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Resumo:

O Brasil lidera o mercado mundial de café em producao e exportacdo e € o segundo maior consumidor desse grao.
Parte do aumento da produgéo tem sido atribuida aos investimentos em programas de melhoramento e as inovagdes geradas
pelos processos biotecnologicos. Espécies do género Coffea tém sido objetos de estudos citogenéticos, os quais procuram
dados de base citologica e genética para contribuir com programas de melhoramento. Entre os diversos niveis de
contribui¢do, essa linha de pesquisa tem forte potencial como ferramenta de prospec¢do e monitoramento de genomas,
considerando-se que a caracterizagdo dos caridtipos gera informagdes que se estendem da cultura de tecidos a processos de
hibridagdo. Citogeneticamente procurou-se obter cromossomos com morfologia adequada para caracterizagdo de C.
congensis, com aplicacdo de metodologias que aumentam o indice metafdsico e fornecem cromossomos com morfologia
mais adequada para caracterizagdo e montagem de cariogramas. O complemento de C. congensis corresponde a 2x=22
cromossomos, sendo quatro metacéntricos (4, 6, 8 ¢ 9) e sete submetacéntricos (1, 2, 3, 5, 7, 10 e 11). A constricdo
secundaria foi identificada na por¢ao distal do braco curto do cromossomo 7. Com este estudo, espera-se que os resultados
descritos representem um avango na prospecgao do genoma do cafeeiro.
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MORFOMETRIC ANALYSIS OF Coffea congensis CHROMOSOMES OBTAIN BY CELL
AGREGATES SUSPENSION

Abstract:

Brazil leads the world coffee market in production and exportation, and it is the second major worldwide
consumer of this grain. Part of the production increasing is ascribed to the investments on breeding programs, and the
innovations brought by the biotechnological processes. Species pertained to the genus Coffea have been investigated to
cytogenetical studies, which search for data with cytological and genetical basis to contribute with breeding programs.
Among varied contribution levels, this approach has strong potential as a prospecting and genome monitoring tools,
considering that karyotype characterizations generate data ranging from tissue culture to hybridization processes.
Cytogenetically it searched to obtain chromosomes with adequate morphology for the characterization of C. congensis,
with use of methodologies that increase the metaphasic index and provide chromosomes with adequate morphology for
karyogram characterization and assembly. The complement of C. congensis corresponds to 2x=22 chromosomes, being
four metacentric chromosomes (4, 6, 8 and 9) and seven submetacentric (1, 2, 3, 5, 7 10 and 11). The secondary
constriction was identified on the distal portion of the short arm of chromosome 7. With this study, it is expected that the
described results represent an advance on the research of the coffee tree genome.
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Introducao

KRUG (1938), por meio de preparagdes incluidas em parafina e corte histologico, determinou que C. congensis
Froehner apresenta 2n=2x=22 cromossomos. Essa espécie vem sendo utilizada em programas de melhoramento do
cafeeiro, com a finalidade de obter hibridos resistentes a patdogenos, ¢ em estudos que visam gerar informagdes acerca da
sua contribui¢do na origem de C. arabica (CAIXETA, 2001).

Dados adicionais a respeito da caracterizagdo citogenética de C. congensis foram relatados por PINTO-MAGLIO
e CRUZ (1987). No preparo das laminas, os autores utilizaram anteras ¢ a técnica de esmagamento e, com auxilio de um
microscopio de contraste de fase, caracterizaram o cromossomo paquiténico que possuia constricdo secundaria. Os
pesquisadores constataram que C. congensis apresenta um cromossomo com constrigdo secundaria, sendo esse
metacéntrico.

Visando obter uma analise mais detalhada dos cromossomos foram adaptadas técnicas citogenéticas para obtencdo
de prometafases e metafases adequadas para caracterizar morfometricamente os cromossomos de C. congensis.
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Material e Métodos

As suspensdes de agregados celulares foram obtidas de calos embriogénicos friaveis cultivados em Erlenmeyers
contendo 100 ml de meio de cultura liquido VB2 (van BOXTEL e BERTHOULY, 1996) sob agitagdo continua a 110 rpm e
subcultivadas em intervalos de 15 dias. O agente anti-tubulinico amiprofos-metil (APM) foi adicionado numa concentragao
final de 4 uM nos Erlenmeyers. Apos 4 h os agregados foram fixados em metanol:acido acético (3:1) e armazenados a 20°
C.

Os agregados, depois de transferidos para tubos de microcentrifuga Eppendorfs, foram lavados em agua destilada,
para remogio do fixador. Em seguida, foram adicionadas solugdo enzimatica Flaxzym™ (NOVO) e 4gua destilada, na
proporcdo de 1:30 (enzima: agua). Os tubos foram mantidos a temperatura de 34 °c por 30 minutos. Apds a maceragao, a
solugdo enzimatica foi retirada, e os agregados foram fixados em solug¢@o de metanol: acido acético (3:1) (CLARINDO et
al., 2002; 2003). As laminas foram preparadas pelas técnicas de dissociag@o celular e secagem ao ar (CARVALHO, 1995),
e coradas com solu¢@o de Giemsa 5%, por 3 minutos.

As preparagdes foram observadas em fotomicroscopio Olympus™, modelo BX60, equipado com acessorios de
analise de imagem, iluminacdo de campo claro e de fluorescéncia; com objetiva de imersdo de 100X. As figuras
cromossOmicas adequadas foram capturadas diretamente por uma video-cdmera acoplada ao microscopio e a um
computador Macintosh™ equipado com placa digitalizadora. As analises morfométricas dos cromossomos foram realizadas
usando o programa Image SXM (BARRETT, 2002) de dominio publico, o qual pode ser obtido via internet
(http://reg.ssci.liv.ac.uk). Os bracos de cada cromossomo foram medidos em pixels e convertidos em escala de
micrometros. A razdo entre os bragos (r) e o indice centromérico (ic) foram determinadas segundo o critério de
classificagdo morfoldgica dos cromossomos descrito por GUERRA (1986).

Resultados e Discussao

O cariograma de C. congensis é composto por 11 pares de cromossomos sendo quatro metacéntricos (4, 6, 8 ¢ 9) e
sete submetacéntricos (1, 2, 3, 5, 7, 10 e 11). A analise citogenética revelou, também, a presenga de um cromossomo com
constricdo secundaria, cromossomo 7 (figura la). O idiograma da espécie (figura 1b) foi montado com base nos dados
morfométricos listados no quadro 1.

Para montagem do cariograma de C. congensis foram utilizadas prometafases apresentando constrigdes primarias e
secundarias definidas (figura la). Os cromossomos nessa fase do ciclo celular apresentam-se com baixo grau de
compactagdo o que facilitou a identificagdo de cada par de homdlogo e a caracterizagdo morfométrica dos mesmos.

No cariograma de C. congensis observou-se que a constri¢do secunddria esta localizada no cromossomo 7 (figura
la). Esse cromossomo provavelmente possui, na constricio secundaria, os genes rDNA responsaveis pela formagdo e
manuten¢do do nucléolo no nucleo interfasico, ou seja, a regido organizadora do nucléolo (RON) ativa. Essas informagdes
poderdo ser utilizadas em estudos que visam confirmar a presenga da RON ativa nessa regido cromossomica.

Quadro 1- Medidas morfométricas dos cromossomos prometafasicos de C. congensis.

C. congensis

Total (um) Brago (um) r Classe Comprimento
Cromossomo Curto Longo Relativo(%)
1 5,45 2,15 3,30 1,53 SM 13,20
2 4,60 1,55 3,05 1,97 SM 11,14
3 4,40 1,50 2,90 1,93 SM 10,65
4 3,90 1,80 2,10 1,17 M 9,44
5 3,65 1,45 2,20 1,52 SM 8,84
6 3,60 1,65 1,95 1,18 M 8,72
7 3,35 1,00 2,35 2,35 SM 8,11
8 3,30 1,45 1,85 1,28 M 7,99
9 3,15 1,40 1,75 1,25 M 7,63
10 2,95 1,15 1,80 1,57 SM 7,14
11 2,95 1,10 1,85 1,68 SM 7,14
Total 41,30 100,00

M - metacéntrico; SM - submetacéntrico.
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Figura la- Cariograma de C. congensis (2x=22 cromossomos). Cromossomos prometafasicos pré-tratados com APM a 4
uM, por 4 h, e corados com Giemsa a 5%. Observar as constrigdes primarias e secundarias definidas. (barra = Sum).

Figura 1b- Idiograma da espécie C. congensis, estruturado com base nas informagdes do quadro 1, evidenciando
constri¢des primarias e secundaria (barra =5 pm).

A metodologia utilizada no presente estudo proporcionou o acimulo de prometafases e metafases. Nesta
metodologia emprega-se, para obtencdo de células em divisdo, suspensdes de agregados celulares. Considerando as
dificuldades existentes, baixa taxa de germinag@o e baixo indice metafasico, quando meristemas radiculares de café sdo
utilizados como fonte de material citogenético; as suspensdes de agregados celulares representam uma alternativa viavel
para aquisicao de células em divisdo.

A utilizagdo do anti-tubulinico APM, as etapas de fixagdo, maceragdo enzimatica, dissociagdo celular e secagem
ao ar também foram importantes no acimulo de células prometafasicas e metafasicas e proporcionaram cromossomos
morfologicamente preservados e ndo sobrepostos, adequados para analise citogenética.

A presenca de prometafases com cromossomos morfologicamente bem preservados, pouco condensados e com
constricdes bem definidas possibilitou a montagem do cariograma de C. congensis ¢ a obtengdo de informagdes acerca da
organizagdo do genoma dessa espécie. Com este estudo, espera-se que os resultados descritos representem um avango na
prospec¢do do genoma do cafeeiro.
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