUX (1973b) (QUADRO VI e FOTO c, FI

GURA 23).
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FIGURA 16 - A) Esquema dos cromossomos em metifase de uma c8lula do endos—
perma de (. #racemosa, planta H6595, bandados pela modificacao
Tya da técnica de banda-G, com tripsina (QUADRO VT). B) Ideo-
grama. As setas indicam, de acordo com o esquema de BOUHARMONT
(1959), a localizacdo do centrdmero e, os nimeros logo abaixo
dos grupos indicam a similaridade com 0s CromESSONOS esquemati.
zados por este mesmo autor, CS = constrigao secundaria.
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FIGURA 17 —~ Esguema comparativo dos cromossomos de C. kacemosa, planta
H6595, bandados pela modificagdo Ty da técnica de banda-G,
com tripsina (QUADRO VI).

O simbolo # indica as bandas que repetiram nos Cramossomos
de alguns grupos.
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As demais preparagdes citolggicas das modificactes na técnica
de DUTRILLAUX (1973b) gue exibiram resultados positivos’quanto a promogao de
bandas (QUADRO VI), apresentaram células desta espécie de café em
prometafase ou metafase, ndo sendo possivel saber com exatidao
se tais modificagdes também sdo adequadas a essa espécie assim

como foram para C. dewevred,

Através da FOTO C (FIGURA 23), dos esquema e ideograma
das FIGURAS 16 e 17, podemos observar gque ha alguns grupos de
cromossomos muito uniformes. Comparando-se com o ideograma médio
proposto por BOUHARMONT (1959), notou-se que houve correspondén-

cia dos locais nao bandados com a posigdo do centrdmero conside-

rada por este autor.

O emprego da modificagao T,, da técnica de bandamento-
-G com o uso de tripsina, nesta nica c&lula obtida de C. 1race-
mosa, mostrou a ocorréncia das bandas teloméricas, centroméricas
e pericentroméricas. Além disso, pdde-se notar a nado formagao
aparente de bandas em alguns cromossomos como naqueles dos gru-

pos 4 e 9, além de um grupo inteiro de cromossomos, o grupo 8.

4.3.3.Bandamento com impregna¢ao pela prata (NOR)

4,3.3.1. C. dewevred raga excelsa

As modificagoes na metodologia NOR, Tza' sz, Tzc’ T3e
e T3g foram adequadas para promoverem a formagao de bandas nos
cromossomos dessa espécie (FIGURA 23 - FOTO G). As modificacdes

T3f e T3h produziram boa impregna¢do, embora as cé&lulas em meti-
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fase ou em prometidfase estivessem fragmentadas, devido ac banho
em nitrogénio liguido, e com poucos cromossomos. Dentre esses
poucos cromossomos, alguns estavam totalmente impregnados pela

prata endguanto outros, mostravam a formagao de bandas.

A melhor célula obtida de C. dewevied com estas modifi
cagoes foli esquematizada. Pertence a planta 766. As demais célu-
las bandadas estavam incompletas e algumas ndo apresentaram bom
espalhamento cromossdmico, havendo sobreposicao de alguns Cromos
somos o gue dificultava a interpretacao, bem como a caracteriza-

¢do dos mesmos.

A despeito de se ter usado a planta 63, nao se conse-
guiu células em prometafase ou em metdfase. Supbe-se que as célu
las em divisao tenham caido durante o despregamento da laminula
e, subsequente banho em dlcool 100%. Isto porque o exame do mate
rial, em contraste de fase e antes do despregamento da laminula

revelou a existéncia de células em divisio.

Pelo esquema e ideograma da FIGURA 18, pelo exame do

esquema comparativo da FIGURA 19 e pela FOTO G (FIGURA 23), al-

guns CromoSsOMOS apreésentaram uma impregnagao em apenas um  dos
segmentos da cromatide, lembrando metade de uma banda. Esse even
to pode ser visto nos cromossomos do grupo 1 e do grupc 8 (FIGU-

RAS 18 e 19 e FOTO G da FIGURA 23, como indicado pela seta).

A impregnag¢ao pela prata ocorreu nas regices ao redor
do centrOmero, no satélite, no segmento cromossdmico acima da
constrig¢ao secundaria, do grupo 1, ou em todo brago curto de al-

guns cromossomos ou em todo O Cromossomo.
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QUADRO VII — Resultados obtidos com as modificagoes das etapas da técnica
de bandamento-G que utilizou a uria em diluico de 3 partes
para uma de tampao (3:1), em diferentes modalidades:

Uréia (3:1)

pH da solucao  Giemsa/S8rensen:

Tecnicas OFD;CJ% . tampao tempo diluicao M R
T a: 8 g' 6,9 10! 1/100 18 -
1 b: 1 8 o 51 " v -
T2 as n " n a2t 1/50 21 -
b: 2 2! 6,8 10! 1/100 14 -

e " 1 L] " " 8 -

d: " 4 ! L] n " 14 w—"

@ 1" n 1" " 1L 8 -

f: 1" 6 ! ] 1] 1" 21 -

g: " 1 " " " 14 -

h: t 8* " O] n 21 -

j_: " n " 1 L] 8 -

T3 a: 1 4! 6,7 15h 1/150 15 -
b: n 6 ! #H " ] n -

C: 1" 8! ] " " " —

d: " 10' L " " 17 -_

QUADRO VILI - Resultados obtidos através de modificaces nas etapas da
técnica de bandamento pela impregnacao da prata (NOR) com
0 uso de solugao aquosa de nitrato de prata {AgNO3):

Solugao Aquosa de AgNO,

Tecnicas: Concentracac (%) tenpo M R
Tl as 50 1h 43 -
b: " 2h " -
C: i 3h " -
Té as " 107 2 +
b: " 20" T +
(94 n 30" o -
d: n 1h " -
e: " 2h " -
T, a: 8 30’ 4 -
b: n " 60 -
C: " 40! 4 -
d: " " 60 -
e: " ih 4 +
£ n u 60 *
qg: n Zh 4 +
h: n " 60 +
Concent. = concentracéo da solugdo de uréia (QUADRO VII) em molaridade (Molar).
M = maturagao, perlodo, em dias, que as 1aminas permaneceram estocadas a 4°©C.
R = resultados obtidos: + (positivo) = houve bandamento; - (negativo) = nao hou

ve bandamento; e * (mais ou menos) = bandamento em algu
mas células e em outras n3o. (QUADROS VII e VIIT).
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FIGURA 18 - Esquema dos cromossomos na metifase de uma célula do endosper
ma de C. dewevred, planta 766, bandados pela modificacdo Ton,
da técnica NOR (impregnacdo pela prata) (FOTO G, FIGURA 23) -
(QUADRO VIIT}. Setas: bandas assimétricas. B) Ideograma. As
setas indicam, de acordo com o esquema de KRUG (1934), a loca
lizagao do centromero e, os nimeros logo abaixo dos grupos in
dicam a similaridade com os cromossomos esquematizados por es

te mesmo autor. CS = constrigao secundaria.
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FIGURA 19 - Esquema comparativo dos cromossomos de C. dewevred, planta 766,
bandados pela modificacao Ty, da técnica NOR (impregnacio pela
prata) {(QUADRO VITI).

O simbolo # indica as bandas que se repetiram nos Cromossonos
de algquns grupos.
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4.3.3.2. C. hacemosa

Para esta espécie, foram selecionados dois ideogramas,
dos cinco obtidos, que melhor representaram as diferencas encon-
tradas com as modificagoes da metodologia NOR (QUADRO VIII), (FI

GURAS 20, 21 e 22; FIGURA 23 - FOTOS D e F).

Semelhantemente a (. dewevied, observou-se nestas pre-~
paragoes com a impregnacdo pela prata, a ocorréncia de alguns
Cromossomos Ccom apenas um dos segmentos da cromatide bandados,
como @ o caso dos cromossomos dos grupos 1, 2

» 5, 6, 7e 8 (FIGU
RE  22) .

A impregnagao pela prata, nestas células do endosperma
de €. nracemesa, pareceu mais homogénea quanto a formacao de ban-

das que aquela que ocorreu com o emprego das técnicas de banda-

mento-C e com o emprego da tripsina.

Os resultados obtidos com o emprego das nodificacoes
das técnicas de bandas-C, -G e NOR, em C. racemosa, nao revela-
ram a presenga de um segundo grupo de cromossomos nucleolares
(SAT) como observado por MAGLIO {(1983). Provavelmente, esse con-
junto seja constituido por cromossomos situados entre 05 menores

do genoma, o0s guais nao mostraram diferencas aparente da regiac

SAT.

Os resultados obtidos em Hippeastrum psittacinum, atra
vés do emprego das metodologias de banda-C ndo foram semelhantes,

sendo até o oposto dAqueles obtidos em C. dewevied e C. racemosa.

A Unica metodologia que se mostrou relativamente ade-

guada a ponto de produzir diferenciacao em bandas nos cromosso-



99

i v %
AW
J &
10 um
B 1 2 3 4
5 5 - n oy
2EE -EER SEE -mEE
1 4 3 2
SAT
5 6 7 8
-=288 -EE8  -mAn -1l
5 6 7 8
9 10 11

~ . ~ R [
9 10 11

FIGURA 20 - A) Esqguema dos cromosscmos em prometafase de uma célula do en—
dosperma de C. hacemosa, planta 1193-3-2, bandados pela modifi
cagao T,, da técnica NOR (impregnagio pela prata) (FOIO F, Fi-
GURA 23) (QUADRO VIII). Setas: assimetria de bandas. B) Ideo-
grama. As setas indicam, de acordo com o esquema de BOUHARMCINT
(1959), a localizagao do centrdmero e, os nimeros logo abaixo
dos grupos indicam a similaridade com Os cromossomos esquemati

zados por este mesmo autor. CS = constrigao secundaria.
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FIGURA 21 - A} Esquema dos Cromossomos na metafase de uma célula do endos-
perma de C. racemosa, planta 1194-2-10, handados pela modifica
cao Ty, da técnica NOR (impregnagdo pela prata) (FOIO D, FIGU-
RA 23) (QUADRO VIIT). Setas: bandas assimétricas. B) Ideograma.
As setas indicam, de acordo com o esquema de BOUHARMONT (1959),
a localizagao do centromero e, os nimerc logo abaixo dos gru~

pos indicam a similaridade com os cromossomos

esquematizados

por este mesmo autor. CS = constricao secundaria.
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FIGURA 22 - Esquema comparativo dos crampssomos de C. nacemosa bandados pe

las modificagOes na técnica NOR (impregnag@o pela prata) (QUA-
DRO VIII).

0 simbolo ¥ indica as bandas que se repetiram nos cromosso-

mos de alguns grupos.
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FIGURA 23 — FOTO A - Hippeastrum psittacinum, célula da raiz colorida pela
técnica de STACK & CLARKE (1973a, b) (X 1792). FOTO B e C-pro
metafase em célula do endosperma de (. dewevrel e C. racemosa,
bandadas pela técnica de banda~G (QUADRO VI) com as modifica=
gOes T, e T, , respectivamente (¥ 1577). FOTOS D.e E - prome-
tifase em células do endosperma de C. racemesa, bandadas pela
técnica NOR (BLOOM & GOODPASTURE, 1976) (QUADRO VIII), com as
nmodificacoes T,, DekE)eT, (F) (X 1920). FOIO G - metafase
de C. dewevied bandada pela Ty (NOR - QUADRO VIITI) (X 1920} .
Setas: assimetria de bandas impregnadas pela prata.
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mos de H. psdittacinum foi aquela citada por STACK & CLARKE
(1973b) a gual n3o deu bons resultados para Os cCromossomos das

espécies de café aqui estudadas (FIGURA 23, FOTO A).

As variagoes na metodologia que produzem bandas—-G com
tripsina, também nio revelaram adequadas para H. psittacinum. As
observacoes mostram que esta espécie parece ser mais susceptivel
ao tempo de exposicao a solucao de tripsina, do que as espécies
de café. O mesmo se verificou para tempo e diluicao da solugao

de Giemsa em tampaoc S8rensen.

O material, talvez pela presenga da parede celular (H.
psittacdinum), parece ser muito susceptivel & etapa do desprega~
mento da laminula em nitrogénio liquido. Além disso, a baixa tem

peratura (-1839C) do nitrogénio parece fragmentar muito o tecido

radicular esmagado.

A coloragao de Feulgen que foi empregada nos C