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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo de trés espécies dipldides do género Coffea
- C. eugenioides, C. canephora e C. dewevrei - através da qualificacgo do padréo da cromatina, utilizando-
se os fluorocromos DAPI (4’ 6-diamino-2-phenylindole) e CMA; (cromomicina); bem como a determinagdo
das seguéncias de rDNA das regides organizadoras do nucléolo, por meio da técnica de hibridac&o in situ
fluorescente de DNA (FISH). O bandamento com DAPI foi negativo para as trés espécies. O bandamento
com a cromomicina mostrou-se positivo e revelou diferencas em intensidade e nimero de bandas nas trés
espécies. lguamente, a técnica de hibridagdo in situ revelou diferengas nas regides nucleolares para essas

espécies.
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DAPI, CMA;, regido organizadora do nucléolo.

CITOMOLECULAR CHARACTERIZATION OF THREE SPECIES OF Coffea L: C. eugenioides,
c. canephora E C. dewevrei.

ABSTRACT: The objective of this work is the characterization of three diploid species the of the genus
Coffea, C. eugenioides, C. canephora, C. dewevrei utilizing the fluorochromes DAPI (4’ 6-diamino-2-
phenylindole) and CMA; (cromomicin) to qualify the pattern of chromatin; and localize the sequences of
rDNA of the nucleolar organizing regions through the technique of in situ hybridization (FISH). The DAPI
banding was negative for the three species, and the CMA; banding was positive for al of them, showing
differences in number of bands and intensity of de signals. The same ocurred with the FISH technique, that

reveaed differences at nucleolar organizing regions among these species.
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INTRODUCAO

O numero bésico de cromossomos, para o género Coffea, é n=11, sendo todas as espécies dipl6ides
e incompativeis, com excecdo da espécie Coffea arabica, que é polipldide (n=22) e autocompativel.
Considerando de modo geral o valor comercia do café, pouca atencdo tem sido dada a genética das
espécies silvestres, sendo os trabalhos praticamente confinados a C. arabica, por ser a espécie de maior
importancia econdmica. Atualmente, estudos na area de melhoramento do café arébica vém utilizando, de
maneira crescente, espécies dipldides, visando a introducéo de novos caracteres para obtencdo de hibridos
mais resistentes, com diferentes formas e tamanho dos gréos e com diferentes caracteristicas
organolépticas. Assim, torna-se necess&rio um melhor conhecimento da base genética das diferentes
espécies de café existentes nos bancos de germoplasma (Wrigley, 1988).

Alguns trabalhos visando a caracterizacdo citol 6gica das espécies de café foram ja realizados; dentre
estes destaca-se 0 estudo efetuado por Pierozzi et al. (1999) em duas espécies, C. canephora e C.
dewevrei, onde foi usada a técnica de banda-C em cromossomos mitéticos. No entanto, embora efetiva na
caracterizagcdo cromossdmica de varios grupos vegetais, a técnica de bandamento C em café néo revelou
um heteromorfismo de bandas suficiente que permitisse uma caracterizacdo relativamente fécil e efetiva das
espécies analisadas. Outros trabalhos, envolvendo a caracterizacdo de cromossomos ha fase meidtica do
paquiteno (Pinto-Maglio & Cruz, 1987; Pinto-Maglio & Cruz, 1998), foram feitos em nove espécies
dipl6ides e em C. arabica, tendo resultado naidentificacdo dos cromossomos destas espécies. Entretanto, a
técnica de caracterizagdo em paquiteno também ndo oferece a facilidade necess&ria para se efetuar a
deteccdo de cromossomos individuais dentro e entre os diferentes genomas.

Atualmente, com a disponibilizacdo de técnicas de citogenética molecular, FISH e GISH
(hibridagdo fluorescente de DNA gendmico total), a caracterizagdo de cromossomos ndo fica
essenciamente limitada pela forma ou pelo tamanho destes, mas baseada na presenca de sequéncias
especificas de DNA, as quais fazem com que 0s cromossomos se destaguem dentro dos genomas através
dos sinais fluorescentes. Nesse novo contexto, alguns trabalhos apresentados por Raina et al. (1998) e

Lashermes et a. (1999) tém ja empregado tais técnicas em café. Assim, o objetivo deste trabalho foi a
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caracterizacdo citologica de trés espécies dipldides de café utilizando bandamento com fluorocromos e
hibridac&o in situ e adicionalmente oferecer a possibilidade de se efetuar o0 monitoramento visua, em nivel

citoldgico, da introgressdo de material genético de interesse, eventualmente presente nestas espécies.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e preparacdes citologicas

As preparages citologicas foram feitas, a partir de meristemas de ponta de raizes, de sementes
recém-germinadas das espécies C. canephora, C. eugenioides e C. dewevrei. As sementes foram coletadas
de plantas do banco de germoplasma de café do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e colocadas para
germinar em placas de Petri com papel-filtro Umido, atemperatura ambiente. As raizes foram coletadas e
tratadas com solucdo saturada de paradiclorobenzeno (PDB) por duas horas a 16 °C; para acimulo de
metéfases, foram fixadas em solugdo Carnoy 3:1 (etanol e &cido acético, respectivamente) e estocadas a —
20 °C.

Para preparacdo das |aminas, as raizes foram hidrolisadas com uma solugdo enzimatica de celulase e
pectinase 0,2% a 37 °C por uma hora. Apds o periodo de hidrélise, as laminas foram preparadas por
esmagamento das pontas de raizes em acido acético aquoso 45%. O descolamento das laminulas foi feito

em nitrogénio liquido.

DAPI e CMA;

Foram utilizados os fluorocromos 4’ -6-diamino-2-phenylindole (DAPI) e cromomicina A (CMA3)
de acordo com o descrito por Schweizer (1976). Apds a preparacdo, as laminas foram montadas em
solucdo de &gua com glicerina na concentracdo de 1:1 e observadas ao microscopio de fluorescéncia, com

filtro especifico para cada fluorocromo.

FISH

O protocolo utilizado nesta técnica seguiu o descrito por Leitch et al. (1994), com adaptactes feitas
para as espécies de café. A sonda utilizada, denominada pTa7l, corresponde a seqiéncia de DNA
ribossdmico de Triticum aestivum 26S, 5.8S e 18S, que foi clonada no plasmidio pUC19 e contém 9 Kb.

Esta sonda, por ter uma sequéncia adtamente conservada, é usada para caracterizar as regifes
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organizadoras do nucléolo. A marcagdo da sonda foi feita através da técnica de “nick trandation” com
biotina-16-dUTP, e os sinais de hibridacdo foram detectados com anticorpo avidina associado ao
fluorocromo rodamina. A contracoloracdo foi feita com DAPI. As laminas foram montadas com o “anti-
fading” Vecta Shield.

RESULTADOS

DAPI e CMA;

Nas trés espécies estudadas, o resultado de DAPI, especifico para regifes ricas em pares de bases
AT, foi negativo, ou sga, a coloracéo foi uniforme, n&o evidenciando nenhuma banda cromossomica.

A coloragdo com CMA;, que € especifica para regifes ricas em pares de bases CG, mostrou
resultado positivo. Na espécie C. eugenioides foram evidenciados quatro sinais, relativamente fortes, nas
regides terminais dos Cromossomos.

Ja nas espécies C. canephora e C. dewevrei foram evidenciadas seis regifes, sendo duas de
coloragdo intensa, localizadas na regido termina; duas de coloracdo fraca, também localizadas

terminalmente; e duas de coloracdo média, com localizagdo intercalar.

FISH

Em todas as espécies estudadas, os sinais de hibridacdo obtidos mostraram-se fortemente corados
em vermelho, devido ao uso do corante rodamina, evidenciando as correspondentes regides de rDNA ou
regifes responsaveis pela organizagdo do nucléolo.

A espécie C. eugenioides mostrou a presenca de quatro regides hibridizadas com a sonda pTarl e
localizadas numa posi¢éo distal dos cromossomos.

Em C. canephora, apenas duas regides de rDNA foram detectadas, estando localizadas também na
regido distal dos cromossomos, evidenciando uma regido satélite bem caracteristica

Na espécie C. dewevrei, também duas regifes foram evidenciadas, estando elas localizadas

igualmente naregido distal dos cromossomos.

DISCUSSAO
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Os resultados negativos obtidos com o uso do fluorocromo DAPI mostram que as trés espécies
analisadas ndo possuem regides especificas ricas em pares de bases AT, estando estes espahados
uniformemente noSs Cromossomos.

Na espécie C. eugenioides, todos os sinais de hibridago in situ coincidiram com os sinais da CMA;
mostrando que todas as regides evidenciadas com estes fluorocromos sdo as regides de rDNA, regides
organizadoras do nucléolo, sendo estas ricas em pares de bases CG. Estudos realizados por Pinto-Maglio
(1987) mostraram a presenca de apenas um par cromossdmico nucleolar em C. eugenioides; j& Medina et
al. (1977) mostraram a presenca de mais de um par cromossdomico. No presente trabalho, através da
hibridag&o in situ, foi constatada a presenca de quatro sinais, ou dois pares cromossomicos, que possuem a
regido de rDNA, sendo elas ativas ou ndo. A confirmagéo da atividade dessas regides deverd ser redlizada
através da impregnagdo pela prata, que evidencia a regido organizadora do nucléolo que sdo ativas. O
presente resultado difere ainda do Raina et al. (1998), que, utilizando a mesma sonda pTarl, observou a
presenca de apenas dois sinais de hibridagéo.

Os resultados com o CMA; em C. canephora mostraram que as seis regifes cromossomicas
caracterizam comparativamente a espécie. Duas destas sei's regifes detectadas pelo CMA; coincidiram com
as regifes organizadoras do nucléolo, evidenciadas pela localizacdo das regifes de rDNA através da
hibridag&o in situ, confirmando os resultados apresentados por Pinto-Maglio (1987) e Pierozzi (1999).

A espécie C. dewevrei apresentou dois sinais de hibridacdo que coincidiram com dois sinais de
CMA;, mostrando que essa regido de rDNA, nesta espécie, também é rica em pares de bases CG. Foram
observadas ainda bandas CMA; positivas em regides intercalares de alguns cromossomos, provavelmente

pericentroméricas, da mesma forma que em C. canephora.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a possibilidade de utilizacdo das técnicas
citomoleculares para: a) caracterizacdo de cromossomos em café, em geral; b) monitoramento de
introgressdes de genes de interesse presentes nas espécies analisadas; ¢) diferenciaco desses cromossomos
dentro do complemento dessas espécies; e €) incrementar a caracterizacdo das espécies do Banco de
Germoplasma de Café do IAC.
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