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1. INTRODUCAO
Consideracoes gerais sobre a familia Sterculiaceae

A familia Sterculiaceae Vent., ordem Malvales, compreende cerca de 70 géneros
e 1.000 espécies de distribuigdo tropical e subtropical no mundo. Nos neotrdpicos
ocorrem 16 géneros e cerca de 510 espécies. Sdo plantas arbdreas, arbustivas até
herbaceas. (BARROSO, 1978; JOLY, 1979; RIBEIRO et al., 1999).

O género Theobroma ¢ tipicamente neotropical e encontra-se distribuido na
floresta tropical imida no hemisfério ocidental, entre as latitudes 18 ° Norte e 15° Sul,
estendendo-se do México até os limites ao sul da floresta amazonica (FALCAO, 1993;
SOUZA et al., 1997).

O género Theobroma ¢ considerado o mais importante economicamente por ter
como um dos seus membros o 7. cacao.

Segundo VENTURIERI (1993), as 22 espécies do género estdo restritas a
América Tropical. Destas, nove sdo encontradas na Amazdnia brasileira e todas
produzem frutos comestiveis, ¢ as sementes, de pelo menos cinco delas, podem ser
usadas na producao de chocolate.

As duas espécies mais cultivadas e de maior valor comercial sdo: o Theobroma
cacao 1. E o Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum., tendo o cacau como
a base das industrias de chocolate (CUATRECASAS, 1964).

A espécie Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum., ocorre
espontaneamente na parte oriental da hiléia amazoénica, nas matas de terra firme e
varzea alta, na parte sul e leste do estado do Para, abrangendo as areas mais elevadas da
regido do médio Tapajos, rio Tocantins (alcobaga), rio Guama (entre Ourém e

Braganca), rio Xingu (entre Vitoria e Altamira) e rio Anapu, alcangando o nordeste do



maranhdo, principalmente nos rios Turiagu e Pindaré. Entretanto as arvores silvestres
sao bastante raras (CUATRECASAS, 1964).

O cupuagu ¢ origindrio da Amazonia brasileira, mais precisamente do estado do
Pard, ndo pode ser descrito exatamente dentro da area de distribuicdo espontdnea da
espécie, onde ¢ verdadeiramente seu centro de origem. Deve-se destacar que, por ser um
cultivo pré-colombiano, em alguns casos, ¢ dificil determinar com precisdo se 0s
individuos encontrados nas areas de selva sdo verdadeiramente espontineo ou
subespontaneco (CARVALHO, 1999).

Em 1949, nas proximidades de Cameta, regido de Tocantins, foi descoberta uma
variedade de cupuagu que ndo apresentava sementes. O fruto da espécie cultivada sem
sementes pesa em média 2.270g, ou seja, 1,5 vezes maior que o peso da variedade com
sementes (VENTURIERI, 1985).

O fluxo migratério para a Amazonia muito tem contribuido para a crescente
substituicdo do cultivo da terra por essa agricultura, incentivando novos plantios
comerciais, aumentando assim a area plantada. Na Amazonia, a agricultura esta
concentrada em pequenas produgdes familiares. Hoje, uma das culturas mais procuradas
para os sistemas agroflorestais, levando-se em conta ndo s6 os aspectos economicos,
mas também social e ambiental, mas também por ser uma fonte alternativa na supléncia
de vitaminas e sais minerais a populagdo da regido (SOUZA ET AL, 1997).

A origem do género Theobroma ainda ¢ uma especulacdo. Considerando sua
importancia na Amazonia, pouco se sabe sobre a evolugdo da espécie com relagdo a
ocorréncia de variedades no cultivo. A classificagdo em variedade é baseada na forma

do fruto (GATO, 1992).



O estudo citogenético feito com a espécie 7. cacao 1. Apresentou cromossomos
de tamanhos pequenos, com variagdes cromossOmicas nao representativas € numero
2n =20 (BRUCHER, 1977).

Cuatrecasas (1964), em uma revisdo taxondmica do género Theobroma, diz que
a primeira publicacdo com 2n=20 para 7. Cacao foi feita por davie (1933) através do
estudo de mitoses em raizes.

Guerra (1986) apresentou e discutiu o nimero cromossémico de um grupo de 41
espécies pertencentes a 35 géneros de angiospermas, coletadas em pernambuco, a partir
da andlise de sementes germinadas em laboratorio, dentre essas espécies Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum., apresentou niumero cromossdémico 2n = 20,
numero de ploidia provavel 2x.

Diversos grupos de pesquisas t€ém tentando esclarecer melhor a genética de
varias espécies tropicais dentre elas 7. Leiocarpa, T. Angustifolium, T. Bicolor, T.
Speciosum (Carletto, 1946 citado por BUCHER, 1977 ), buscando contribuir com a
identificacdo dos cromossomos nos aspectos numéricos e estruturais, com a finalidade

de subsidiar os estudos citogenéticos das cultivares selecionadas.



1.1 OBJETIVOS

A caracterizagdao cromossomica da espécie vem ao encontro das necessidades de
conhecer melhor a diversidade da flora Amazonica, bem como identificar os marcadores
de germoplasmas de Theobroma e contribuir para o conhecimento citotaxondmico do
género.

Objetivo Geral:

Caracterizar cariotipicamente a espécie Theobroma grandiflorum através de
diversos marcadores fluorogénicos (CMA3/DAPI).

Objetivos Especificos

Confirmar o nimero dipldide da espécie.

Caracterizar a morfologia cromossdmica da espécie.

Definir especificamente o tamanho cromossomico, posicdo dos satélites
ocorrentes na espécie através de coloragdo refinada com CMA3/DAPI.

Verificar o padrao de distribui¢do da heterocromatina mediante coloracao
convencional (Giemsa) e a técnica de bandeamento C, em cupuagu (germoplasmas) com
sementes € sem sementes.

Comparar o padrdo de distribuicdo da heterocromatina em Theobroma
grandiflorum com as demais conhecidas da literatura para outras espécies dentro da

familia.



1.2  JUSTIFICATIVA

Diante da importancia econdmica que a cultura de Theobroma grandiflorum
(Willd. ex Spreng.) Schum. representa para a regido, a necessidade da caracterizagao
citogenética dos gendtipos em estudos muito colaborara no apoio € na conducao de um
programa de melhoramento genético, estimulando o cultivo do cupuagu. Os resultados
obtidos através de cromossomos marcados, padrao de bandeamento, a quantidade de G-
C usando fluorocromos devera distinguir essa espécie das demais desse género ja
estudadas, assim, poderemos compreender o grau de parentesco dentro do processo

evolutivo.



1.3. REVISAO DE LITERATURA

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA ESPECIE Theobroma grandiflorum
(Willd. ex Spreng.) Schum.

A familia Sterculiaceae Vent., Ordem Malvales, compreende cerca de 70
géneros e 1000 espécies de distribuicao tropical e subtropical no mundo, de acordo com
CUATRECASAS (1964), conforme mapa do Anexo I. Nos Neotropicos, ocorrem 16
géneros ¢ cerca de 510 espécies. Sao plantas arboreas, arbustivas, até herbaceas
(BARROSO, 1978; JOLY, 1979; RIBEIRO et al. 1999).

Segundo VENTURIERI (1993), o género Theobroma possui seis secgoes:
Andropetalum (7. mamosum); Glossopetalum (7. angustifolium, T. canumanense, T.
chocoense, T. cirmolinae, T. grandiflorum, T. hylaeum, T. nemorale, T. obovatum, T.
simiarum, T. sinuosun, T. stipulatum, T. subincanum), Oreanthes (T. bernoillii, , T.
glaucum, T. speciosum, T. sylvestre, T. velutium); Ritidocarpus (7. bicolor);
Telmatocarpus (7. gileri, T. microcarpum) e Theobroma (7. cacao).

O género Theobroma possui 22 espécies confinadas a América Tropical
(GENTRY, 1993). Destas, 9 sdo encontradas na Amazonia brasileira: Theobroma
cacao, T. camargoanumr, T. bicolo, T. grandiflorum, T. microcarpum, T obovatum, T.
speciosum, T subincanum, T. silvestre. Todas produzem frutos comestiveis e, pelo
menos, de 5 espécies pode-se fazer chocolate. Podemos destacar 7. cacao L.
considerado o cacau de maior valor comercial e constitui a base da industria de
chocolate. Como a origem do género Theobroma ainda é uma especulacao, levando-se
em conta sua importancia na Amazonia, pouco se sabe sobre a evolugdo da espécie em

estudo, quanto a ocorréncia de variedades nas cultivares (CUATRECASAS, 1964).



Segundo CAVALCANTE, (1999) o cupuacu ¢ originario da Amazonia
brasileira, e precisamente do estado do Para.

Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum. (cupuagu), ocorre
naturalmente na parte oriental da Hiléia Amazdnica, regido que compreende o sul e
sudeste do estado do Para, parte do Maranhao e de Tocantins, nas areas elevadas da
regido do médio Tapajos e nos rios Tocantins, Guama, Xingu ¢ Anapu (SMITH et al.,
1992). De um modo geral, a espécie ¢ encontrada, espontaneamente, na parte sul e
sudoeste do Para e na Pré-Amazonia maranhense; ¢, em estado silvestre, somente nas
florestas tropicais umidas de terra firme. (CUATRECASAS, 1964; FALCAO, 1993;
VENTURIERI, 1993).

Atualmente o cupuagu estd disseminado por toda a Bacia Amazdnica e norte do
Maranhao, chegando a atingir o estado de Sao Paulo. A ocorréncia de alguns individuos
no Rio de Janeiro - Jardim Botanico do Rio de Janeiro e cidade de Silva Jardim; na
Bahia - Escola Média de Agricultura da Regido Cacaueira, em Uruguca, ¢ em varios
sitios da regido Sul do estado, onde predomina o cacau. No exterior, ocasionalmente ¢é
encontrado no Equador, Guiana, Martinica, Costa Rica, Sdo Tomé, Trinidad e Gana,
quase sempre cultivado em instituicdes de pesquisa (CUATRECASAS, 1964;

VENTURIERI, 1993).

DESCRICAO BOTANICA

O cupuaguzeiro no estado silvestre apresenta morfologia semelhante a quase
todas as espécies do género Theobroma representadas na Amazonia, com ramificagdes
tricotdmicas, com exce¢do do cacau, cujo padrio de crescimento ¢ quincotdmico,

alcangando a altura de aproximadamente 20m. Ocorre normalmente como um



componente do estrato intermedidrio, chegando a atingir o dossel superior, porém nao
ultrapassando esse.

Conforme FALCAO (1993) e SOUZA (1998), a arvore tem folhas que medem
de 25 a 35cm de comprimento, pecioladas, coriaceas, oblongas a oblongas-obovadas,
com apice abruptamente acuminado. A mudanga foliar ocorre quase sempre antes do
inicio da floragdo, ¢ um processo gradual e lento. Entretanto, em algumas plantas, essa
mudanga pode ocorrer no periodo de frutificagdo. As inflorescéncias sao axilares ou
extra-axilares, com uma a cinco flores distribuidas pelos ramos plagiotropicos; possuem
calice com cinco sépalas triangulares espessas, corolas com cinco pétalas.

Segundo CALZAVARA (1987), em populagdes nativas, podem ser encontrados
diferentes tipos que sdo agrupados em funcdo do formato do fruto ou da presenca ou

auséncia de sementes.

ECOLOGIA

Segundo SOUZA & SOUSA (1997); CARVALHO (1999), considerando as
condi¢des climaticas das areas onde ocorre a espécie natural de cultivo do cupuaguzeiro,
constataram-se as seguintes variagcdes mensais de temperatura 21,6 °C a 28,2 °C; a
umidade relativa média anual fica entre 77 % e 88 % sendo o més menos imido de 64%
e o mais umido de 93%, e precipitagdo pluviométrica total anual de 1.900mm a
3.100mm.O total de horas de luz solar varia de 1.900 a 2.800 horas.

O cupuaguzeiro ¢ uma espécie predominantemente alégama, embora possua flor
hermafrodita, com a descéncia da antera e a receptibilidade do estigma e estilete
iniciando antes da antese, a auto-polinizagdo nao se realiza em virtude da hercogamia. A

floragdo ocorre predominantemente no periodo de menor precipitagdo, entretanto o



periodo de chuvas retarda a floragdo (VENTURIERI, 1993; SOUZA & SOUSA, 1997,
CARVALHO, 1999).

Os mais provaveis agentes polinizadores do cupuaguzeiro sdo: abelhas sem
ferrdio Hymenopteros, Plebeia minima, Trigonisca sp. (grupo Homalaspis) e
Ptilotrigona lurida, podendo também ser visitado por formigas e Coledptero
Curculionideo, (Baris sp.) do tipo Entomofilico (MACHADO et al., 1991).

O cupuaguzeiro apresenta um razoavel desenvolvimento em areas de solo argilo-
humoso onde ¢ cultivado preferencialmente e tendo também um excelente
desenvolvimento quando plantado em solo de alta fertilidade, como os Podzolicos
Eutréficos e os Latossolos Eutréficos (municipios de Uruguca — BA, Jaru — RO e Nova
California — AC), também apresenta alta produtividade quando plantado na varzea alta,

entretanto nao suporta longos periodos de cheias (VENTURIERI, 1993).

PROPAGACAO

A obtengdo de mudas de boa qualidade do cupuaguzeiro tem constituido uma
barreira na implantagdo de pomares, por ser uma planta alégama. As mudas
normalmente sdo adquiridas a partir de germinacdo de sementes, € o nimero de
sementes por fruto € variavel, podendo chegar até 45, dai a formagdo de pomares
heterogéneos. O cupuacu pode ser propagado tanto sexuadamente como por processos
assexuados (GATO, 1992; CARVALHO, 1999).

A propagacdo vegetativa por meio de enxertia ¢ comum na fruticultura, com os
resultados variando de acordo com a espécie, tempo de vida da planta, exposi¢do
luminosa dos ramos, nutrigdo, relagdo carboidratos/nitrogénio, sanidade do material,

vigor e produtividade das plantas, balango hormonal e condi¢des ambientais, podendo o
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cupuaguzeiro ser propagado por processos vegetativos, especialmente por enxertia,
utilizando-se de porta-enxerto de semente para a propria espécie (DANTAS et al.1996,
MULLER et al., 1997, SOUZA & SOUSA ,1997, GONDIM et al., 2001).

OLIVEIRA, (1993) lembra que os estudos das sementes de cupuacu e de seu
processo de germinacdo limita-se a analogias com pesquisas sobre as sementes de (7.
cacao L.) por falta de dados referentes ao cupuacgu.

A polinizagdo controlada ¢ fator importante na busca de solu¢des dos problemas
levantados, especialmente na elaboracao de um programa de hibrida¢ao da espécie, de
estudos associados ao desenvolvimento do fruto e manejo da cultura, (SOUSA et al.,

1996).

IMPORTANCIA ECONOMICA DO GENERO Theobroma

Na familia Sterculiaceae, destacam-se duas espécies conhecidas, 7. cacao e T.
grandiflorum, comercialmente exploradas para a producdo de sementes destinadas ao
preparo de derivados e subprodutos do cacau e cupuagu, sobretudo na sua forma mais
popular, o chocolate (CUATRECASAS 1964, SILVA et al.,1986).

A Amazoénia é considerada como uma das regides propicias para a fruticultura,
tendo em vista, uma enorme variedade de plantas nativas, muitas das quais, ainda
conhecidas, e, pouco apreciado o valor nutritivo (MACHADO, 1991).

A cultura do cupuaguzeiro vem despertando interesse comercial ndo s6 na Bacia
Amazodnica e norte do Maranhdo, no Brasil, mas também em varios paises do mundo.
As sementes do cupuaguzeiro sdo consideradas como sucedaneas do cacau, pelo fato de
possuirem Otima matéria-prima na fabricacdo de chocolate branco de excelente

qualidade (GARCIA, 1991). E utilizado ao natural, em forma de néctar enlatado ou no
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fabrico de licores, vinhos, compotas e geléias (SILVA et al., 1986). Outra espécie nativa
da regido amazoOnica, o cupuagu Theobroma grandiflorum, destaca-se como
componente da maioria dos sistemas agroflorestais da regido, principalmente pela
diversidade de aproveitamento do fruto na industria de alimentos, pelo aroma e sabor
agradaveis (SOUZA et al., 1997). Os frutos sdo utilizados em grande escala na
preparagao de doces, geléias, cremes, pudins, biscoitos, balas, sorvetes, tortas, licores,
bolos, sucos e etc. A casca ¢ utilizada na fabricagdo de pecas artesanais. As améndoas
possuem gorduras de alto coeficiente de digestibilidade e composi¢do tipica das
manteigas vegetais, semelhantes a manteiga de cacau (CARVALHO et al., 1980). As
sementes sao utilizadas na confeccao de chocolate branco e cosméticos, contém ainda

cafeina e teobromina (CLEMENT, 1982).

CITOGENETICA DE PLANTAS TROPICAIS

Um numero representativamente grande de espécies de plantas nativas estd
concentrado nos tropicos. Como a maioria dos estudos estd restrita aos numeros
cromossomicos, hda um desconhecimento muito grande no que se refere a flora
neotropical. H4 uma quantidade razoavel de trabalhos na literatura em vista da grande
diversidade bioldgica dessa flora. Citogeneticistas deparam com a escassez de estudos
na literatura para determinadas espécies. Precisa ser observada a dificuldade de
reconhecer na extensa literatura, numeros cromossdmicos previamente citados
incorretamente (GUERRA, 1984).

Através da citogenética, tem sido possivel esclarecer melhor os processos
responsaveis pela evolu¢do de certas espécies, estabelecendo modelos carioevolutivos

em vegetais. Destacam- se amplos estudos predominantemente em vegetais de clima
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temperado (STEBBINS, 1971; GUERRA et al. 1996; GUERRA et al., 2000). Conforme
MONJELO (2001); D'HONT et al. (1996) nos estudos evolutivos para plantas
terrestres, ha grande dificuldade na aplicacao do conceito biologico de espécie, devido
a diversidade de formas de reproducao e da hibridizacao interespecifica entre espécies
claramente delimitadas. Assim, conceitos alternativos como o conceito fenético de
espécie facilitam os estudos evolutivos de plantas, pois utilizam marcadores alternativos
como os marcadores citogenéticos que t€ém possibilitado a deteccdo de uma grande
variabilidade cariotipica intra e interpopulacional. A explicacdo para a diversidade
cariotipica pode ser baseada nas possibilidades de alteracdes numéricas, estruturais e
rearranjos cromossomicos. Observagdes citogenéticas tém sido possiveis a varios
organismos, tornando-se extremamente uteis no entendimento das relagdes de
parentescos de espécies dentro de seus respectivos grupos.

Trabalhos de melhoramentos genéticos, visando a um melhor conhecimento da
variabilidade genética de plantas tropicais, vém sendo feitos através de andlises
citogenéticas como alternativa para caracterizar cariotipicamente as mais diversas
cultivares. A citogenética assume importante papel na selecdo de germoplasmas com o
objetivo de selecionar genotipos quanto a produtividade, resisténcia a doengas e pragas

que possam ser incorporadas a sistemas de produgdo (SOUZA, 1998).

IMPORTANCIA E APLICACOES DOS ESTUDOS CITOGENETICOS

A utilizacdo das analises citotaxondmicas tem contribuido em grande parte para
o estudo da evolugdo, pelo fato de os cromossomos constituirem o proprio material
genético, e, portanto, alteracdes nos padrdes dessa estrutura significa um

direcionamento evolutivo das espécies (GUERRA,1985).



13

Do ponto de vista citogenético, pouco se sabe sobre a biodiversidade nativa
tropical, em especial a neotropical. (SILVA, 2001).

O desenvolvimento de técnicas citogenéticas tanto as convencionais quanto as
mais refinadas com uso de fluorocromos, possibilitam direta ou indiretamente,
compreender a evolugdo como um fenomeno fundamental aos seres vivos.

Considerando a grande variabilidade genética existente em vegetais, torna-se
necessaria uma selecdo genotipica que apresente producdo estavel, com menor
tendéncia a instabilidade de producdo, selecionando principalmente genotipos com alta
qualidade, tendo como destino a agroindustria (SOUZA et al., 1997).

A citogenética contribui com um elevado niumero de informacdes que viabilizam
a caracterizacdo cromossdmica de variedades de espécies dentro de grupos sistematicos,
determinando o nimero cromossdmico, o numero de ploidia, o comportamento
cromossdmico na mitose € meiose, tornando viavel os programas de melhoramento

genético (SOUZA et al., 1992).

NUMEROS CROMOSSOMICOS

A contagem do numero cromossomico de espécies de uma determinada flora
pode auxiliar em estudos citotaxondmicos de diversos grupos vegetais. Além da
contagem de espécies previamente desconhecidas cariotipicamente, a recontagem ¢
igualmente importante devido a possivel ocorréncia de variagdes interpopulacionais ou
de registros incorretos na literatura (GUERRA ,1984).

Ao analisarmos a variagdo cromossOmica numérica de um taxon, passamos a
conhecer o nimero basico do grupo em virtude de o mesmo constituir o principal

instrumento para analise citotaxondmica. (PITREZ et al., 2001).
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Vérios sdo os fatores que podem modificar o nimero basico original dos
cromossomos de uma determinada espécie, dentre esses, podemos citar a disploidia com
acréscimo ou perda de um determinado ntimero de cromossomos o que pode ser
esclarecido através de rearranjos cromossomicos. (SILVA, 2001)

Mesmo com a utilizagdo de varias técnicas citogenéticas, ainda ¢ através da
variabilidade cromossomica numérica que podemos detectar alteragdes no nimero
basico de um tdxon, com isso, nos permite reconhecer o numero basico do grupo
(PITREZ et al., 2001).

O ntimero cromossdmico tem sido muito usado em trabalhos citotaxondmicos
devido a facilidade de observacdo, podendo ser convenientemente usado como um
carater junto com outros fatores. O nimero cromossémico pode variar no decorrer de

um processo evolutivo (SILVA , 2001).

MORFOLOGIA CROMOSSOMICA

A utilizacdo de técnicas com coloragdo convencional para analise de cariotipos
em espécies que apresentam Cromossomos pequenos, quase sempre se limita a
identificacdo de seu niimero, e apresentam poucos caracteres morfologicos (GUERRA
et al. 1997). O estudo de cromossomos utilizando bandeamento-C, tem sido um
importante passo na citogenética de muitos grupos de plantas silvestres e cultivadas
MOSCONE (1993). Um exemplo ¢ encontrado em espécies de Citrus que apresentam
tamanho cromossdmico pequeno e usando a técnica de bandeamento C ou coloragdo
com fluorocromos, mostraram diversidades de padrdes de bandas (GUERRA et al.
1997). Estudos sistematicos utilizando a técnica de bandeamento C permitem constatar

variabilidades que determinados cromossomos apresentam no tamanho, numero ou
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posi¢ao das bandas. Assim, através de idiograma ou cariograma podemos obter

importantes dados que irdo subsidiar as investigagdes citotaxonOmicas.

DISTRIBUICAO E LOCALIZACAO DA HETEROCROMATINA
Nucleos Interfasicos

Ao se observarem nucleos interfasicos, podemos encontrar, neste estagio
cromossomos parcial ou totalmente descondensados cujo material que os constituem ¢ a
cromatina difusa. Baseado nessa cromatina, e esta se apresenta em parte condensada,
conseguimos reconhecer pelo menos quatro tipos de nucleos interfasicos: eureticulado,
reticulado, semi-reticulado e arreticulado. Os padrdes basicos dos nucleos interfasicos
sao normalmente equivalentes dentro de espécies proximas e também ao nivel de género
e familia. Quanto ao tamanho do nucleo interfasico ¢ normalmente proporcional ao
conteudo de DNA da célula.

Conforme SILVA (2001), a forma e a quantidade da cromatina condensada em
plantas apresenta uma relativa constancia dentro do individuo, havendo variagdes entre

espécies diferentes referidas em Comelinaceae (PITREZ et al,. 2001) .

CITOGENETICA DE STERCULIACEAE, VENT., DO GENERO THEOBROMA
E DE ALGUNS GENEROS CORRELATOS
Nimero Cromossémico

A constatagdo que a maioria das espécies possuem numero constante de
cromossomos aconteceu ha mais de um século. Os primeiros estudos com cromossomos

ndo foram evidentemente ligados a taxonomia, mas foram realizados com a finalidade
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de entender a funcdo dos cromossomos na embriologia, desenvolvimento, divisao
celular e ciclo de vida.

Uma das mais antigas publicagdes foi a de Stasburger em 1882 descrevendo o
numero de cromossomos somaticos igual a 24, em quatro espécies de Lilium. Hoje em
dia, a descri¢ao do niimero de cromossomos ainda esta em moda, porém trés principais
caracteristicas sao aparentes. Primeiro, existe uma grande énfase no acesso a plantas em
suas localidades silvestres; segundo, existe a necessidade de se depositar em testemunho
em um dado Herbério e terceiro ¢ desejado que as contagens sejam baseadas em varias
células e plantas em cada populagdo. Muitas das contagens anormais na literatura sao
resultante de identificagdes erroneas, células ou tecidos anormais ou mutantes
cultivados. Os trés requisitos acima bem como o aprimoramento de técnicas citoldgicas,
seguramente ira reduzir os aspectos dessa ambigiiidade (STACE, 2000).

Segundo JOLY, 1979, a familia Sterculiaceae Vent. apresenta cerca de 700
géneros e 1000 espécies e pouco se sabe sobre estudos citogenéticos.

No inicio do Terciario, o género Theobroma era pouco diferenciado nas florestas
quentes das terras baixas tropicais. Apos o soerguimento dos Andes, as barreiras
geograficas e o isolamento fizeram com que as atuais espécies vicariantes do Leste e do
Oeste se diferenciassem (BRUCHER, 1977).

Em sua revisdo do género Theobroma, CUATRECASAS (1964) relata através
da contribuicdo de Cope (1939) o niimero cromossdmico 2n = 20, para as seguintes
espécies de Theobroma: T. cacao, T. “leiocarpa”, T. “pentagona’, T. bicolor — , T.
microcarpum — , T. speciosum — , T. simiarum, T. capilliferum, T. grandiflorum —, T.
obovatum —, T. cirmolinae. Davi 1933 citado por BRUCHER, 1977, foi o primeiro

autor a determinar o numero cromossomico de 7. cacao , a partir de tecidos somaticos,
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com 2n = 20. Este nimero foi confirmado na década seguinte por diferentes citologistas
que além do 7. cacao, também encontraram 0 mesmo numero em outras espécies
silvestres, tal como 7. grandiflorum, segundo contribui¢do de Cope, 1939.

A contagem bdasica do nimero de cromossomos no género Theobroma bem
como no género aparentado Cola ¢ n = 10 (em C. nitida foi verificado 2n = 40). Para
Heranea com 2n = 20 vale o mesmo. Ao contrario, os géneros filogeneticamente mais
distantes sao Byttneria 2n = 14 e Guazuma 2n = 16. Pesquisas citologicas em
Theobroma resultaram até agora apenas na determinagdo de genomas diploides, nao
existem diferencas citogenéticas importantes para servir de base na diferenciacdo das
espécies de Theobroma. Poliploidia ou aneuploidia ndao sdo conhecidas até o momento.
A variedade “Nana” forma na meiose ndo s6 10 bivalentes, mas também
ocasionalmente podem-se observar, também, 5 quadrivalentes, sendo possivel se excluir
uma possivel origem tetraploide desse cultivar. Os géneros Theobroma e Heranea se
desviam morfologicamente da tribo Byttnerieae (BRUCHER, 1977).

Segundo GUERRA (1986), embora existam inimeros trabalhos sobre o numero
cromossomico de espécies tropicais, devido a grande diversidade da flora, poucas
espécies sdo analisadas. Um dos parametros citologicos que tem auxiliado no
entendimento das alteragdes genéticas envolvidas na sua evolugdo é o numero
cromossomico (PEDROSA et al., 1999).

GUERRA (1986), analisando o nimero cromossdmico de varias espécies, dentre
elas Theobroma grandiflorum, evidenciou 2n = 20, o que vem confirmar os numeros
basicos encontrados dentro do género, Tabela I.

A espécie mais estudada do grupo é o 7. cacao devido sua distribuicao

geografica e grande importancia econdomica para o mundo.
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TABELA I - Numero cromossomico de Theobroma L. com os dados da literatura

bem como respectivos autores

Espécies 2n Autor

T. leiocarpa 20 Carletto, 1946

T. pentagona 20 Carletto, 1946

T. angustifolium Su. M. 20 Carletto, 1946

T. bicolor Humb. U. Bonpl. 20 Munhoz Ortega, 1948
Simmonds, 1954

T. cacao L., 20 Davie, 1935
Carletto, 1946
Munhoz Ortega, 1948
Simmonds, 1954

T. capilliferum Cuatr. 20 Carletto, 1946

T. cirmolinae Cuatr. 20 Carletto, 1946

T. grandiflorum (Willd. ex Spreng.)

Schumann 20 Guerra, 1986;
Cope, 1939

T. microcarpum Mart. 20 Carletto, 1946

T. obovatum  Klotzsch. 20 Carletto, 1946

T. simiarum D. Smith 20 Carletto, 1946

T. speciosum Willd. 20 Carletto, 1946
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Morfologia e tamanho cromossomico

Poucas andlises detalhadas de caridtipo do género Theobroma sao encontradas na
literatura apesar da importancia do género. Uma analise detalhada foi encontrada para T.
cacao, que muito tem contribuido para novas pesquisas do género (BRUCHER, 1997).

Dentre os géneros analisados, poucas foram as variagdes observadas quanto ao
tamanho dos cromossomos, sdo uniformemente pequenos apresentando quase sempre
entre 0,5 i a 21 € 0s menores sempre

em torno de 0,5 p. Os cromossomos do cacau sdo pequenos de 2,2p até 1,5u e
mostram apenas uma pequena diferencia¢do. Poucos foram os trabalhos feitos com

relacdo a morfologia e tamanho cromossémico (CUATRECASAS, 1964).

Bandeamento cromossomico CMA;3; e DAPI

Em 1968, Casperson e seus colaboradores, a procura de métodos mais sensiveis
para a observagao de bandas cromossdmicas, introduziram o fluorocromo Quinacrina no
bandeamento e obtiveram uma grande descoberta (VOSA, 1985). Diferentes
fluorocromos tém sido bastante utilizados em citogenética vegetal, permitindo maior
caracterizagcdo e diferenciacdo de heterocromatina. Métodos seqiienciais de coloragdo
tém mostrado comparagdes exatas de regides heterocromaticas (SCHWARZACHER &
SCHEWEIZER, 1982). A heterocromatina ¢ constituida por seqiiéncias altamente
repetitivas de DNA e caracteriza-se por ndo apresentar atividade génica e por
permanecer condensada durante o ciclo celular. Para observar a variabilidade genética
existente entre espécies, utilizam-se técnicas de coloragdo diferencial tais como CMA;

e DAPI.
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Bandeamento cromossomico ndo foi feito anteriormente para a espécie em

estudo.

2. MATERIAL E METODOS

A Tabela II apresenta a posicdo taxondmica da espécie em

TABELA II- Classificacdo taxonémica de Theobroma grandiflorum.

estudo.

CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Divisao: Magnoliophyta
Subdivisao: Magnoliophytina
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Dilleniidae
Superordem: Malvanae
Ordem: Malvales
Familia: Sterculiaceae

Género: Theobroma L.

Espécie: Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.

Coleta do Material

O material utilizado foi coletado no Campo Experimental-Rog¢addo (mapa no

Anexo II), do INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA -

MANAUS-AM, BR 174 Km 42 ¢ as exsicatas depositadas nos herbarios HUAM da
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Universidade Federal do Amazonas e INPA, do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia.

Os acessos do cupuacgu na area de coleta do INPA estdo distribuidos em uma
area de 10.000m’, em um espacamento de 5 x 5m, 10 plantas por parcela, distribuidas
em sistema de monocultivo de 5 plantas com sementes € 5 sem sementes.

Para andlise do cupuacu com semente, pontas de raizes foram obtidas a partir de
sementes recém germinadas apOs passar por um tratamento para desinfeccdo com
solugdo de hipoclorito a 10% por 18 horas aproximadamente, em seguida, retirado o
excesso com agua corrente e submetida a um segundo tratamento com uma solugdo de
fungicida Benlate (1.000ppm) por trinta minutos, retirado o excesso em agua corrente,
foram colocadas para germinar em placas de Petri com papel filtro previamente
umedecido.

Para andlise dos cromossomos mitoticos do cupuagu sem semente, os brotos
foram obtidos através de propagagdo vegetativa, 63 estacas, nos tamanhos entre 25 e
30cm da regido mediana, tendo sido feito um pré-tratamento com fungicida Benlate
(1000ppm) por aproximadamente 30min, em seguida colocadas em uma solucdo de
acido indol butirico (AIB), nas concentragdes de 1.000 e 2.000ppm e por 10min e 21
estacas sem tratamento (Testemunha), colocadas em seguida em sacos de polietileno
com substrato, areia e terra preta, a partir de entdo, cultivadas e mantidas na casa de
vegetacdo do laboratdrio de Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas. Apo6s
doze dias, os brotos foram coletados e utilizados para as analises (GONDIM et al.,

2001).
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Obtencao das Células

Para obtencao das células, foram utilizadas pontas das raizes do cupuagu com
sementes e brotos do cupuagu sem sementes. As pontas das raizes e os brotos foram pré-
tratados com solugdo de 8HQ 0,002M por 24h a 6 °C, fixados em Carnoy (etanol/acido
acético, 3:1) por 20h aproximadamente a temperatura ambiente e posteriormente
conservados a - 4 °C. Para preparagao das laminas, as pontas das raizes e os brotos
foram retirados do fixador, lavados duas vezes em agua destilada por 10min cada. Em
seguida, hidrolisados em HCI 8N por 20min a temperatura ambiente. Apds a hidrélise
foram lavados em &gua destilada. Com o auxilio de um estereomicroscopio foi
removida a coifa da raiz para se obter a massa de células do tecido meristematico. A
massa de células foi transferida para uma lamina com uma gota de 4cido acético a 45%
e coberto por uma laminula. Nesse estdgio, o material foi esmagado cuidadosamente,
em seguida o conjunto foi colocado em nitrogénio liquido, a laminula foi retirada com o
auxilio de uma lamina bisturi, e as ldminas postas para secar a temperatura ambiente.
Posteriormente foram coradas convencionalmente com Giemsa a 3% (GUERRA 1983,
modificado) e hematoxilina a 1% (GUERRA 1999, modificado).

Para divisdo meiotica foram coletados botdes florais, tanto do cupuagu com
semente quanto sem semente, com tamanhos proximos a metade do tamanho do botao
na antese ¢ fixados em Carnoy por 20h aproximadamente, a temperatura ambiente e
conservado a - 4 °C para andlises posteriores. O preparo das laminas seguiu a mesma

metodologia para analise mitdtica.
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Coloracao Convencional

As raizes foram lavadas em agua destilada duas vezes por cinco minutos cada.
Em seguida, o material foi submetido a hidrélise em solugao de HCI 8N concentragao
essa alterada de acordo com o material trabalhado, a temperatura ambiente por
aproximadamente 20min. Com o uso de um estereomicroscopio e agulhas histologicas,
foi retirada a coifa e as capas mais externas da raiz, deixando apenas tecido
meristematico radicular, que em seguida foi cortado em pedacos pequenos, o tanto
quanto possivel, em &cido acético 45%, coberto em seguida com uma laminula
verificando sempre com auxilio do microscopio. Em seguida, foi feito um esmagamento
para obtencdo do espalhamento satisfatorio. O conjunto de ldmina-laminula foi
colocado em nitrogénio liquido por aproximadamente 3 minutos para que fosse possivel
a retencdo das células na lamina. Apos a retirada da laminula, a lamina foi seca a
temperatura ambiente. A coloragdo foi feita colocando as laminas mergulhadas no
corante Giemsa 3% por 3 minutos. Depois de coradas e secas, as laminas foram

montadas em Entellan (Guerra 1983).

Colora¢ao com Hematoxilina
A coloragdo com hematoxilina acética a 1% foi feita mergulhando a lamina na
solugdo corante com tempo variando entre 3 a 5 minutos. Ap6s a coloragdo a lamina foi

seca ao ar e montada com Entellan segundo procedimentos de (GUERRA, 1983).

Colorac¢ao com Fluorocromos CMA-DAPI
O pré-tratamento e fixacdo seguiram como descritos nas técnicas anteriores. Para

empregar essa técnica, o material sofreu digestdo com solu¢do enzimatica contendo 2%
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de celulase e 10% pectinase, mantendo a seguir a lamina em camara imida, a 37 °C, por
aproximadamente 2 horas. Prosseguindo, foi transferida a ponta da raiz para lamina e
acrescentou-se uma gota de d4cido acético 45%. Com o auxilio de um
estereomicroscoOpio retirou-se o meristema e cobriu-se com uma laminula, colocando-se
o conjunto no nitrogénio liquido por alguns minutos. Em seguida, retirada a laminula, a
lamina foi guardada em local asséptico para envelhecer por trés dias a temperatura
ambiente. Apos esta fase, as laminas foram coradas com CMA3; (0,5 mg/ml) por uma
hora. Em seguida, foram também coradas com DAPI (2 pg/ml) por 30 minutos e
montadas em glicerol, tampao Mcllvaine/MgCl,. Para analise foi utilizado microscopio

com fluorescéncia (SCHWEIZER, 1976).

Bandeamento C

O processo para preparacao da ldmina ocorreu semelhante ao descrito para com
os fluorocromos acima. Apods o preparo das laminas, foram mergulhadas em dacido
acético 45%, pré-aquecido a 60 °C, em banho-maria durante 10 minutos . Depois foram
lavadas em agua corrente e em seguida secas ao ar. Prosseguindo, as laminas foram
colocadas em solucdo saturada de hidréxido de bario a 5% a temperatura ambiente, por

12 minutos.

Solucio de Hidroxido de Bario 5,0%

Hidréxido de Bario Ba (OH),. H,O 25¢g

Agua destilada até completar 50,0 ML
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Alternadamente foi tentada a mesma solugdao a 60 °C pelo mesmo tempo.
Decorrido esse tempo, as laminas foram lavadas em dgua corrente por aproximadamente
1 minuto. Em seguida, as ldminas foram imersas rapidamente em acido acético 45%
utilizado anteriormente, lavadas em agua corrente por 2 minutos e enxaguadas com
agua destilada. Para a renaturagdo as laminas foram transferidas para um jarro de Coplin
contendo uma solucao 2xSSC, pré-aquecido em banho-maria antecipadamente, durante
60 minutos, em seguida, as laminas foram lavadas com &gua destilada, secas e
imediatamente coradas com Giemsa a 2% por 3 minutos (Schwarzacher et al. 1882).

Foram escolhidas apds minuciosa analise ao microscopio, as melhores células
para serem fotografadas com o auxilio de um Fotomicroscopio (Axiophot). Para a
coloragao convencional o filme a ser utilizado foi Kodak Imagelink HQ ASA 25 e para
as laminas coradas com fluocromos, o filme T-MAX da Kodak ASA 400. Os
reveladores utilizados foram Dektol e HC-110 da Kodak, respectivamente. O papel

fotografico foi o Kodabromide F3 e/ou Ilford Microspeed da Kodak.

Caracterizac¢ido dos Tipos Cromossomicos

Os pares de cromossomos homoélogos foram caracterizados quanto a posi¢ao do
centromero utilizando para isso a relagao de bragos (rb) conforme LEVAN et al.,1964 ¢
SANTOS, 1999. Classificou-se assim os cromossomos metacéntricos (M) quando a rb
variou entre 1 a 1,7; como sub-metacéntricos (SM) quando a rb variou de 1,71 a 3,0;
como sub-telocéntricos quando a rb variou de 3,01 a 7,0 e de acrocéntricos com rb>7,0.
Para a montagem do caridtipo, os cromossomos foram separados em grupos conforme a
classificacdo acima e em ordem decrescente de tamanho em cada grupo na seqiiéncia

M/SM e ST/A.
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3. RESULTADOS

O presente trabalho apresenta os resultados da caracterizagdo cromossomica de
Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum. (Sterculiaceae) cultivado na
Amazonia. A contagem feita anteriormente para o cupuagu com semente citada
anteriormente na literatura fica confirmada. O resultado apresentado referente a
determinagdo do numero cromossOmico para a variedade sem semente ¢ aqui pela
primeira vez apresentado.

O nuimero modal foi 2n=20, tanto para variedade de cupuagu sem semente
quanto para a variedade com semente, cujo cariotipo ¢ apresentado na Figura 01, bem
como as principais informagdes sobre o nimero, o tamanho cromossémico, nimero de
pares satelitados e a morfologia cromossomica:

Na Tabela III e na figura 01, sdo apresentados os dados de freqiiéncia acumulada
e média e disvio padrao do nimero de células com disploidia € com o nimero 2n=20,
analisadas em trés individuos com sementes, escolhidos ao acaso de um banco de

germoplasma homogeneo, através da analise de 30 células metafasicas por individuo.
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Tabela III. Nimero cromossomico de células em disploidia (2n=18,2n=19) e com

o numero modal 2n=20 em Theobroma grandiflorum.

N° Cromossomico 18 19 20
Indiv. 083 6 3 21
Indiv. 157 7 5 18
Indiv. 013 3 2 25
Freq. Acumulada 16 10 64

Freq.Médiat desvio padrdao  5,333+2,082 3,333£1,527 21,3333+3,512

Nesta espécie foram analisados trés individuos e 30 células de cada,

obtendo-se o resultado conforme mostra as Tabelas IV, V e VI.



Tabela IV. - Niumeros cromossomicos encontrados em
Theobroma grandiflorum.

Planta 83/Cupuagu com semente
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Tabela V. - Numeros cromossomicos encontrados em
Theobroma grandiflorum.

Planta 157/Cupuacu com semente
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Tabela VI. - Nimeros cromossomicos encontrados em
Theobroma grandiflorum.

Planta 13/ Cupuagu com semente
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A Figura 01 demonstra o nimero modal 2n=20 encontrado em um total de 90

células analisadas de trés individuos escolhidos ao acaso de 7. grandiflorum.

Figura 01. Freqiiéncia de cromossomos em células metafasicas de
T. grandiflorum.

Frequéncia de Cromossomos em Células Metafasicas em
T. grandiflorum

70
60 -
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40
30 -
20

10 ]
0
18 19 20

Numero Cromossomico

Numero de Células

O cariotipo na Figura 02 apresentou cromossomos metacéntricos
(pares 1 a 3), uma predominancia de submetacéntricos (pares 4 a 8), sub-
telocéntricos (par 9) e acrocéntricos (par 10), conforme a metodologia
anteriormente descrita de classificacdo cromossomica de acordo com a
relagdo obtida do comprimento de bragos cromossdmicos.

A amplitude de tamanho cromossdmico variou entre 1um a 2,5um,

com média de 1.575um + 0,467um, Figura 03 e Tabela VII.
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-Cromossomos satelitados foram observados na espécie em niimero
de um par (par 9) Figura 04 C,D,E.

-A espécie estudada apresenta padrdo de condensacdo do tipo
proximal durante a profase e nucleo interfasico do tipo arreticulado com
cromocentros de distribuigdo irregular, Figura 04, B .

-Varias tentativas de aplicagdo de técnicas de bandeamento C na
espécie em estudo foram realizadas, usando-se digestdo enzimatica com
celulase/pectinase citado na metodologia, resultaram em cromossomos
homogeneamente corados limitagdo esta ndo superada com as repeti¢des

feitas, o que ndo apresentou resultados satisfatorios.
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FIGURA 02: Caridtipo de Theobroma grandiflorum submetido a coloragdo
convencional com Giemsa.
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Figura 03: A. Idiograma de cromossomos mitdticos corados convencionalmente com
Giemsa de Theobroma grandiflorum. B. Desenho esquematico da relagao do tamanho
dos bragos cromossdmicos.
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Figura 04 — A. Metéfese cariotipica; B. Nucleos arreticulados;, C. e D. Cromossomos
satelitados; E. Profase mitotica apresentando condensagéo Proximal.



Tabela VII. - Variacdo no tamanho cromossdomico (nm) encontrada
em Theobroma grandiflorum.

N° dos Variagdo no Tamanho
Cromossomos dos Cromossomos
1 2,0
2 25
3 15
4 1,0
5 2,0
6 2,0
7 2,0
8 15
9 15
10 1,0
11 2,0
12 15
13 15
14 1,0
15 1,0
16 1,0
17 2,0
18 15
19 2,0
20 1,0
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- A andlise citogenética da espécie em estudo foi complementada através de

técnicas de bandeamento cromossdmico mais refinadas com marcadores fluorogénicos.
Fluorocromos do tipo CMAs/DAPI permitiram a identificacdo de bandas ce diversas
intensidades e composi¢cdes dependendo do fluorocromo observado. A coloragdo com
CMA3;, mostrou uma resposta positiva na heterocromatina associada as regides
organizadoras do nucléolo (RON), as quais se localizam na porcéo distal, em um par
cromossomico, Figura 05-A , podendo ser observadas também na coloragcéo
convencional, Figura 04-E. N&o foram evidenciadas outras regides heterocromaticas nos
cromossomos utilizando CMAg3,

- A Coloragéo com DAPI, Figura05-C nd& mostrou resposta positiva,
observando-se uma coloragdo uniforme em todos 0s cromossomos.

- No geral, foi observada uma predominancia de bandas CMA3*/DAPI™, Figura

04-B, ndo tendo sido detectadas bandas CMA3"/DAPI™.
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Figura 05: Theobroma grandiflorum. A. Coloragdo com CMA; B. Coloragdo
CMA/DAPI; C. Coloragdo DAPI.
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4. DISCUSSAO

O numero cromossdémico 2n=20 na presente analise ndo difere do apresentado
por (GUERRA 1986) para a espécie com semente confirmado (Tabela 1). E relatado
aqui pela primeira vez para a variedade sem semente. Associando a espécie estudada as
citogeneticamente analisadas levando-se em conta a (Tabela 1) verificou-se a freqiiéncia
de 2n=20 para todas as espécies citadas.

Os numeros apresentados na literatura ndo relatam disploidias, mas em andlises
mais detalhadas da espécie em estudo, essas foram observadas sem que significassem
alteragdo no numero 2n para a espécie. (CORREIA DA SILVA 2001). O numero de
espécies com resultados diferentes, apds recontagem ¢ muito significativa
principalmente quando se tem em mente que, para a maioria das espécies anteriormente
estudadas, existe apenas uma contagem. Com isso, fica evidenciada a importancia de
recontagens cromossomicas da espécie.

Analises da morfologia e do tamanho cromossomico em 7. grandiflorum nao
foram até o momento efetuadas, devido provavelmente ao tamanho muito pequeno dos
cromossomos variando dentro das espécies estudadas entre 0,5u a 2,0p de tamanho
(CUATRECASA 1964). No presente trabalho, a variagdo do tamanho cromossdémico
(Ipm a 2.5p) estd proxima aquela referida por CUATRECASAS (1964) e o numero
modal 2n=20 confirmado.

Poucos sao os trabalhos desenvolvidos com Sterculiaceae envolvendo analises
cariomorfoldgicas detalhadas. No presente estudo com espécies Amazodnicas pouco ou
quase nada foi feito segundo (CUATRECASAS 1964, GUERRA 1986).

As RONs ou regides organizadoras de nucléolo sdo usualmente identificadas

em cromossomos metafasicos mitdticos através de técnicas de coloragao com Nitrato de
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Prata (Ag NOs), que na realidade envolve a coloragdo de proteinas aciclicas localizadas
amoxial com a estrutura fibrilar dessas regidoes ANJUM e JANKUN (1998) entretanto
essa coloracdo demonstra a presenca de genes de rRNA transcricionalmente ativos.
Corantes com fluorocromos especificos como a Cromomicina Ajs para
seqliéncias GC repetitivas de genes r-RNA, coram portanto genes para RONs ativos e
inativos (ANJUM e JANKUM, 1998) como ja comprovado em peixes e anfibios

Amemiya e Gold, 1986, Pendas et al., 1993 citados por ANJUM e JANKUM, 1998 .

Ap6s a coloragdo convencional, verificou-se em um par cromossomico, a
regido satélite que corresponde a regido proximal do cromossomo evidenciada pela
utilizacao da técnica de fluorocromo CMAj; correspondendo, portanto, a uma RON.

Em nossos estudos, somente a espécie com semente foi analisada do ponto de
vista da existéncia de bandas marcadas com CMAj; e DAPI, tendo sido observada a
presenca de bandas CMA3;" e CMA3" para os quais os cromossomos satelitados foram
observados na colora¢do convencional, provavelmente correspondendo as “RONs”.

As seqiiéncias GC altamente repetitivas presentes na heterocromatina foram
detectadas com o uso de fluorocromos CMAj; Conforme a literatura, a coloragdo por
CMA; ou DAPI, devido a sua especificidade por regides ricas em pares de bases
caracterizam sequéncias repetitivas de GC ou AT, respectivamente, identificando-se,
portanto, dois tipos de regides heterocromaticas quando na coloragdo com estes
fluorocromos, (ZHENG, 1993).

A heterocromatina pericentromérica ndo respondeu a nenhum dos tratamentos
usados. Estas regides provavelmente possuem uma posi¢do equivalente de pares de
bases GC ou AT, ou ainda, estas bases estariam distribuidas de forma alternativa. Ja a

heterocromatina associada as regides organizadoras do nucléolo reagiu positivamente ao
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tratamento com CMAj; sugerindo a riqueza relativa em pares de bases GC destas regides

em T. grandiflorum, que confirma um fendmeno de ocorréncia comum, tanto nos

animais como em plantas (LEITCH, 1998).

Inferéncias sobre a Espécie Theobroma grandiflorum

a) A espécie T. grandiflorum apresentou nucleos interfasicos do tipo semi-reticulado.

b) Dentro do género Theobroma, as espécies estudadas apresentam 2n=20. Com o
resultado do presente estudo, fica comprovado 2n=20 para a espécie 7. grandiflorum
com semente ¢ sem semente sendo este Ultimo descrito pela primeira vez.

¢) O ntmero cromossdémico modal foi igual a 2n = 20, embora tenham sido observadas
disploidias.

d) Quanto a morfologia cromossomica, observa-se na espécie estudada uma
predominancia de cromossomos submetacéntricos similar a 7.cacao.

e) O tamanho cromossémico observado no cariotipo, variou de lum a 2,5 um com o
tamanho médio equivalente a 1,575um + 0,467um, também muito similar a variagdo

de tamanho encontrada em uma espécie proxima 7. cacao.
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5. CONCLUSOES

A espécie estudada apresenta 2n=20. Associando os resultados do presente
trabalho aos da literatura, observa-se a confirmagdo de 2n=20 para a espécie, incluindo
a variedade sem sementes.

O género apresenta at¢ o momento numero dipldide, com cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos que ocorreram com predominancia, subtelocéntricos e
acrocéntricos.

A disploidia constitui-se em mecanismo evolutivo do género como foi
verificada nas analises efetuadas na amostra da espécie estudada.

Um par de cromossomos acrocéntricos (nucleolares) apresentam satélites onde
devem estar as RONs. Os dados aqui apresentados, embora preliminares, permitem
sugerir a utilizagdo dos cromossomos nucleolares acrocéntricos como marcadores desta
espécie.

O tamanho cromossdmico ndo apresenta variagdes significativas na espécie
dentro do género.

O estudo de varias populagdes e analises cariotipicas detalhadas se fazem
necessarios para melhor entendimento evolutivo das relagdes filogenéticas entre
espécies de Theobroma.

A técnica de Bandeamento C e as técnicas de coloragdo diferenciada utilizando
fluorocromos permitirdo melhorar a andlise e as caracterizagdes morfologica,

cromossOmica e genotipica das cultivares.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

o Estudar citogeneticamente plantas nativas da Amazonia foi um grande
desafio, enfrentando variacdes ambientais que direta ou indiretamente
contribuem para resultados inesperados.

oDe acordo com os resultados apresentados, muitas foram as duavidas
levantadas que devem ser esclarecidas em futuros trabalhos.

o Varia¢oes no comportamento funcional da espécie em estudo necessitam de
estudos com técnicas citogenéticas mais refinadas para melhores
esclarecimentos que ainda deixaram a desejar.

o Estudos meioticos e mitdticos com a variedade de cupuacu sem sementes se
fazem necessarios para melhor explicar determinadas respostas obtidas com
este trabalho.

o Estudos citotaxondmicos complementares e detalhados, utilizando técnicas
mais especializadas, sio necessarios para um melhor entendimento das

relacdes filogenéticas entre espécies de Theobroma.
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ANEXO I Mapa da Cultivar de Cupuagu no Rogadio do INPA
Coleta das estacas do cupuagu sem sementes
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Mapa da Cultivar de Cupuacgu no Rogadio do INPA
Coleta dos brotos cupuagu sem semente
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