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RESUMO
MITRE, L. K. Valor 2C de DN A nuclear de acessos do Hibrido de Timor (Coffea canephora
x O arabica): uma andlise evolutiva. Trabalho de conclusdo do curso de Graduagio em

Ciéncias Biologicas. Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo,

Alegre, ES, 201 1.

Diferentes acessos de "Hibrido de Timor" (HT), um hibrido natural interespecificos entre Cojfen
arabica (4x = 44 cromossomos) € Coffea canephora (2x = 22 cromossomos), tém sido valiosos
para os programas de melhoramento de café, em virtude da resisténcia desse germoplasma a
diferentes patdgenos do café. Apesar da relevancia agrondmica, nenhum estudo mensurando o
valor 2C de DNA nuclear foi conduzido em HT. Portanto, este trabalho foi realizado para
mensurar o conteido de DNA nuclear e o nive de ploidia de DNA de seis acessos de HT por
meio da citometria de fluxo. Suspensoes nucleares foram obtidos a partir de fragmentos foliares
do HT, C. arabica, C. canephora ¢ Solanum fycopersicum L., padrio interno (2C = 1,96 pg). Os
nicleos foram isolados através do procedimento de chopping, na presenca de tampio OTTO,
gerando suspenstes que foram coradas com tampdo OTTO suplementado com iodeto de
propidio, para mensurar o valor de 2C. Estas suspensfes foram analisadas em citdmetro de fluxo,
gerando os histogramas usados para medir o valor 2C das amostras. Os picos de nicleos Gp/G)
de cada planta de Coffen foi comparado com o do padrio, ¢ as médias dos valores 2C foram
estimados: CIFC 4106 2C = 2,07 pg; CIFC 832-1 2C= 2,57 pg; CIFC 832-2 2C =275 pg; CIFC
1343-269 2C = 2,63 pg; UFV 277-09 2C = 2,80 pg; UFV 377-01 2C = 2,82 pg; C arabica 2C =
2,66 pg; C canephora 2C = 1,43 pg. Com base nestes dados, verificou-se que CIFC 4106, a
primeira planta de HT identificada na Ilha de Timor em 1917, possui ploidia de DNA
equivalente a um triploide. Os resultados também corroboram com a hipotese de que essa planta
tenha se originado de C. canephora (C = 0,715 pg) ¢ C. arabica (C = 1,33 pg). Além disso, a
média dos valores 2C dos outros acessos sdo estatisticamente diferente enfre si. Como todos os
acessos de HT sdo originados de CIFC 4106, o aumento no conteddo de DNA pode estar
relacionado com ancuploidia causada pela fusio de células reprodutivas desbalanceadas,
caracteristica de plantas tripléides como CIFC 4106, A citometria de fluxo, uma técnica pratica e
precisa, permitiu a caracterizacio do genoma dos acessos de HT, gerando informacdes hteis para

programas de melhoramento e estudos evolutivos.

Palavras-chave: Hibrido de Timor, citometria de fluxo, contetido de DMNA nuclear, triplaide.



1 - INTRODUCAO

1.1 — Aspectos gerais do género Coffea

O cafeeiro, pertencente a familia Rubiaceae ¢ ao género Coffea, € composto por cerca de
100 espécies (BARUAH et al, 2003; PINTO-MAGLIO, 2006), nativas das florestas
intertropicais da Africa e Madagascar. Essas espécies diferem enormemente em relacio as
caracteristicas morfologicas e adaptativas (LASHERMES et al, 1997).

O café € um dos cinco produtos agricolas mais comercializados e consumidos no mundo
(MAHE et al., 2007; FAO, 2007), sendo o Brasil, lider no mercado mundial de café em produgdo
e exportacdo e segundo maior consumidor mundial do grao (FAO, 2007). As duas espécies de
maior interesse agrondmico sio Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex Froehner
(BERTHOU, 1983; LASHERMES, et al, 1993 1997, RAINA et al., 1998; CAMPA et al, 2005
a, b; MAHE et al. 2007). Elas apresentam a maior cotagio no mercado internacional, sendo que
cerca de 70% do café negociado no mundo é do tipo Ardbica (C. arabica) e 30% do tipo Robusta
(C. canephora) (MAHE et al, 2007; FAO, 2007).

Com base em abordagens moleculares e citogenéticas, C. arabica foi caracterizado como
a lnica espécie do género Coffes com 2n = 2x = 44 cromossomos. Por meio da montagem do
cariograma, Clarindo ¢ Carvalho (2008, 2009) mostraram que essa espécie ¢ um verdadeiro
alotetraploide. Ja as demais espécies de café, sdo diploides, possuindo 2x = 22 cromossomos.

Parte do aumento da produgdo do café tem sido atribuido aos investimentos em
programas de melhoramento e as informagoes geradas pelas ferramentas biotecnologicas. Dessa
forma, espécies do género Coffea tem sido objeto de estudos citogenéticos e citométricos, que
tém gerado dados relevantes acerca das caracteristicas do seu genoma, contribuindo para estudos

taxondmicos, evolutivos e para os programas de melhoramento.

1.2 — Hibrido de Timor, um grande potencial no melhoramento do cafeeiro

O aparecimento da ferrugem do café em Ceildo (Sri-Lanka), no final do século XIX
(RODRIGUES et al., 2004), e sua disseminacdo por varias regides do mundo, ocasionaram um
colapso na cafeicultura, trazendo enormes prejuizos na producio do café ardbica (C arabica),
que na época era a variedade de café mais abundante nas plantagdes.

A fermigem, causada pelo fungo Hemileio vasiairix, tem efeitos devastadores nas
plantagtes de café, como: desfolhagdo infensa ou quase total, redugdo muito acenfuada da

frutificagdo ¢ ma formagdo dos poucos frutos (GONCALVES et al, 1976). A contaminagdo de



plantagtes vizinhas acontece por meio de esporos produzidos pelo fungo, que sio fransportados
pelo vento, chuvas, insetos e pelo proprio homem. O confrole da doenga pode ser feito com
aplicacdo, preventiva ou curativa, de fungicidas. Entretanto, os custos de produgio sdo muito
glevados, € a poluigdo ambiental ¢ da propria semente, sao fatores negativos considerdveis
(RODRIGUES et al., 2004).

O surgimento da doenga na Ilha de Timor {Timor Leste) acontecew, possivelmente, no
ano de 1880 (SILVA, 1956), obrigando os produtores a infroduzirem O canepliora *Libérica’ e
‘Robusta® na tentativa de recuperar as perdas com a doenga na regido. Segundo Gongalves
(1978), em 1927 ocorreu a descoberta do Hibrido de Timor (HT ), um possivel hibrido entre C
arabica e C. canephora (BETTENCOURT, 1973; RODRIGUES et al, 2004) que possuia
resisténcia a ferrugem. A difusio em larga escala desse hibrido diminuiu os efeitos da doenca,
que era o mais grave problema fitopatolégico da cafeicultura timorense € o de maior importancia
gcondmica (GCONCALWVES, 1976).

Acredita-se que os acessos atuais de HT tenham sua origem em uma uUnica planta
(denominada de CIFC 4106), que teria feito parte de uma plantacio inicial de C. arabica var
Typica (RODRIGUES et al, 2004). A planta CIFC 4106, segundo Gongalves et al. (1978),
apresentava um bom vigor vegetativo, era bem coberto de folhas, confrastando visivelmente com
o resto da plantagio que se apresentava com fraquissimo aspecto vegetativo e quase despida de
folhas. Estas se assemelhavam com as de O robusta (em tamanho e forma), apresentando, no
entanto, o dngulo de insergdo das nervuras secunddrias como a principal caracteristica do C
arabica. Segundo estudos realizados com marcadores moleculares, a planta CIFC 4106
apresentou probabilidade superior a 90% de ser o ancestral comum dos acessos de HT,
comprovando as informaces historicas de que esta planta deu origem as demais plantas de HT
(SETOTAW et al, 2010).

Por meio de propagagio vegetativa, CIFC 4106 foi levada para colonias de Portugal e
outros lugares do mundo (CAIXETA, 2011)*. As primeiras infrodugdes de acessos de HT no
Brasil datam de 1976 por meio de propagacio vegetativa ¢ sementes do Centro de Investigacio
da Ferrugem do Café - Portugal (CIFC), Instituto de Investigacio Agrondmica de Angola (CAIL)
e Estacdo Regional de Uige (URE) (PEREIRA et al, 2002). Vale ressaltar, que atualmente, a
planta CIFC 4106 s6 existe no banco de germosplasma da Universidade Federal de Vigosa
(UFV).

Os acessos derivados de CIFC 4106 possuem, além da resisténcia a H. vasiairiv,
resisténcia a anfracnose dos frutos verdes do cafeeiro cauvsada pelo fungo Cofletorrichum

Kahawae, e resisténeia a galha das raizes do cafeeiro causada pelo nematodo Meloidogyne exigua

¥CAIXETA, E. T. (Embrapa Café) Comunicagdo pessoal, 2011,



(RODRIGUES, 2004). Por esse motivo, acessos de HT tém sido usados extensivamente nos
programa de melhoramento do café, do Brasil e do mundo, a fim de se obter combinagtes
hibridas que aliem rusticidade, produgio, qualidade da bebida e resisténcia a doengas do cafeeiro
(CARVALHO, 1989; SETOTAW, 2010).

Dados citogenéticos obtidos por Rijo (1973), indicaram que o HT tem nimero de
cromossomos igual ao do O argbice (2x = 44 cromossomos), sendo entio, uma planta
tetraploide. Provavelmente isso tenha ocorrido por meio da fusio natural de um gameta nio
reduzido de C. canepliora (2x = 22 cromossomos) com um gameta reduzido de C ardbica (2X =
22 cromossomos) (ROGRIGUES et al., 2004).

Outras ferramentas podem contribuir para gerar informacdes acerca do genoma de HT.
Uma delas ¢ a citometria de fluxo, uma técnica que permite estimar o tamanho absoluto do
genoma de plantas. Visto isso, ela pode fornecer dados findamentais para o estudo desse hibrido,

ja que pouco se conhece a respeito do mesmo.

1.3 — Citometria de fluxo

O trabalho realizado por Galbraith et al. (1983) marcou a utilizagdo da citometria de fluxo
(CMF) em plantas (DOLEZEL; BARTOS, 2005). A partir de entio, a CMF se tornou uma
ferramenta poderosa para o estudo de genomas vegetais e apresenta aplicagbes que vao desde a
investigacdo basica até a indistria (DOLEZEL, 1997a).

A metodologia de CMF depende da obtencdo de suspensdes de particulas isoladas e, a
partir disso, pode ser aplicada em uma grande quantidade de amostras, num curto espaco de
tempo, envolvendo a selecdo de fecidos adequados, isolamento dos nidcleos, coloragdo com
flucrocromos especificos para DNA e andlise das amostras em um citometro de fluxo. A
quantidade da fluorescéncia emitida por cada nicleo ¢ quantificada e o resultado da analise ¢
geralmente na forma de um histograma de intensidade de fluorescéncia relativa (KRON et al,,
2007). A fluorescéncia dos picos Gy/Gy no histograma da amostra analisada deve ser comparada
com a posiciio do pico Gg/G da planta padrio, cujo contetido de DNA é conhecido (DOLEZEL;
BARTOS, 2005). Com base na formula [2C amostra = (canal da amostra x 2C do padrio)/canal
do padrio], mensura-se o tamanho do genoma nuclear em picogramas (pg) de DNA, sendo que |
pg de DNA corresponde a 978 Mpb (DOLEZEL et al., 2003).

Em espécies do género Coffea, a CMF foi empregada para estimar o tamanho do genoma,
0 que contribuiu para estudos taxondmicos (CROS et al., 1994, 1995) e evolutivos (NOIROT et

al., 2003b). Além disso, o conteddo 2C de DNA nuclear tem sido correlacionado com



caracteristicas adaptativas das espécies (CROS et al., 1995; NOIROT et al., 2003b) ¢ com a

fertilidade de hibridos interespecificos (CROS et al, 1995,

Alguns valores do tamanho do genoma foram relatados para espécies do género Coffea.

MNatabela 1, sdo reportados valores obtidos por diferentes autores.

Tabela 1: Diferentes wvalores do tamanho do genoma (2C) reportados para os possiveis

progenitores do Hibrido de Timor.

Espécie 2C Autor
C. arabica 247 pg Cros et al. (1994)
26lpg Cros etal. (1995)
2,62 pg Clarindo & Carvalho (2009, 2010}
C canephora 144 pg Moirot et al. (2003b)
1,54 pg Cros et al. (1995)
1,41 pg Clarindo e Carvalho (2009, 2010}




16

7 - CONCLUSAO

Com base em dados obtidos para os acessos de Hibrido de Timor, por meio da citometria
de fluxo, sugere-se que a primeira planta identificada na Ilha de Timor, CIFC 4106, possui
ploidia de DNA equivalente a um triploide e possivel origem de gametas reduzidos de O
arabica ¢ C canephora. Os demais acessos do hibrido analisados possuem contetdos 2C de
DNA estatisticamente diferentes entre si e maiores em relagio a CIFC 4106 Além disso, a
ploidia de DNA desses acessos ¢ equivalente a de um tetraploide.

Em virtude da baixa produtividade de organismos friplaides, os programas de
melhoramento devem visar combinacbes hibridas que aliem resisténcia a ferrugem, conferida
pelo HT, boa produtividade, qualidade da bebida e rusticidade, conferida por outras espécies de
café.

A citometria de fluxo, uma técnica confiavel, rapida e precisa, possibilitou determinar o
conteido de DNA nuclear dos acessos de HT, gerando informacdes a respeito do seu genoma,
Gteis para programas de melhoramento e estudos da evolugdo cromossdmica e fenotipica dos

acessos de HT.



