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Resumo- Parte do aumento da producéo do café tem sido atribuido aos investimentos em programas
de melhoramento, onde a hibridizacdo artificial interespecifica vem ganhando espaco, criando novas
variedades de interesse agrondmico. A citometria de fluxo € uma ferramenta biotecnoldgica que possibilita
caracterizar o genoma nuclear das espécies, fornecendo informacfes que contribuem para estudos de
melhoramento, taxonomia e evolugdo. Dessa forma, o presente estudo teve o objetivo utilizar a citometria
de fluxo para mensurar o nivel de ploidia e o conteddo de DNA nuclear, e confirmar a origem de hibridos
interespecificos previamente originados por meio da fusdo de gametas reduzidos de C. arabica e C.
racemosa. O conteido médio de DNA nuclear de C. arabica foi equivalente a 2C = 2,66 pg, de C. racemosa
2C = 1,01 pg e para o hibrido 2C = 1,82 pg. Os dados obtidos com a citometria de fluxo auxiliam na andlise
da ploidia, e consequentemente na identificacdo de hibridos interespecificos, contribuindo para programas

de melhoramento do cafeeiro.
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Introducéo

O café é um dos cinco produtos agricolas mais
importantes para o agronegoécio do Brasil, sendo
lider no mercado mundial de café em produgédo e
exportacdo, e segundo maior consumidor mundial
do grdo (FAO, 2009).

Parte do aumento da producdo do café tem

sido atribuido aos investimentos em programas de
melhoramento, onde a hibridizacao artificial
interespecifica vem ganhando espaco por aliar as
boas qualidades de determinadas espécies,
proporcionado ganhos econémicos com a criagcdo
de novas Vvariedades, apresentando novas
caracteristicas de interesse agronémico.
A citometria de fluxo por sua vez, é uma
ferramenta  biotecnolégica  que possibilita
caracterizar o0 genoma nuclear das espécies,
fornecendo informagdes que contribuem para
estudos de melhoramento, taxonomia e evolucéo.
Dessa forma, o presente estudo teve o objetivo de
utilizar a citometria de fluxo para mensurar o nivel
de ploidia e o conteddo de DNA nuclear, e
confirmar a origem de hibridos interespecificos
previamente originados por meio da fusdo de
gametas reduzidos de C. arabica e C. racemosa.

Metodologia

Para o estabelecimento das suspensdes
nucleares, foram extraidos fragmentos foliares de
2 cm? de folhas jovens da planta padrdo Solanum
lycopersicum L., com conteido de DNA conhecido
(2C = 1,96 pg), e das amostras de C. arabica, C.
racemosa e do hibrido interespecifico.

A extracdo dos nulcleos das amostras foi
realizada de acordo com o método de Galbraith et
al. (1983), retalhando as amostras foliares com
lAmina de barbear numa placa de Petri contendo
0,5 mL do tampéo de lise Otto I, a 4°C (OTTO,
1990). Esse tampéo foi suplementado com 2,0 mM
de ditiotreitol e 50 pg/mL de RNAse. Em seguida,
adicionou-se 0,5 mL do mesmo tampdo a
suspensdo, que foi filtrada e centrifugada
(CLARINDO; CARVALHO, 2009). O sobrenadante
foi removido e o pellet ressuspendido e incubado
em 100 pL do tampéo de lise OTTO-I (ABREU et
al., 2008; CARVALHO et al., 2008; ROSSI et al.,
2008). As amostras foram incubadas por 10
minutos em temperatura ambiente, coradas com
1,5 mL de solucdo OTTO-:OTTO-II (1:2) (OTTO,
1990), suplementado com 50 mM de ditiotreitol, 50
pL de RNAse e 75uM de iodeto de propideo, para
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determinar o tamanho do genoma nuclear, e em
seguida filtradas.

As suspensdes foram analisadas em citémetro
de fluxo Partec PAS® (Partec® Gmbh, Munster,
Germany), equipado com uma fonte de laser (488
nm), gerando histogramas usados para mensurar
o tamanho do genoma nuclear das amostras
analisadas.

Resultados

Os procedimentos de extracdo e coloracdo de
nacleos possibilitaram uma quantidade suficiente
de nucleos intactos, isolados e
estequiometricamente corados.
Consequentemente, a  metodologia  gerou
histogramas apresentando picos de nucleos Gy/G;
com alta resolucdo e coeficientes de variagédo
abaixo de 5%.

A partir das analises dos histogramas,
evidenciou-se que o contetdo médio de DNA
nuclear de C. arabica é equivalente a 2C = 2,66
pg, de C. racemosa 2C = 1,01 pg e para o hibrido
2C =1,82pg.
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Figura 1: Histogramas gerados a partir da analise
de suspensdes nucleares coradas com iodeto de
propideo. (a) Pico representando os nucleos nas
fases GO/G1 de C. racemosa (2C = 1,01 pg) no
canal 103 e S. lycopersicum (padréo interno, 2C =
1,96 pg) no canal 200. (b) Pico representando os
nacleos nas fases GO/G1 de C. arabica (2C = 2,66
pg) no canal 272 e S. lycopersicum (padrdo
interno, 2C = 1,96 pg) no canal 200. (c) Pico
representando os nucleos nas fases GO/G1 do
hibrido interespecifico (2C = 1,82 pg) no canal 186
e S. lycopersicum (padrdo interno, 2C = 1,96 pg)
no canal 200.

Discussao

A metodologia de extracéo e coloracdo nuclear,
para analise via citometria de fluxo, gerou
histogramas apresentando picos de nucleos Gy/G;
com alta resolucéo e coeficientes de variagédo (CV)
abaixo de 5%. De acordo com DoleZel e Barto$
(2005), valores de CV inferiores a 5% sao
considerados adequados para analises
citométricas. Consequentemente, 0 protocolo
empregado possibilitou uma quantidade suficiente
de nucleos intactos, isolados e
estequiometricamente corados.

Diferentemente de outros trabalhos que
também objetivaram a quantificagdo do contetido
de DNA do genoma de café (CROS et al., 1994,
1995; NOIROT et al., 2003b), no presente estudo
foi utilizado o tampdo Otto (OTTO, 1990). De
acordo com Dolezel e Bartos (2005) e Loureiro et
al. (2006a), esse tampao prové histogramas
apresentando nucleos Gg/G; com resolucéo
inigualavel, sendo, por esse motivo, considerado
adequado em andlises envolvendo espécies com
conteddo de DNA nuclear relativamente baixo,
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como as de Coffea (CLARINDO; CARVALHO,
2009, 2010).

A partir das analises dos histogramas,
evidenciou-se que C. arabica possui 2C = 2,66 pg,
C. racemosa 2C = 1,01 pg e o hibrido 2C = 1,83
pg.
O contetdo médio de DNA nuclear obtido por
citometria de fluxo indica que realmente o hibrido
analisado é um triploide. Esse valor também
confirma que o hibrido possui metade do contetido
de DNA nuclear de seus parentais, C. arabica e C.
racemosa, por meio da seguinte formula: 2C da
planta tripléide = (%2 do conteddo de DNA de C.
arabica) + (*2 do conteudo de DNA de C.
racemosa).

Em virtude da possibilidade de andlise de
particulas individuais a uma velocidade elevada
através da citometria de fluxo, as andlises podem
ser feitas num curto espaco de tempo (DOLEZEL,
1997b). Portanto, os dados obtidos por essa
técnica axiliam na analise da ploidia das espécies,
sendo Gt na identificacdo de hibridos,
contribuindo para analises prévias em programas
de melhoramento do cafeiro.

Conclusao

Como evidenciado pelo CV, a metodologia de
extracdo e coloracdo nuclear gerou uma
qguantidade suficiente de nudcleos intactos, isolados
e estequiometricamente corados.

A partir das analises dos histogramas,
evidenciou-se que C. arabica possui 2C = 2,66 pg,
C. racemosa 2C = 1,01 pg e o hibrido 2C = 1,83
pg, indicando que o hibrido é realmente um
tripléide, apresentando metade do conteddo de
DNA nuclear de seus parentais, C. arabica e C.
racemosa.

Dessa forma, os dados obtidos com a
citometria de fluxo auxiliam na analise da ploidia, e
consequentemente na identificagcdo de hibridos
interespecificos, contribuindo para programas de
melhoramento do cafeeiro.
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