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Dedico este trabalho ao Cerrado
O Cerrado que nos brinda
com sua beleza tinica
A beleza da multiplicidade
A beleza da luta e da resisténcia
A beleza da conquista
A beleza da vida
Apesar de tudo
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RESUMO

TORRES, Giovana Augusta. Morfologia e aspectos evolutivos dos cromossomos
mitéticos de baru (Dipteryx alata Vog.). 2001. 97 p- Tese (Doutorado em Genética e
Melhoramento e Plantas). Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

O estudo dos cromossomos de espécies vegetais do cerrado, tanto em seus
aspectos numericos como estruturais, apresenta grande potencial para o entendimento
los mecanismos evolutivos que ocorrem em espécies tropicais, bem como para o
subsidio de programas de conservagio e melhoramento genético. O baru (Dipteryx
tlata Vog.) € uma espécie de destaque, visto que 0 seu uso como fonte de alimentos e
rodugdo de madeira é reconhcecido. Além disso, constitui um modelo interessante
»ara estudos de evolugdo cariotipica, uma vez que € a (nica espécie de seu género que
corre no cerrado, enquanto as outras ocorrem em Florestas. Este trabalho teve como
bjetivos a otimizagdo de técnicas citogenéticas para a obten¢do de metifases de alta
Jualidade em células mitéticas de baru, descrever o cariétipo da espécie e avalia-lo no
lue diz respeito a seus aspectos evolutivos. Para o aciimulo de metifases de alta
ualidade foram otimizados os parametros para sincronizagdo do ciclo celular com uso
e hidroxiuréia (HU) e de diferentes inibidores do fuso mitético, em condigdes
ariadas de temperatura, tempo e concentragdo dos agentes. Para o preparo das liminas
oram adaptadas as técnicas de esmagamento e dissociagdo/secagem ao ar, ambas com
so de maceragdo enzimatica. O cariétipo foi obtido da andlise de imagens de
1etafases coradas com solugio de Giemsa 5% e diamidinofenilindole (DAPI) 0,5
g/mL. Os cromossomos foram submetidos as técnicas de bandeamento C e coloragiio
om os fluorocromos quinacrina, 4’-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) e cromomicina
3 (CMA). A exposigdo das radiculas a solu¢do de HU 3,5 mM por 20 h, seguida de
:cuperagdo do ciclo por 3 h e posterior bloqueio do fuso mitético com solugdo de
miprofosmetil (APM) 5 uM, por 3:40 h a 30°C ou de orizalina 5 UM, por 22 h a 4°C,
ropiciou indices metafasicos de cerca de 30% e metifases com Cromossomos
ongados. A férmula cariotipica obtida foi 2n=16 (3M + 4SM + ISM*™). A técnica de
anda C permitiu a diferenciagio de regides heterocromaticas, mas nio produziu um
wdrdo de bandas caracteristico. A auséncia de bandas DAPI+ e Q+ indicou a
stribuicdo homogénea das sequéncias A + T ao longo do genoma. A identificagio de
indas CMA+ nas regides teloméricas de dois cromossomos revelaram a concentragio
> G + C, provavelmente associada a Regido Organizadora do Nucléolo (RON). A
»ssibilidade de ocorréncia de fusdo ndo céntrica ao longo da evolugdo da espécie é
vantada com base nas caracteristicas morfoldgicas, especialmente na existéncia de
versas constrigdes terciarias na maioria dos cromossomos.

-omité Orientador: Lisete Chamma Davide - UFLA (Orientador), Carlos Roberto de
Carvalho — UFV, Dulcinéia de Carvalho — UFLA.



ABSTRACT

TORRES, Giovana Augusta. Morphology and evolutionary aspects of mitotic
chromosomes of baru (Dipteryx alata Vog.). 2001. 97p. Thesis (Doctoral degree in
Genetics and Plant Breeding). Federal University of Lavras, Lavras.’

Chromosome studies of Cerrado flora, with regard to their numerical and
structural aspects, show great potential to unravel evolutionary pathways ocurring in
tropical species, as well as to assist genetic conservation and breeding programs. The
baru tree (Dipteryx alata Vog. - Leguminosae) is a remarkable species, since it is the
only one of the genus which occurs in Cerrado, while the others are found in rain
forests; furthermore, its nutritional and woody usefulness is well recognized. The aims
of this work were to develop cytogenetic techniques suitable to obtain high quality
metaphases from baru root tip meristems, to describe the species karyotype and to
investigate some karyotypic evolutionary aspects based on chromosome morphology.
Accumulation of high quality metaphases was approached by optimization of cell cycle
synchronization conditions by applying inhibiting agents to temporarily block DNA
synthesis (hydroxyurea) and spindle assemblage (Amiprophos-methyl — APM,
1ydroxyquinolein, oryzalin, trifluralin, ethidium bromide and colchicine), submitted to
lifferent conditions of temperature, substances concentration and period of exposure,
slides were made by two methods, squashing and cellular dissociation / air drying,
oth with enzymatic digestion. The karyotype was obtained by image analysis of
-hromsomes dyed with Giemsa or fluorochrome 4’-6-diamidino-2phenylindole (DAPI)
olutions. Chromosomes were also submitted to C, Q (quinacrina), DAPI and CMA
Chromomycina A;) banding techniques. Metaphasic indexes of at least 30% and
tretched chromosomes were obtained by the incubation of seedlings in 3.5 mM HU
olution during 20 h, followed by 3h incubation in HU-free solution, and treating with
pindle inhibiting agent (22h in 5uM oryzalin solution (4° C) or 3:40 h in SuM
ryzalin solution (30° C)). The karyotypic formula, described for the first time, was 2n
16 3M + 4 SM + ISM*™). C- banding technique differentiated heterocromatic
>gions, but was not able to produce a typical banding pattern. Absence of DAPI+ and
I+ bands indicated a homogeneous distribution of A+T rich sequences throughout the
enome. Identification of CMA+ bands on telomeric regions of two chromosome pairs
>vealed a G+C concentration, probably associated to the nucleolar organizer region
NOR). A probable occurrence of non centric fusion in the evolutionary course of the
pecies is discussed, based on chromosomes morphological characteristics, specially
n the existence of tertiary constrictions in most of chromosomes.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor), Carlos
Roberto de Carvalho — UFV, Dulcinéia de Carvalho - UFLA.




termocicladores) e ao desenvolvimento de técnicas de analise de alta resolugdo
como a hibridizagdo in situ (fluorescente- FISH ou genémica — GISH), a técnica
de reagdo em cadeia da polimerase in situ (PRINS), a micromanipulagio dos
cromossomos, citometria de fluxo e anélise de imagens (MacGregor, 1993).

Juntamente com as técnicas citogenéticas convencionais, as mais
recentes trariam informa¢Ses valiosas para o entendimento da evolugdo
cariotipica das espécies vegetais do cerrado. Considerando as condigdes
ambientais extremas as quais estas espécies se adaptaram, varios mecanismos de
evolugdo cromossomica desconhecidos, ou ainda ndo entendidos
completamente, devem ser revelados.

Uma das principais teorias sobre a evolugdo das espécies do cerrado
(Morawetz, 1990) defende a formagdo as mesmas a partir de espécies das
florestas adjacentes, por meio de aumento do nimero de cromossomos. No
entanto, esta teoria estd fundamentada em informagdes de nlimeros
cromossémicos de uma quantidade relativamente pequena de familias incidentes
em ambos os biomas e, ainda, com pouco conhecimento da relagdo filogenética
existente entre elas. Dados mais recentes indicam um fluxo genético bidirecional
entre o cerrado e as florestas (Forni-Martins e Martins, 2000). Portanto, ¢
imprescindivel a geragio de informagdes cariotipicas mais detathadas, em um
niimero maior de espécies, que auxiliem na elucidagio dos processos evolutivos,
provavelmente complexos, pelos quais passaram as espécies tropicais.

O baru (Dipteryx alata Vog.) é uma das espécies do cerrado, pertencente
a familia Fabaceae, bastante promissora para estudos citogenéticos. Do ponto de
vista aplicado, estas informagdes seriam subsidios importantes para programas
de melhoramento e conservagdo genética. Isto porque o baru possui excelente
potencial econdmico, gragas a sua madeira pesada e fruto com alto valor
nutricional. Do ponto de vista citogenético, é um excelente objeto de estudo de

evolugdo cariotipica. E a Gnica espécie do género que ocorre no bioma cerrado,



enquanto todas as outras, também arbéreas, ocorrem em florestas Umidas,
especialmente na Amazénia. Além disso, apresemta grande proximidade
taxondmica com o cumaru (D. odorata), uma espécie da Amazdnia brasileira
fornecedora de cumarina, o que leva a crer que se tratam de espécies vicariantes
(Rizzini, 1963).

Assim, os objetivos deste trabalho foram desenvolver metodologia
citogenética para obtengio de cromossomos de baru com qualidade adequada
para anélise morfoldgica; descrever o caridtipo da espécie e reunir subsidios a

respeito de aspectos evolutivos da espécie.

[¥3]



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cerrado

2.1.1 Caracteristicas gerais -

O cerrado estd localizado, em sua maior area, no planalto central do
Brasil e € o segundo maior bioma do pais em area, superado apenas pela floresta
amazénica. Ocupa cerca de 2.000.000 km’, ou seja, cerca de 200 milhdes de
hectares, o que representa 23% do territério brasileiro. Abrange como area
continua os estados de Goids, Tocantins e o Distrito Federal, parte dos estados
da Bahia, Ceara, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Piaui, Ronddnia e Sdo Paulo. Ocorre também em areas disjuntas ao norte nos
estados do Amapa, Amazonas, Para, Roraima e, ao sul, em areas do Parana.
(Goedert, 1985).

O clima predominante no Cerrado é o tropical chuvoso, classificado
como Aw de Koppen, caracterizado pela presenga de invernos secos e verdes
chuvosos. Ao sul do bioma e em locais da regido central com mais de 1.200
metros de altitude, predomina um clima mais ameno (Cwa de Koppen). A
precipitagdo média varia de 750 a 2.000 mm/ano, sendo que na maior parte do
bioma a variagdo esta entre 1.100 a 1.600 mm. A duragio da esta¢do seca ¢ de
aproximadamente cinco meses, de meados de maio até meados de outubro. O
més mais seco tem até 30 mm de chuva em média, podendo chegar a zero.

O cerrado compreende regides com altitudes contrastantes, desde as
inferiores a 300m até as longas chapadas entre 900 e 1600 m. Esta condig3o,

associada a extensa latitude, confere ao bioma uma diversificagdo térmica



bastante grande, sendo que a temperatura média do més mais frio é superior a
18°C. (Ribeiro e Walter, 1998; Eiten,1990).

O cerrado apresenta uma grande diversidade de solos, em fungio dos
diferentes tipos de rochas de origem (ferromagnesianas, arenitas e quartziticas,
crostas ferruginosas e calcireas) e dos diferentes ambientes em que foram
formados. Sdo identificadas oito classes principais de solo, com as respectivas
dreas ocupadas: Latossolos (45,7%), Areias quartzosas (15,2%), Podzolicos
(15,1%), Terra Roxa Estruturada (1,7%), Cambissolos (3,1%), Plintossolos
(9%), Litossolos ( 7,3%), Hidromérifco cinzento, Glei Pouco Humico e Glei
Himico (2,3%) (Reatto, Correia e Spera, 1998).

De maneira geral, os solos do Cerrado sdo altamente intemperizados,
profundos € com boa drenagem, mesmo com altos teores de argila devido &
estruturagdo desta porgdo. Quimicamente, sdo solos com baixa fertilidade,
predominando solos distréficos, ou seja, com saturagdo por bases (riqueza do
solo em bases trocaveis Ca™, Mg™ e K*) menor que 50% e/ou alicos, com
saturagdo por aluminio superior a 50% (Goedert, 1985).

Esta grande amplitude de variagdo no clima e nos solos confere ao
cerrado uma ampla diversidade de espécies vegetais, distribuidas em fisionomias
que podem ser divididas em formagdes florestais, savanicas e campestres. Em
sentido fisiondmico, a formagdo floresta representa 4reas com predominancia de
espécies arboreas, onde ha formagdo de dossel, continuo ou descontinuo. O
termo savana refere-se a dreas com drvores e arbustos espalhados sobre um
estrato graminoso, sem a formagdo de dossel continuo. J& o campo representa
areas com predominio de espécies herbiceas e algumas arbustivas, faltando
arvores na paisagem (Ribeiro e Walter, 1998; Eiten 1990). Dentro das trés
fisionomias ocorre uma variabilidade suficiente para identificar pelo menos onze

tipos fitofisiondmicos, com 22 subtipos, os quais estdo descritos na Tabela 1.




TABELA 2 Distribui¢do da flora nativa do bioma Cerrado nos diferentes
niveis taxonémicos.

Grupo Familias  Géneros Espécies  Varied./subesp. N taxa
Pteriddfitas 19 51 267 26 282
Gimnospermas 1 ] 2 0 2
Angiospermas 150 1092 6060 425 6387
Total 170 1144 6329 451 6671

Fonte: Mendonga et al., 1998,

No grupo das fanerégamas, dez familias (7% do total) sdo responsaveis
por 51% da riqueza floristica, sendo que as 4 mais ricas sdo Leguminosae,
Compositae, Orchidaceae e Gramineae, com 859, 559, 493 e 373 taxa,
respectivamente. O nimero de faxa por formagdo existente no cerrado
corresponde a 2.055 nos campos, 2.540 nas florestas e 2.880 nas savanas,
indicando uma elevada contribuigdo das matas para a biodiversidade, visto que
ocupa uma érea relativamente pequena.

Segundo os autores, estes dados podem ainda ser considerados
modestos, em fungdo dos reduzidos trabalhos de coleta e amostragens nas
diferentes fisionomias, especialmente quando se trata do grupo das pteridéfitas.
Se forem consideradas as espécies invasoras ou ruderais, existem 6.960 faxa
ocorrendo espontaneamente no bioma cerrado.

Varias pesquisas tém mostrado que grande parte das espécies nativas do
cerrado apresenta elevado potencial para aproveitamento econdmico, abrindo
uma nova perspectiva para a racionalizagdo da ocupagdo da regifo (Silva et al.,
1994).

Almeida et al. (1998) descrevem 110 espécies vegetais com os mais
diversos usos, incluindo informagdes sobre o cultivo das mesmas. No estudo &
interessante notar que grande parte das espécies apresenta pelo menos trés

potencialidades distintas.



As regides de formagdes florestais possuem varias espécies arboéreas
fornecedoras de madeira com propriedades distintas no que diz respeito a
dureza, resisténcia e durabilidade e, portanto, com grande multiplicidade de uso.
(Almeida et al., 1998).

Outro importante potencial para as espécies do cerrado é o ornamental.
Varias espécies arboreas sdo indicadas para o plantio em urbanizagées, devido
ao carater perenifélio e a bela folhagem (Lorenzi, 1992). Muitas flores do
cerrado também apresentam uma beleza bastante exodtica, se domesticadas,
provavelmente teriam muita aceitagdo no mercado. Uma outra fonte, ja bastante
utilizada, € a coleta de plantas secas, as quais sdo intensivamente
comericalizadas em feiras, principalmente na forma de arranjos (Almeida er al.,
1998).

Inimeras espécies do cerrado sdo utilizadas na medicina popular,
especialmente por raizeiros. Eles desenvolvem técnicas de manipulagdo de
diferentes partes das plantas e comercializam-nas principalmente em feiras.
Alguns trabalhos cientificos tém demonstrado tais propriedades farmacolégicas,
mas esses estudos ainda sdo escassos (Almeida et al, 1998). Rodrigues e
Carvalho (2001) apresentaram 164 espécies levantadas em cinco municipios da
regido do Alto do Rio Grande utilizadas na medicina caseira, acompanhadas das
indicagGes, parte(s) usada(s), modo de preparo e dosagem para cada uma delas.
Gavilanes e Branddo (1992) descrevem o uso de diferentes partes de 23
espécies, veiculadas através da cachaga como medicamentos.

Alguns produtos extraidos de espécies do cerrado sio usados pelas
populag3es regionais e apresentam grande potencial para a indistria, tais como o
tanino (Brandido, 1992), fibras (Laca-Buendia, 1992), éleos (Macedo, 1992) e
matéria tintorial (Silva Filho, 1992).

O potencial mais explorado do cerrado ¢ o seu aproveitamento alimentar.

Vérias frutas tém sido consumidas desde a ocupagio do cerrado, in natura, ou na



forma de sucos, licores, sorvetes, geléias e pratos salgados. Tais frutos
apresentam sabor “sui generis” e elevados teores de aglcares, proteinas,
vitaminas e sais minerais, muitas vezes superando os alimentos tipicos da dieta
alimentar (Almeida, 1998).

Virios autores tém se preocupado com a divulgagio do potencial
alimentar das espécies nativas, visando ao resgate da cultura popular e a
contribuicdo para uma -utilizagdo mais racional do ecossistema, visando
principalmente pelos pequenos produtores. Almeida (1998) descreveu cerca de
duzentas receitas populares produzidas com base em 26 espécies nativas. Silva
et al. (1994) reuniram informagdes sobre os frutos, receitas, sobre germinagao e
produgio de mudas para 35 das espécies frutiferas mais conhecidas.

Grande parte dos autores citados chama a atengdio para o fato de que
grande parte do aproveitamento das espécies nativas implica na eliminagdo do
individuo como um todo, ou de suas partes reprodutivas. Isso significa que este
tipo de utilizagdo extrativista e predatéria pode levar a extingdo destas espécies.
Assim, ¢ de suma importéncia o estudo delas com os objetivos de conservagéo,

cultivo e melhoramento genético.

2.2 O baru

2.2.1 Taxonomia, descrigido e ocorréncia

O género Dipteryx Schreb., pertencente a familia Fabaceae — Faboideae,
contém 25 espécies distribuidas na América do Sul e Central. Quinze delas
ocorrem no Brasil, dentre elas o baru ou D. alata Vog,

Este género € resultado da unido de outros dois géneros, ambos de
Aublet, o Taralea e Coumarouna. Esta jungdo foi proposta por Schreber, em

1791, com base nas semelhangas das flores, sem levar em conta a diversidade
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acentuada dos frutos. Apesar da insuficiéncia de evidéncias e da divergéncia de
Aublet, a nomenclatura Dipreryx Schreb. foi consagrada. No entanto, o género
Taralea é ainda considerado por alguns nomenclaturistas como um género
auténomo (Ducke, 1948). Este autor sugere que esta questio seja revisada para
adequar a classificagdo.

Segundo a base de dados do Missouri Botanical Garden
(www.mobot.org) e Kew Royal Botanical Garden (www.rbgkew.org), existem
25 espécies de Dipteryx Schreb. Destas, dezesseis sdo oriundas do grupo do
género Coumarouna (D. alata, D. charapilla, D. coreacea, D. ferrea, D.
lacunifera, D.magnifica, D. mircantha, D. odorata, D. oleifera, D. panamensis,
D. polyphylla, D. punctata, D. rosea, D. speciosa, D.tetraphylla, D. trifoliolata),
2 do grupo do género Taralea ( D. cordata, D. rigida), quatro foram
simultaneamente classificadas como pertencentes aos géneros Taralea e
Coumarouna (D. crassifolia, D. nudipes, D. oppositifolia, D. reticulata), uma
espécie apresenta sinonimia com o género Pterodon (D. emarginata) e duas
espécies foram classificadas diretamente no género Dipteryx (D. phaeophylla e
D. pteropus). Estes dados mostram que a questdo taxondmica proposta por
Ducke, em 1948, ainda persiste sem alteragdo, provavelmente devido a falta de
estudo, uma vez que nenhum outro relato foi encontrado na literatura.

A espécie D. alata Vog. é a unica do género que ocorre no bioma
cerrado, enquanto as outras ocorrem em matas, especialmente na Floresta
Amazodnica (Ducke, 1948; Melhem, 1975b). Segundo Rizzini (1963), o baru é
provavelmente uma espécie vicariante de D. odorata, devido a grande afinidade
taxonémica entre eles.

O baru (Figura 1) é também conhecido pelos nomes populares de barujo,
coco-feijdo, cumbaru, emburena brava, feijdo-coco, pau-cumaru, cumaru,
cumaru-rana ou fruta de macaco. E uma érvore perenifolia a levemente

caducifélia, que comumente apresenta de 5 a 10 m de altura e 15 a 40 cm de
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didmetro 4 altura do peito (DAP), podendo alcangar até 25 m de altura e 70 cm
de DAP. As folhas sio compostas, imparipinadas, com quatro a sete foliolos
alado-pecioladas e glabros. Apresenta inflorescéncia do tipo panicula, contendo
cerca de duzentas a mil flores hermafroditas, as quais medem aproximadamente
8mm cada, possuem cinco pétalas de colorogdo alva a amarelada, dez estames e
ovario supero unilocular. A floragéio ocorre nos periodos de outubro a abril € a
frutificagdo de julho a outubro (Lorenzi, 1992; Carvalho, 1994)

O fruto € uma drupa elips6ide ligeiramente comprimida, com cerca de 5
cm de comprimento e coloragdo que vai de amarela a marrom. O pericarpo ¢
dividido em trés camadas: epicarpo coriceo (casca), mesocarpo de polpa escura
esponjosa (polpa) e o endocarpo (carogo) formado de fibras lignificadas, que o
torna duro e resistente. A semente, que é Gnica por fruto e envolvida pelo
endocarpo, apresenta coloragdo marrom-clara a preta e mede cerca de 2 cm
(Figura 1). Apresenta embrigo grande ¢ ¢ classificada como exsalbuminosa (sem
endosperma), ficando as reservas presentes nos cotilédones (Melhem, 1974 a).

Melhem (1974b) mostrou que, ao contrario do que acontece na maioria
das espécies da familia Fabaceae, a semente do baru ndo apresenta tegumento
impermedvel. Este ¢ o principal local de entrada de dgua, seguido do hilo e da
micrépila. A entrada € ainda mais facilitada pela presenca de fendas micro e

macroscopicas no tegumento.



FIGURA 1 A arvore do baru (Dipteryx alata Vog.)(A); o fruto do baru inteiro
¢ em corte longituidinal mostrando as trés camadas; a semente de
baru (C). Extraido de Lorenzi (1992)
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Em condigdes naturais, a semente de baru germina dentro do fruto, na
superficie do solo, o que leva cerca de quarenta dias (Filgueiras e Silva, 1975).
Melhem (1975a) observou que a germinagdo da semente dentro do fruto ndo é
afetada pelo tipo de solo ou pela intensidade luminosa, sendo que a plantula se
desenvolve rapidamente, com destaque para o sistema radicular, que chega a
possuir 0 dobro do tamanho da parte aérea. Apesar de ndo influenciar a
germinacdo, a luz teve grande efeito sobre a sobrevivéncia ¢ o desenvolvimento
das plantulas, afetando a morfologia das folhas.

Em fungdo do longo periodo de germinagdo, a extragio da semente do
fruto para produgdio de mudas é recomendada por Lorenzi (1992). Quando
extraida do fruto, a semente germina em quatro a seis dias, com alto indice de
sobrevivéncia (90% a 100%), a temperatura de 30° a 36° C. Apresenta
viabilidade de trés a quatro anos, quando armazenada em local seco a
temperatura ambiente. A semente passa por um periodo de cerca de dois meses
de pbés-maturagdo, provavel mecanismo de adaptagdo ao periodo de seca que o
fruto enfrenta no final de sua maturagdo até a chegada das chuvas. Nio foi
identificada presenga de cumarina, composto inibidor da germinagéo tipico do
género (Melhem, 1975b)

A espécie apresenta ampla distribui¢do geografica, sendo encontrada nos
estados de Distrito Federal, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Maranhdo, Piaui e Tocantins (Carvalho, 1994 e
Lorenzi, 1992).

Os tipos fisiondmicos em que a espécie ocorre sdo bastante variados, de
acordo com dados da literatura, indicando que o baru tem uma grande amplitude
de adaptagdo. Sua ocorréncia é descrita em areas de campo sujo, savanas
(cerrado sentido restrito e parque de cerrado) e em areas de floresta (cerraddo e
mata) (Almeida er al. 1998; Carvalho, 1994; Lorenzi, 1992). Filgueiras e Silva
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(1975) verificaram que no estado de Goias a espécie apresentou preferéncia por

solos acidos, de fertilidade média e areno-argilosos.

2.2.2 Potencialidades e manejo

O baru é uma espécie bastante utilizada pelas populagdes locais nas
regides onde ocorre. Em relag@io a outras espécies nativas do cerrado, ela vem
sendo bem estudada, no que diz respeito as suas diversas potencialidades.

A madeira do baru é considerada muito pesada, com densidade de 0,85 a
1,10 g/cm’ e apresenta alta resisténcia ao apodrecimento e ao ataque de
organismo xiléfagos, mesmo em condigdes adversas. Devido a essas
caracteristicas, é considerada propria para construgdo de estruturas externas,
como postes e dormentes e para construgfio naval e civil, como vigas, portas e
janelas (Lorenzi, 1992; Carvalho, 1994).

Em um ensaio de avaliagdo, por oito anos, de nove espécies do cerrado
para fins silviculturais e de arborizagio, Toledo Fitho (1988) mostrou que o baru
¢ uma espécie bastante promissora, destacando-se em todas as caracteristicas
avaliadas. Apresentou altura total de 6,3 m, com incremento anual de 0,79 m;
sobrevivéncia de 97% e fuste 6timo (retilineo, ramificagdo monopodial, derrama
natural).

Andrade e Carvalho (1996) avaliaram o potencial da madeira de baru
para produgdo de celulose e papel kraft. Comparada &4 madeira de eucalipto, a
madeira do baru forneceu papel de qualidade inferior, com excegdo da
resisténcia a tragdo e esticamento. Os autores recomendam a utilizagfio da
celulose do baru, de forma isolada ou consorciada com a de eucalipto, para
confecgdo de papéis de impressdo rapida e para produgdo de papéis de embrulho

e embalagens.
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O fruto do baru vem sendo utilizado como fonte de alimento, tanto na
nutrigdo humana (améndoa na forma de doces) quanto animal (polpa). Esta
aceitagdo do fruto levou alguns pesquisadores a estudarem sua composigdo
quimica, tanto da polpa como da semente. As sementes apresentaram alto valor
caldrico, 476 cal/100g, e altos teores de proteina e leo. No que diz respeito ao
valor protéico, as améndoas apresentaram teores de 21,1% a 29,6%, valores
proximos ou superiores aos de outras leguminosas consumidas normalmente,
como a ervilha (22%), feijao-comum (20%), feijao de corda (22%) e grio de
bico (16%), e inferior ao da soja (38% a 44%). A améndoa apresentou também
altos teores de 6leos, 31,97% a 41,65%, com predomindncia de acidos graxos
monoinsaturados (cerca de 80%), especialmente oléico e linoléico. Este valor é
comparavel ao da soja e, qualitativamente, o 6leo foi equiparado aos éleos de
amendoim e oliva (Togashi e Sgarbieri, 1994; Filgueiras e Silva, 1975; Vallilo,
Tavares e Aued, 1990; Almeida, Silva e Ribeiro, 1990).

A polpa apresentou alto valor calérico médio (276 cal/100g) e fonte
potencial de carboidratos digeriveis (30,8%) e de fibras (29,5%). Este teor de
fibra classifica a polpa como produto com teor de fibras intermediario.

A qualidade do valor nutricional do dleo e da proteina das améndoas do
baru foi avaliada por Togashi e Sgarbieri (1995), por meio de de ensaios
biologicos com ratos. Tanto as sementes cruas como as torradas apresentaram
proteina com baixo quociente protéico € menor capacidade de promover ganho
de peso. Os autores atribuiram esta baixa qualidade ao baixo teor de
aminoacidos sulfurados, especialmente metionina e cisteina. O dleo, por sua vez,
apresentou valor nutritivo semelhante ao da soja.

Togashi (1993) avaliou a presenca de fatores antinutricionais e
depreciadores do sabor do fruto. A polpa apresentou alto teor de taninos (3%), o
qual foi associado ao estddio inicial de maturagdo do fruto. A semente

apresentou atividade antitripsina média a baixa, que foi inativada pela
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temperatura quando as sementes foram torradas. Kalume, Sousa e Morhy (1995)
isolaram, purificaram e seqiienciaram um inibidor de tripsina (DATI — Dipterix
alata tripsin inhibitor). O inibidor apresentou homologia com os inibidores da
familia Bowman-Birk, tipico de leguminosas e apresentou seis isoformas
distintas.

O baruzeiro ¢ ainda usado para compor projetos paisagisticos devido a
beleza de sua folhagem e capacidade de propiciar sombra (Lorenzi, 1992) o 6leo
¢ empregado de forma medicinal como anti-reumatico, tendo ainda propriedades
sudoriferas, tonicas e reguladoras de menstruagdo (Almeida , 1998).

A variabilidade genética existente em diversas procedéncias no pais tem
sido avaliada por alguns pesquisadores, visando subsidiar programas de
conservacio e melhoramento genético. Em fun¢do do risco de extingdo da
espécie no estado de Sdo Paulo, o Instituto Florestal daquele estado iniciou um
programa de conservagao ex sifu para garantir a sobrevivéncia da espécie. Para
tanto, Siqueira er al. (1993) realizaram testes de progénies de cinco
procedéncias, avaliando altura e DAP em seis idades diferentes (5 a 13 anos). O
material apresentou desenvolvimento lento, sendo indicado para produgédo de
madeira a longo prazo e plantios para conservagdo genética. Os autores
destacam a necessidade de avaliagdo do material em idades mais avancadas € de
estudo da estrutura genética destas populagdes.

Oliveira (1998) avaliou trés procedéncias do estado de Minas Gerais e
verificou que o material apresentou desenvolvimento moderado, com indice de
sobrevivéncia de 100%. Os valores de herdabilidade foram de meédio a alto,
indicando perspectivas de sucesso com a selegdo para altura e DAP. No entanto,
como a avaliagdo foi feita em arvores de dezenove meses, torna-se necessaria a
avaliagio das progénies em idades mais avangadas, ja que ndo se tem

informagdo sobre a correlagfo para selegdo precoce.



Sano, Vivaldi e Spehar (1999) avaliaram 58 matrizes oriundas de seis
localidades (cinco de Goids e uma de Minas Gerais) quanto a cor do tegumento,
peso e largura do fruto e peso das sementes, nos anos de 1994 e 1995. Com o
uso de analise multivariada, foi possivel formar cinco grupos distintos,
evidenciando existéncia de variabilidade entre e dentro das procedéncias para
todas as caracteristicas avaliadas e, ainda, a presenga de interagdo com o ano de
coleta.

Alguns trabalhos ja tém sido feitos com objetivo de se estabelecer um
sistema de produgio eficiente para cultivo comercial, tais como profundidade de
semeadura para produgio das mudas, condigdes para cultivo das mudas,
espagcamento de plantio e tratos culturais (Aguiar ef al., 1992; Fonseca et al.,
1994).

2.3 Citogenética de espécies vegetais do cerrado

Grande parte dos principios citotaxondmicos e modelos de evolugdo
desenvolvidos para espécies vegetais é oriunda de estudos das floras norte-
americanas e européias. Isto porque os estudos citogenéticos das mesmas sio
muito mais intensos, quando comparados aos das espécies tropicais (Guerra,

1986). Esta relativa escassez de informagdes sobre o _complemento

———

cromossdmico de espécies tropicais leva a controvérsias sobre_os padrdes de

diferenciagdo cariologica das mesmas (Morawetz, 1986).

Do ponto de vista evolutivo, Ehrendorfer, citado por Guerra (1986),
chama a atengdo para a importincia de estudos cariossistematicos de espécies
tropicais, especialmente as lenhosas, considerando que: 1) as angiospermas

primitivas foram provavelmente lenhosas e tropicais; 2) os dados sobre lenhosas
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tropicais sugerem que o espectro de mecanismos citogenéticos nessas plantas
difere das lenhosas temperadas; 3) a maior estabilidade dos tropicos, tanto
sazonal quanto geoldgica, contribuiria para a manutengio de padrdes evolutivos
primitivos; 4) a grande diversidade dos tropicos poderia conter grupos com
evolugdo intensa ao lado de grupos especialmente Eonservadores.

A determinag@o do nitmero cromossOmico de varias espécies tropicais,
em trabalhos como os de Tjio (1948), Atchison (1951), Coleman (1982), Mehra
e Bawa (1986), Guerra (1986), Beltrdao e Guerra (1990), e a geragiio de dados
cariomorfolégicos e de padrdes de bandeamento (Morawetz, 1986) tém

fornecido subsidios importantes para o entendimento dos eventos envolvidos na

evolugdo de unidades taxonomicas, bem como auxiliado na_sistematica dos

grupos_estudados. No entanto, dada a grande diversidade da flora tropical, a
porcentagem de espécies analisadas é pequena e as informagdes, na maioria das
vezes, se restringem a determinagio do nimero cromossémico.

Assim como em todas as areas tropicais, no cerrado os estudos
citogenéticos sdo escassos. Considerando a estimativa de ocorréncia de cerca de
6.400 espécies de angiospermas, apenas cerca duzentas, ou seja, 3% tiveram seu
nimero cromossomico determinado. Informagdes sobre a morfologia dos
cromossomos foram raramente encontradas e o comportamento meidtico foi
descrito em alguns trabalhos, como sera mostrado a seguir.

Bandel (1974) determinou o nimero de cromossomos de 42 espécies de
leguminosas brasileiras, pertencentes as subfamilias Caesalpinioideae,
Faboideae e Mimosideae, das quais 25 ocorrem no cerrado. Juntamente com os

dados existentes na literatura, o autor mostrou que tanto_a_poliploidia como a

‘aneuploidia foram eventos de variagdo numérica importantes para a evolucdo da
familia. As subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae,
apresentaram, respectivamente, nimeros basicos mais frequentes de n = 14, n =
13 e n=8 e freqiiéncia de polipléides de 30,18%, 82,71% e 30,18%. Com base
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nestas diferengas marcantes nos complementos cromossdémicos, o autor defende
a independéncia boténica das subfamilias.

Forni-Martins, Pinto-Maglio e Cruz (1995) apresentaram numeros
cromossOmicos de vinte espécies de doze familias diferentes. O niimero variou
de 2n = 16 em Styrax ferrugineus a 2n = ca.270 em Eriotheca pubescens. Os
nimeros altos indicaram também a importancia da poliploidia na evolugéo de
espécies tropicais. No entanto, ndo concordaram com a hipotese de correlagio
entre poliploidia e condigdes de altas latitude e altitude.

Oliveira (1998) avaliou o nimero cromossémico de quinze espécies
vegetais, partindo de células em mitose e meiose, das quais nove foram
avaliadas pela primeira vez. Os niimeros obtidos indicaWe

Eoliploi@iaf ¢ aneuploidia 2o longo da evolugiio dos grupos taxondmicos

estudados, inclusive na familia Leguminosae, confirmando os resultados de
e — T e —

Bandel (1974). A microsporogénese foi avaliada em onze das quinze espécies,

havendo uma série de irregularidades no processo meidtico em dez delas, tais
como pareamento irregular, cromossomos retardatarios e formagdo de pontes na
anafase, presenga de micronicleos e grios de polen estéreis. O autor atribui isso
a provaveis processos evolutivos de natureza citogenética em andamento nas
populagdes naturais, ou ao fato de o processo reprodutivo sexuado ter sido
substituido por um processo assexuado eficiente.

No entanto, Forni-Martins, Pinto-Maglio e Cruz (1992) observaram
irregularidades meidticas em apenas trés espécies entre as dezoito avaliadas. As

irregularidades constatadas foram a ocorréncia de_citomixia, nimero variado de

cromossomos em nas células-mée dos gréos de polen, mjcr_pnﬁclés{aks/tétrad_ﬁe,s,
disjungdo cromossmica irregular, ocorréncia de trivalentes e alta porcentagem
de polens invidveis. Esta tendéncia de predominiancia de processo meiético
regular foi confirmada por Forni-Martins e Martins (2000), que observaram

anormalidades meidticas em quatro das dezessete espécies avaliadas.
————TT T —— .
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Esses resultados indicam que a reprodugio sexuada € tao importante quanto os
mecanismos de reproducdo assexuada por estruturas vegetativas, muito comum
em espécies do Cerrado.

O estudo citogenético de dezoito espécies do género Lychnophora, que
ocorrem de forma endémica em campos rupestres, forneceu informagoes
importantes para solucionar questoes taxonomicas  do género. Foram
encontrados trés nimeros haploides, n =17, 18 e 19, e uma populagdo poliploide
em uma das espécies (L. staavioides). O estudo meidtico e da viabilidade de
graos de polen mostrou grande regularidade, confirmando a importincia da
reprodugdo sexuada para as espécies do cerrado (Mansanares, 2000).

Forni-Martins e Martins (2000) apresentaram o niimero cromossémico
de vinte espécies de treze familias, coletadas nos estados de Sdo Paulo, Goias e
Minas Gerais. Os nimeros cromossdomicos variaram de 2n = 18 a 2n = ca.104,
sendo baixos (20 < 2n < 30) na maioria das espécies. Reunindo os dados de

nimeros cromossémicos de espécies do cerrado e de floresta, os autores

consideram que a hipdtese de derivagdo da flora do cerrado a partir das Florestas

fronteirigas, por aumento do nimero cromossémico (Morawetz, 1990) ndo pode

ainda ser corroborada. Isto porque a porcentagem de espécies do Cerrado

'esludadas ¢ muito pequena, o conhecimento da relagdo filogenética entre
espécies do cerrado e de floresta é escasso, espécies florestais também possuem
nimeros elevados de cromossomos e nimeros elevados de cromossomos ndo
indicam necessariamente derivagdo, ja que a disploidia também deve ser

considerada. Ao contrario, os dados sugerem um fluxo genético bidirecional,

com especiagdo em cada ambiente em fungdo da influéncia da ocorréncia

alternada de expansdo e contragdo de ambas as formagoes.



2.4 Avancos metodolégicos na citogenética vegetal

O conhecimento dos componentes estruturais, funcionais e
comportamentais dos cromossomos ¢ de suma importancia para o entendimento
da biodiversidade e dos processos evolutivos e para manipulagio génética em
programas de melhoramento (Sharma e Sharma, 1999).

A citogenética é uma ciéncia cujo progresso sempre esteve intimamente
ligado aos avangos de equipamentos e técnicas. As primeiras contribuigdes da

citogenética vegetal foram, principalmente, a contagem _de niimero

cromossomico e o estudo do comportamento meidtico em cortes histolégicos. O

desenvolvimento da técnica de esmagamento, associada a metodologias de pré-
tratamentos com inibidores do fuso mitdtico e clareamento do citoplasma,
permitiu o estudo da morfologia dos cromossomos, ampliando o conhecimento
sobre o cariétipo de iniimeras espécies (Fukui e Nakayama, 1996).

Os pré-tratamentos para inibigdo do fuso mitético propiciaram a
e TTTTTTT——

obtengdo de cromossomos com morfologia bem definida, especialmente as
e T T

constrigdes, bem como o aciimulo de células em metéfase. Este efeito pode ser

produzido por tratamento com baixa temperatura ou com substancias quimicas,

tais como colchicina, hidroxiquinoleina, bromonaftaleno e paradiclorobenzeno,
em condigdes diversas de concentragdo e temperatura, dependendo do tipo de
cromossomo a ser estudado (Singh, 1993; Sharma e Sharma, 1999). Estes pré-

tratamentos causam distarbios diretos ou indiretos nas tubulinas formadoras dos

microtiibulos, impedindo a fomagdo do fuso mitético. A substancia mais

amplamente usada e cujo mecanismo de agdo ¢ conhecido € a colchicina. Ela se

liga estequiometricamente @ tubulina, em um sitio especifico, formando um

complexo tubulina-colchicina, o qual pode se ligar a tubulinas livres. Provoca

entdio a despolimerizacdo dos microtiibulos_ja organizador e ainda inibe a sua

polimerizagdo ligando-se as suas extremidades (Morejohn et al., 1987).
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Recentemente, algumas substancias de acdo herbicida, como orizalina,

trifluralina e amiprofosmetil (APM), tém sido usadas com sucesso no estudo de

cromossomos de plantas (Pan, Houben e Schlegel, 1993; Gualberti et al., 1996;
Aarestrup, 2001). A acdo destes compostos na célula ndo ¢ ainda totalmente
conhecida. No caso da trifluralina e orizalina provavelmente ocorre interferéncia

na sintese e manutengdo das subunidades microtubulares, levando a

desorganizac;ﬁo do fuso mitético (Bartels e Hilton, 1973). O APM, por outro

lado, apresenta um mecanismo semelhante ao da colchicina, no entanto, com
€ a0 da colchicina,

e ——— e —

ligagdo em um sitio distinto com afinidade bem superior ao da colchicina em

células vegetais (Morejohn e Fosket, 1984). Trabalhos com estes trés herbicidas

antimitdticos tém mostrado uma alta afinidade por tubulinas de células vegetais

dependendo da concentragdo em que sdo usados ¢ o tempo_que as células ficam
e it —_——

£xpostas (Bartels e Hilton, 1973; Morejohn e Fosket, 1984; Hansen, et al., 1998;
Binsfield, Peters e Schnabel, 2000)

Outra estratégia de acamulo de células em metéfase, que vem sendo
usada em técnicas que exigem grande quantidade de cromossomos de alta
qualidade, como a citometria de fluxo, ¢ a sincronizagdo do ciclo celular por
meio de bloqueio reversivel da fase S da intérfase. Este bloqueio pode ser
atingido por meio de agentes quimico, como a hidroxiuréia (HU) ou afidilcolina
(APH). A hidroxiuréia é a mais utilizada e atua inibindo a enzima
ribonucleotideo  redutase, que € responsavel pela produgdo de
desoxiribonucleotideos, partindo de ribonucleotideos. Ao ser removida, o ciclo é
reiniciado, com grande parte das células no mesmo estagio (Heslop-Harrison e
Schwarzacher, 1996; Pan, Houben e Schlegel, 1993).

Considerando que a duragdo do ciclo celular, bem como de suas fases,
varia bastante de uma espécie para outra (Clark ¢ Wall, 1996), e entre células do

mesmo tecido meristematico (Clain e Brulfert, 1980), é importante que para
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cada espécie sejam ajustadas as condi¢des Otimas de sincronizagio,

especialmente a concentragdo do agente bloqueador, o _tempo de bloqueio e o
- i SO e e

tempo de recuperagéo do ciclo (Lee e al., 1997).

7 \MVangos nas técnicas de preparo das células para obtengdo de
metifases em quantidade e com qualidade, as técnicas de preparo de laminas
também foram aperfeicoadas. A possibilidade de uso das enzimas capazes de
degradar a parede celular, a partir da década de 1940, permitiu n3o somente a
melhoria da qualidade das preparagdes pelo método do esmagamento, como
também viabilizou o uso da técnica de secagem ao ar, amplamente usada em
animais (Fukui ¢ Nakayama, 1996).

O desenvolvimento da técnica de secagem ao ar para células vegetais
eliminou alguns problemas inerentes da técnica de esmagamento, como
possiveis alteragdes da morfologia do cromossomo, baixa resolugio de
cromossomos pequenos (1 a 3pm), dificuldade de espalhamento no mesmo
plano focal e persisténcia de restos citoplasmaticos envolvendo os cromossomos
(Murata, 1983; Carvalho ¢ Saraiva, 1993a; Carvalho, 1995). As laminas obtidas
por secagem ao ar apresentam metafases de alta qualidade, com resolugdo dos
detalhes mais finos da estrutura dos cromossomos (Fukui e Nakayama, 1996) e
apropriadas para qualquer tipo de abordagem citogenética, incluindo as técnicas
de hibridizagdo in situ (Heslop-Harrison e Schwarzacher, 2000).

A diferenciagdo das regides heterocromaticas ao longo das cromatides, a
partir de técnicas de bandeamento capazes de produzir padrdes caracteristicos,
representou um grande avango para a ampliagio das informaces sobre o
complemento cromossdmico de vérias espécies. Os padrdes de bandeamento
obtidos por diferentes métodos permitiram o estudo detalhado de cada par de
homélogos, propiciando o pareamento correto e a identificagdo de rearranjos

cromossomicos (Pieczarka e Mattevi, 1998),
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As regides heterocromaticas sdo reveladas, de forma inespecifica, por
técnicas de banda C. O uso de fluorocromos (quinacrina, cromomicina A; e
diamidinofenilindole) e enzimas de restricio permitem a identificagio de
porgGes especificas da heterocromatina, em fungdo da composigdo de bases que
apresentam (para descrigio detalhada dos métodos e aplicagbes consultar
Sumner, 1990).

A citogenética molecular representa um dos grandes avangos recentes no
estudo dos cromossomos, permitindo a identificagdo de seqiiéncias especificas
nos cromossomos, por meio de hibridizagéio fluorescente in situ (FISH), ou até
mesmo de genomas inteiros, por meio de hibridizagdo fluorescente in situ
(GISH). Estas técnicas tém tido grande impacto no estudo de caracteres de
interesse econdomico (Gill, 1995), bem como no estudo da diversidade para fins
evolutivos e taxonémicos (Bennett, 1995).

Associada a todas estas metodologias de preparo de laminas de
qualidade e diferenciagdo de regides cromossomicas de diferentes naturezas, a
implantagdo de sistemas de andlise de imagens contribuiu de forma decisiva
para aumentar o valor informativo das observagdes microscopicas. As imagens
digitalizadas poderh ser analisadas de forma a melhorar sua qualidade,
intensificar sinais, bem como para obter dados quantitativos diversos (contagens,
medidas de area e comprimento) com precisdo muito maior (Bradbury, 1989).
As diversas ferramentas disponiveis nos programas permitem o estudo dos perfis
de bandas (Carvalho, 1995), a criagio de parametros de imagem para
diferenciagdo de cromossomos de morfologia muito semelhante (Fukui e Mukai,
1988), construgio de mapas cromossdmicos quantitativos (Fukui ef al., 1998) e
o estudo detalhado de cromossomos pequenos e, portanto, de dificil analise
(Bauchan e Campbell, 1994).
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2.5 Aspectos da evolugao cariotipica em plantas

Os cromossomos, bem como o DNA, sio capazes de mudar seus arranjos
lineares sem que ocorra perda de fungdo. Eles sdo geralmente estaveis no que diz
respeito a hereditariedade, mas sua mutabilidade inerente produz um pequeno,
mas incessante, nivel de mudangas estruturais que fornece variagdo necessaria
para a evolugdo cromossomica (Jones, 1978).

O processo evolutivo, do ponto de vista citogenético, se baseia em dois

tipos de alteragdes, as numéricas e as estruturais. As primeiras podem ser do tipo
poliploidia, muito freqiiente em plantas e raras em animais, ou aneuploidia. As
alteragGes estruturais envolvem a perda ou ganho de DNA e rearranjos
estruturais dos cromossomos como as inversdes, translocagdes, fusdes, fissGes e
duplicagdes (Clark e Wall, 1996).

As fusBes Robertsonianas, fusdes céntricas ou fusdes cromossdmicas
formam o tipo de rearranjo estrutural mais comum encontrado entre espécies ou
ragas cromossOmicas, especialmente no reino animal e com menos frequéncia
em plantas superiores (King, 1993).

Segundo John e Freeman (1975), a fusio ocorre em decorréncia da
quebra no centrémero, ou em suas proximidades, em dois cromossomos acro-
telocéntricos, geralmente no homélogos, seguida da unido entre os segmentos
mais longos para formar um cromossomo metacéntrico e os mais curtos para
formar um fragmento que geralmente é perdido. Estes fenémenos consecutivos
de quebra e fusdo podem ocorrer de formas variadas, j4 documentadas em

diferentes espécies e que estdo apresentadas no Quadro 1.
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QUADRO 1 Resumo dos diferentes tipos possiveis de fuséo Robertsoniana,
considerando a ocorréncia prévia de quebra. Setas indicam
pontos de quebra e os blocos pretos a heterocromatina
pericentromérica (Adaptado de John e Freeman (1975); King
(1993).

Fragmento
perdido

iz

Tipo Rearranjo
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A manutengdo dos cromossomos formados apés a fusao depende do tipo
de cromossomo formado, ou seja, se possui centromero, se contém informagdo
genética significativa, e se apresenta comprimento suficiente para formar
quiasmas e segregar de forma bem sucedida (Jones, 1998). Esta segregacdo do
heterozigoto para fusdo ocorre quando o cromossomomo metacéntrico pareia
com os acro ou telocéntricos homélogos, formando o quiasma tipo V e a
migragio se da de forma balanceada. Metade dos gametas apresentard o
cromosomo metacéntrico e metade os homélogos ndo fundidos; assim, a
mutagdo pode ser rapidamente fixada (King, 1993).

As conseqiiéncias evolutivas das fusdes sio a produgdio de barreiras
reprodutivas que impedem a troca génica e, conseqilentemente, progressivo
isolamento de populagdes e espécies incipientes (King, 1993) e, ainda,
influéncias na recombinagéo génica e segregagdo decorrentes da mudanga do
nimero e natureza dos grupos de ligagdo (modificacdo intercromossdmica) e das
alteragdes de frequéncia e distribuigo dos quiasmas (Bidau, 1990 e 1993).

Em plantas superiores, apesar de poucos géneros apresentarem
evidéncias de ocorréncia de fusfio, Jones (1978) acredita que ela deva
representar um papel igualmente importante. A baixa incidéncia ndo estaria
relacionada a no ocorréncia, mas sim a dificuldade de detecgdo, em funcdo do
reduzido tamanho dos cromossomos da maioria das espécies vegetais ou ainda a
perda das caracteristicas indicadoras, devido i combinagio de variagdes
cromossémicas adicionais, tanto numéricas quanto estruturais.

Jones (1998) descreve a identificagiio de ocorréncia de fusdo e fissio em
pelo menos oito géneros de diferentes familias. As abordagens usadas para
detectar as evidéncias de ocorréncia destes arranjos, nos diferentes trabalhos,
foram o estudo do nimero cromossdmico, bandeamento e comportamento

meidtico.
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A técnica de FISH, especialmente com uso de sondas teloméricas, tem
contribuido muito para o entendimento dos tipos e consegiiéncias das fusdes
céntricas. Meyne ef al. (1990) estudaram a localizag#o de sequéncias teloméricas
em mais de cem espécies de vertebrados e verificaram que quase metade delas
revelou repeticdes teloméricas ndo somente na extremidade do cromossomo,
mas também em varios locos intersticiais e, mais freqiientemente, nas regides
centroméricas. Tais resultados podem ser tomados como evidéncia para
possiveis fusdes entre extremidades em pontos distantes do(s) centromero(s)
(Schubert ef al. 1992), um modelo até entéo ndo considerado para fusées do tipo
Robertsoniana.

Slijepcevic  (1998) discute o papel do telomero nos possiveis
mecanismos determinantes da formagio de diferentes tipos de fusdo. Os sitios de
seqiiéncias teloméricas encontrados em regides pericentroméricas em
cromossomos de vertebrados sugere a ocorréncia de fusdo Robertsoniana sem
perda de telomero, mas sim com sua inativagéo. A perda do telémero também ¢é
considerada, como conseqiiéncia, tanto do encurtamento induzido pela delegio
de genes de RNA envolvidos na agdo da telomerase, levando a perda do
telomero, como da ocorréncia de quebras na regido centromérica de
cromossomos acrocéntricos. Esta Gltima, resultado do antagonismo entre
teldmero e centrdmero, dada a proximidade entre eles no brago curto, € a unica
claramente demonstrada.

Em plantas, Fuchs, Brandes e Schubert (1995) encontraram seqiiéncias
teloméricas intersticiais em nove das 44 espécies estudadas. Estes resultados
indicam ser este evento menos freqilente do que em cromossomos de
vertebrados, especialmente na regido centromérica.

Em Vicia faba, as sondas hibridaram somente nas extremidades, ndo
mostrando evidéncias de que a hipdtese de fusdo/fissdo, sem ocorréncia prévia

de quebra, esteja correta. Mas, os autores consideram que as seqiiéncias
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teloméricas remanescentes podem ter sido encurtadas a tal ponto que ndo sio
detectaveis via hibridizagdo in situ. Assim, o modelo de fusio/fissdo sem perda
ou ganho de cromatina € uma hipétese que nio deve ser descartada, mas
verificada por meio de sequenciamento das regiSes centroméricas e estudo de
progénies de V. faba, para identificar a reversibilidade da fusdo/fissdo (Schubert
et al., 1992).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

O estudo citogenético do baru (Dipteryx alata Vog.) foi feito em
amostras de sementes obtidas de trés procedéncias do estado de Minas Gerais:
Brasilandia (noroeste), Jequitai (norte) e Capindpolis (tridngulo mineiro) cedidas
pela Dra. Dulcinéia de Carvalho, do Departamento de Ciéncias
Florestais/Universidade Federal de Lavras e em amostras da procedéncia de
Formosa, no estado de Goids, cedidas pela Dra. Sueli Satiko Sano, do Centro de
Pesquisa Agropecuaria do Cerrado/Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria.

As células em divisao foram obtidas em tecido meristematico radicular.
Para tanto, as sementes de baru foram tratadas com os fungicidas
Benomil/Thiram (100g/kg semente) e colocadas para germinar em placas de
Petri contendo papel de germinagio (GERMILAB) constantemente umedecido
com égila destilada, a cerca de 29°C, em estufa. Ao atingirem cerca de 1 cm, as
radiculas ‘eram submetidas aos tratamentos necessdrios para a analise
citogenética. Os procedimentos citogenéticos foram desenvolvidos nos
Laboratérios de Citogenética da Universidade Federal de Lavras e da

Universidade Federal de Vigosa.



3.2 Desenvolvimento da metodologia citogenética

A caracterizagio morfologica dos cromossomos, a obtengdo de padrdes
de bandeamento e, especialmente, a aplicagio de técnicas de citogenética
molecular. requerem uma metodologia capaz de fornecer laminas de alta
qualidade. Assim, a primeira etapa do trabalho compreendeu a adequagdo de
metodologias com objetivo de obter cromossomos espalhados, alongados e com
morfologia bem definida, bem como preparagdes com altos indices metafésicos.
Tais ajustes envolveram a manipulaggo do ciclo celular por meio de inibidores
do fuso mitético e/ou da sintese de DNA e adequagdo do método de preparo das
laminas. Para todos estes ajustes, foram usadas sementes da populagio de

Jequitai - MG.

3.2.1 Pré-tratamentos com antimitoticos

Foram testados diferentes tipos de substancias quimicas com agéo sobre
o fuso mitético, em diferentes temperaturas e tempos de exposi¢io, conforme a
Tabela 3. Todas as substancias e as diferentes concentragdes foram preparadas
em agua destilada e em solugdio de ciclohexamida 0,35 mM, para verificar o
efeito da combinagdo entre este composto € os demais.

ApOs o pré-tratamento, as raizes foram lavadas durante 15 minutos em
agua corrente e 5 minutos em agua destilada. Apds, foram secas e cortadas
longitudinalmente com auxilio de bisturi, a fim de aumentar a eficiéncia de
penetragio do fixador. A fixagdo foi feita em solugdo gelada de metanol:dcido
acético na proporgéo 3:1, por uma hora, a ~20°C, com trocas em intervalos de
15 min. Ap6s a ultima troca, as raizes foram armazenadas em solugdo fixadora, a

-20°C, até o momento do uso.
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TABELA 3  Pré-tratamentos (substincias quimicas e condi¢des de usQ)
testados para obtengio de cromossomos espalhados e com
morfologia definida em células meristematicas de radiculas de

baru (Dipteryx alata Vog.).

Substiancia* Concentracio** Condicdes
Colchicina 0,5 mM 4h a 29°C e 22h a 4°C

Hidroxiquinoleina 2 mM 22ha 4°C

Brometo de etideo 10; 1520 uyM 22ha 4°C
Amiprofos metila (APM)  1,5;3,0¢50uM  4ha29°Ce22ha4°C

Orizalina 5,0 yM 18,20 e22h a 4°C

Trifluralina 1,0 €3,0 uM 4ha29°C e22ha 4°C

*  As solugdes foram preparadas tanto em 4dgua destilada, como em ciclohexamida
0,35 mM.
* * Em todas as solug¢des foi adicionada 1 gota de DMSO (Dimetilsulfoxide) 10% para
cada 10 mL de solugfo.

As liminas foram preparadas pelo método de dissociagdo celular e
secagem ao ar, segundo Carvalho (1995) (descrito a seguir, no item 3.2.3.2).

As liminas foram coradas em solugdo de Giemsa 5% (tampdo fosfato pH
6,8), por 5 minutos, 4 temperatura ambiente, lavadas duas vezes em dgua
destilada e secas ao ar e em placa aquecedoraa 50°C.

A observagio e andlise das ldminas foram feitas com uso de microscopio
Olympus BX 60, sob iluminagio de campo claro, usando objetivas de aumentos
de 20, 40 e 100 vezes (imersdo a 6leo). As figuras de interesse foram capturadas
diretamente, por meio de microcAmera acoplada ao microscépio € a um

microcomputador Macintosh™ (modelo G3) equipado com placa digitalizadora.
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A analise do efeito das diferentes substincias e condigdes de uso foi feita
em pelo menos trés laminas por tratamento, levando em conta o actimulo de

metafases, o espalhamento e a morfologia dos cromossomos.

3.2.2 Sincronizagio do ciclo celular por bloqueio da sintese de DNA

Visando o incremento do nimero de metafases por lamina preparada foi
realizado um experimento para determinar as condigies 6timas para
sincronizagdo do ciclo celular para o baru, utilizando a hidroxiuréia como
inibidor reversivel da sintese de DNA.

As raizes com cerca de 1 cm foram colocadas em placas de Petri
contendo hidroxiuréia nas concentragdes 0; 1,25; 2.5; 5.0 e 10,0 mM. Para
cada concentragdo, as raizes foram submetidas aos periodos de exposigio de 10,
15 € 20 horas. Apds os diferentes periodos de exposicio, as raizes foram lavadas
em agua corrente por 15 minutos, em agua destilada por 5 minutos e transferidas
para placa de Petri contendo um filme de 4gua destilada, para recuperagdo do
ciclo celular por 5 ou 10 horas.

Ao fim da recuperagéo, as raizes foram fixadas em solugio gelada de
metanol:acido acético na proporgdo 3:1 por duas horas, a —20°C, com uma troca
ap6s os primeiros 30 minutos de fixagdo. Apos a ultima troca, as raizes foram
armazenadas em solugdo fixadora, a —20° C, até o momento do uso. Para cada
um dos tratamentos foram usadas duas raizes.

As laminas foram feitas pelo método de esmagamento (descrito no item
3.2.3.1). A coloragdo, observagdo e analise microscépica das ldminas, bem
como o registro das figuras de interesse, foram feitos conforme descrito no item

3.2.1.
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A anélise estatistica foi realizada definindo os tratamentos conforme uma
estrutura fatorial 4 concentragdes x 3 tempos de exposi¢do x 2 tempos de
recuperagdo. Um tratamento adicional foi considerado, correspondente a uma
testemunha néo submetida & hidroxiuréia. Estes 25 tratamentos foram dispostos
em um delineamento inteiramente ao acaso com duas repetigdes, sendo que cada
parcela correspondeu a uma ldmina contendo tecido meristematico de uma ponta
de raiz diferente. Em cada lamina eram tomadas duzentas células aleatoriamente,
contando-se o nimero de células em metifase e o nimero de células em divisdo
celular (independentemente da fase).

Definidas dessa maneira, as varidveis de resposta (células em divisdo ou
em metifase) possufam uma distribuigio de probabilidade binomial. Assim,
optou-se por utilizar a teoria de modelos lineares generalizados (McCullagh e
Nelder, 1989), que possibilita levar em conta diferentes distribuigdes de

probabilidade. A funcdo ligadora selecionada foi a funcdo logistica:

o exp ("llk)
Pik 1 + exp ‘n,jk )

na qual “exp” é a fungdo exponencial e ny corresponde ao preditor linear, por

sua vez dado por:
Mix = B+ o6 + B + 7 + (B + (oy)ac + (By)ix + (aBy)i

sendo:

|t : constante comum a todas as observagdes;
; : efeito da concentragdio i de hidroxiuréia;

B; : efeito do tempo j de exposicdo a hidroxiuréia,
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¥« : efeito do periodo de recuperagio k;

(aP);; : efeito da interagfio dupla entre a concentragio i de hidroxiuréia e

o tempo de exposigio j;

()i : efeito da interagdo dupla entre a concentragdo i de hidroxiuréia e

o periodo de recuperagio k;

(BY)jx : efeito da interagdo dupla entre o tempo de exposigio j e o periodo

de recuperagio k;

(aPy)ix : efeito da interagdo tripla entre a concentragdo i de hidroxiuréia,

o tempo de exposigdo j e o periodo de recuperagio k.

A significancia de tais efeitos foi testada utilizando a chamada “Analise
de Deviance” (McCullagh e Nelder, 1989). A estimagéo dos efeitos e a Anilise
de Deviance foram feitas utilizando o procedimento “genmod” do software
SAS® (SAS Institute, 1996). Verificada a significdncia de alguns dos termos da
estrutura fatorial (fatores principais ou interagdes), o modelo era
reparametrizado, construindo-se novos preditores. Para tanto, foi utilizado um
procedimento de construgio por etapas do tipo “backward”, comumente
utilizado em regressdo maltipla (Draper e Smith, 1981). O preditor linear inicial

submetido ao processo de “backward” foi dado por:

ni = (a0 +BoZ)+ (ou Xi+ By X, Z) + (az Wi + B2 Wi Z)) + (a3 X2 + Bs
X{: Z)+

+ (0 W+ By Wi Z)) + (s Xi Wi+ Bs Xi W; Z) + (06 X2 + Be X Zp) +

+ (o X Wi+ By X Wi Z)) + (0 X Wi + By X2 W2 Z)

no qual &; e B; (j = 1, 2 ... ) sdo pardmetros a serem estimados em cada etapa; X,
€ a concentragido de hidroxiuréia referente a observagdo i; W; é o tempo de

exposicdo a hidroxiuréia referente & observacio i e Z; é uma variavel indicadora,



assumindo valor 0 caso a observagio i correspondesse ao periodo de
recuperagio de 5 horas e o valor 1 caso a observagdo i correspondesse ao

periodo de recuperagio de 10 horas.

Substituindo o preditor na fungdo ligadora logistica, foi possivel obter
uma superficie de resposta da freqiiéncia esperada de células em metafase (ou
em divisdo), em fungio da concentragio de hidroxiuréia e do tempo de

exposigdo.

No tocante ao tratamento correspondente & testemunha, um intervalo de
confianga exato para a probabilidade de sucesso da distribuigéo binomial (Blyth,
1986) era construido para eventualmente comparar a freqii€ncia esperada de

células em divisdo do tratamento testemunha com os demais.

Visando o maximo incremento do indice metafisico, a manipulagdo do
ciclo celular em dois estagios foi feita usando a combinagéo selecionada
conforme o procedimento acima, seguida do uso dos melhores tratamentos com
inibidores do fuso mitdtico selecionados no item 3.2.2. O melhor momento para
aplicagio da substincia inibidora, apés o inicio da recuperagdo do ciclo foi
determinada, variando o tempo de recuperagdo do ciclo celular em torno do

valor selecionado.

3.2.3 Método de preparo das liminas

O método classico para obtengiio de preparagbes de cromossomos
metafésicos de plantas ¢ o esmagamento de células, em solugdo de acido acético
45%, sob laminula. No entanto, alguns autores vém utilizando a técnica de
“secagem ao ar”, apés maceragio enzimitica da parede celular, com sucesso na

obtengdo de cromossomos de alta qualidade.



Em fungio da dificuldade de se obter laminas de qualidade adequada em
espécies nativas do cerrado, provavelmente devido & composigdo do citoplasma
e da parede celular, foram testados o método classico de esmagamento e o

método de dissociago celular/secagem ao ar proposto por Carvalho (1995).

3.2.3.1 Esmagamento

As raizes fixadas foram lavadas em agua destilada por 10 minutos e
submetidas a maceragio enzimética em solugdo de celulase 2% / pectinase 20%,
em cimara Umida, por cerca de 2 horas, a 37°C. As raizes foram lavadas por 10
minutos em agua corrente, 5 minutos em agua destilada e hidrolisadas em
solugdo de HCI IN, a 60° C, por 10 minutos. Apés a lavagem com agua
destilada, a raiz foi colocada em lamina limpa, com uma gota de acido acético
45% e, sob microscdpio estereoscopio, o meristema foi isolado. O meristema foi
coberto com laminula e as células espalhadas com a pressdo de uma ponta
rombuda. Apés o espalhamento das células, foi feito o esmagamento, sob trés
folhas de papel filtro, para o espalhamento dos cromossomos. A laminula foi

retirada com o uso de nitrogénio liquido.

3.2.3.2 Dissociagdo celular e secagem ao ar

As raizes fixadas foram lavadas durante 15 minutos em 4gua corrente ¢ 5
minutos em dgua destilada para retirada da solugo fixadora. Foi feita a digestdo
enzimdtica da parede celular com solugdo aquosa do composto enzimatico
FlaxzymeTM (NOVO FERMENT) na proporgdo 1:10 (v/v), por | hora e 45
minutos, a 34°C. As raizes digeridas foram lavadas em dois banhos de dez,

minutos em 4gua destilada e fixadas, a —~ 20°C, em solugdo metanol:icido
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acético (3:1), com trés trocas em intervalos de 15 minutos. As raizes foram
armazenadas a —20°C, por, pelo menos, 24 horas.

A raiz digerida e fixada foi transferida para placa escavada contendo
solugdo fixadora metanol:acido acético (3:1) e, sob microscopio estereoscopio, o
meristema foi isolado. Cada fragmento de tecido meristematico foi transferido,
com pipeta de Pasteur, para o topo de uma limina de vidro inclinada cerca de
45°. Com um bisturi, foi feita a dissociagdo celular, enquanto eram gotejadas de
3 a 5 gotas de solugdo fixadora gelada para espalhar as células ao longo da
lamina, bem como propiciar a expulsio de nicleos e cromossmos. Em seguida,
as laminas foram secas, em movimentos rapidos contra o ar, para propiciar o

espalhamento das placas metafasicas e, finalmente, em placa aquecedora a 50°C.

3.2.3.3 Avaliacio

A coloragio, observagdo e andlise microscopica das laminas, bem como
o registro das figuras de interesse foram feitos conforme descrito no item 3.2.1.
A avaliagdo da qualidade das laminas preparadas pelos dois diferentes

métodos foi feita utilizando-se os seguintes critérios: espalhamento das células
spalhamento das celulas

na lamina, presenga de citoplasma circundando os cromossomos, definigio dos
-— L e— T

—

nucleos interfasicos, espalhamento e definigdo dos cromossomos.
- T TTTTr— e T - Tl
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3.3 Anilise cariotipica e bandeamento cromossémico

Laminas preparadas com base na metodologia padronizada no item 3.2,
foram submetidas a diferentes tipos de coloragdes, visando estudar o cariétipo e
o padrdo heterocromatico dos cromossomos do baru. A determinagéo do niimero
cromossdmico foi feita para as quatro procedéncias (Brasilandia, Capindpolis,
Jequitai e Formosa) enquanto a caractérizac;ﬁo morfolégica € o bandeamento

cromossdmico foram feitos apenas para a procedéncia Jequitai.

3.3.1 Coloragdo para analise cariotipica

As ldminas foram coradas com solu¢dio de Giemsa, conforme item 3.2.{e
com o fluorocromod-6 diamidino-2-fenilindole (DAPI). A coloragio DAPI foi
feita com solug¢do 0,5ug/mL, em tampdo Mcllvaine pH 7,0, por 5 minutos em
camara Umida, a temperatura ambiente, no escuro. Em seguida, as laminas foram
lavadas em 4gua destilada, secas ao ar e montadas de forma semipermanente, em
tampédo Mcllvaine pH 7,0. As laminas foram guardadas a 4°C e observadas 24

horas ap6s a coloragéo.

3.3.2 Técnica ripida de bandeamento C (adaptada de Carvalho e
Saraiva, 1993 b)
Foram usadas laminas envelhecidas porpelo menos quinze dias, a 30°C.
As laminas foram aquecidas a 50°C por 30 minutos e hidrolisadas em solugdo
aquosa de HCI 0,IN. Apéds banho de 5 minutos em 4gua destilada, as laminas
foram imersas em solugdo satu'rada (5%) de hidréxido de bério, a 56°C, por 50
segundos, com agitagdo continua. Em seguida, as liminas foram lavadas em

solugdo 70% de alcool etilico, em etanol absoluto e, por dltimo, em solugio
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fixadora metanol:acido acético na proporgio 8:1 (v/v). A secagem das laminas
se deu em placa aquecedora, a 50°C. A coloragio foi realizada com Giemsa a
5%, em tampio fosfato pH 6,8, por 8 minutos a temperatura ambiente. O
excesso de corante foi retirado com dois banhos de agua destilada e, por Gltimo,

as laminas foram secadas em placa aquecedora a 50°C.

3.3.3 Técnica de bandeamento DAPI

Para obtengao de padrio de bandeamento DAPI, laminas envelhecidas
por dois dias foram coradas com solugdes com concentragdes de 0,05; 0,1; 0,25;
0,5, 1 e 2 pg/mL em tampdo Mcllvaine pH 7,0. O tempo de coloragéo variou de
5 a 20 minutos, em camara Gmida 4 temperatura ambiente. Apos a coloragdo, as
lémi\nas foram lavadas em &gua destilada ¢ secas ao ar. As laminas foram
montadas de forma semipermanente, tendo como meio de montagem solugdes
de tampdo Mcllvaine com pH 5,0 e 7,0 e tampdo borato pH 8,5. As laminas
foram observadas no dia do preparo e depois de 24 horas, apds armazenamento a
4°C.

Além deste procedimento padrdo, descrito para plantas, foi adotada a
metodologia proposta por Heng e Tsui (1993) para obtengdo de diferentes
padroes de bandeamento DAPI em cromossomos humanos, por meio de
processos capazes de desnaturar o DNA em diferentes intensidades. A
desnaturagiio foi obtida com duas estratégias diferentes: (1) uso de formamida
70%, em SSC (“saline sodium citrate”) 2x, por 60 s, a 70°C, seguida por
coloragdo com DAPI 0,2 pg/mL e montagem em pH 8,5; (2) coloragdo da
preparagdo com DAPI 0,2 pg/mL, montagem em pH 8,5 e aquecimento em

placa a temperatura de cerca de 85°C de 10 segundos a 2 minutos.

41



3.3.4 Técnica de bandeamento CMA

A coloragdo com o fluorocromo cromomicina A; (CMA) foi feita em
cimara Gimida, na concentragdo de 0,1 mg/mL, por 20 minutos a temperatura
ambiente. Apds lavagem com agua destilada, a 1dmina foi montada de forma
semipermanente, tendo como meio de montagem solugio tampdo de Mcllvaine,
pH 7,0 contendo 2,5 mM de MgCl..

3.3.5 Técnica de bandeamento Q

A coloragio se deu em camara umida, a temperatura ambiente, usando
solugdes aquosas de quinacrina nas concentragdes de 0,05%; 0,1% e 0,2%, por 5
minutos. Apds este periodo, as laminas foram lavadas por 3 minutos em agua
acidificada, secas ao ar e montadas de forma semi-permanente com solugdes

tampao com pH 4,5; 7,0 ¢ 8,5.

3.3.6 Metodologia de avalia¢do e analise de imagem

- A observag@o e anilise das laminas foram feitas com uso de microscépio
Olympus BX 60, equipado com acessorios de iluminagdo de campo claro e
fluorescéncia. Foram utilizadas objetivas de aumentos de 20, 40 e 100 vezes
(imersdo).

As analises microscopicas das laminas submetidas a coloragdo com
fluorocromos foram realizadas com uso de filtros Olympus adequados para
emissdo de fluorescéncia. Para o fluorocromo DAPI foi usado o filtro WU com
emissdo de comprimento de onda 330 a 385 nm e bloqueio de 420nm; para o

fluorocromo CMA, o filtro WB com emissio de comprimento de onda 450 a 430
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nm e bloqueio de 515 nm e para a quinacrina, o filtro WG com emissdo de
comprimento de onda 510 a 550 nm e bloqueio de 590 nm.

As figuras de interesse foram capturadas diretamente, por meio de

: n S : - ™

microcdmera acoplada ao microscopio e a um microcomputador Macintosh
(modelo G3) equipado com placa digitalizadora.

As imagens capturadas e armazenadas foram submetidas a andlise de
imagens utulizando os softwares Adobe PhotoShop v.5.0 e NIH image program,

de dominio publico, escrito por Wayne Rasband do U.S. National Institutes of

Health, acessado no pagina www.nihm.nih.gov. Tais processamentos

envolveram a aplicacdo de filtros, pseudocolorizagdo e medigdes.

Os cariogramas de interesse foram construidos primeiramente levando-se
em conta as semelhangas morfoldgicas entre os provaveis homologos e,
posteriormente, confirmados com base em medigdes feitas por recursos
computacionais.

Foram obtidas as medidas do comprimento total dos cromossomos, do
comprimento do brago curto (¢) e do comprimento do brago longo (). A partir
destas medidas foram obtidos o comprimento total do lote hapléide (CTLH), o
comprimento relativo (CR%), o indice centromérico (ic) ¢ a relagdo de bragos

(r), onde:

Estes dados foram usados para classificar os cromossomos do
complemento de acordo com a nomenclatura proposta por Guerra (1986).
A assimetria do cariétipo foi quantificada de acordo com a metodologia

de Zarco (1986), a qual leva em conta a assimetria devido as relagdes entre os



| —]

bragos cromossdmicos, ou intracromossomal, dada pelo indice A, e devido as

relagdes entre o tamanho dos diferentes cromossomos, ou intercromossomal,

dada pelo indice A,, obtidos da seguinte forma :

o
>
~
Il
x|

Em que n; é o niimero de pares de homoélogos, b; é o comprimento médio
dos bragos curtos de cada par de homélogos, B; é o comprimento médio dos

bragos longos, x ¢é a média do comprimento total dos cromossomos € S o desvio

padréo.
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4 RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento da metodologia citogenética

4.1.1 Pré-tratamentos

O acimulo de metafases no tecido meristematico foi bastante
diferenciado entre os diferentes tratamentos testados, sendo afetado pelo tipo e
concentragio da substincia usada, bem como pelo tempo e temperatura de
exposicdo. As substincias mais eficientes foram hidroxiquinoleina, APM,
orizalina e trifluralina. No entanto, a quantidade de figuras metafasicas foi ainda
pequena, variando de 0 a 14 células por limina, ou seja, apresentando grande
heterogeneidade entre tecidos submetidos a0 mesmo pré-tratamento.

Com relagio ao espalhamento, a hidroxiquinoleina 2 mM, combinada
com ciclohexamida 0,35 mM em geladeira por 22 horas, o APM 5uM em estufa
por 3:40 a 4:00 horas e a orizalina SuM em geladeira por 22 horas foram os pré-
tratamentos que possibilitaram a obtengdo de metifases com cromossomos
bastante individualizados, praticamente sem sobreposi¢des, mesmo quando se
apresentavam mais alongados. Ja a trifluralina, apesar de ter sido um dos mais
eficientes para o acimulo de metafases, favoreceu o agrupamento dos
cromossomaos, inviabilizando a andlise dos mesmos.

Analisando-se a morfologia dos cromossomos, o pré-tratamento APM
5uM por 4 h, em estufa, forneceu cromossomos bastante condensados e,

portanto, de tamanho muito reduzido (Figura 2A).
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FIGURA 2 Figuras representativas de cromossomos metafésicos em diferentes
graus de compactagio obtidos por tratamento com APM 5uM, 4
horas em estufa (A); APM 5uM por 3:40 h em estufa (B) ¢ com
orizalina 22 horas em geladeira (C). (Barra= 10um)
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Utilizando o préprio APM, mas com exposicdo das raizes a um tempo
menor (3:40 h) foram obtidas metafases com cromossomos bem mais alongados,
pelo menos duas vezes maiores (Figura 2B). O uso de hidroxiquinoleina 2 mM
/eiclohexamida 0,35 mM e orizalina SuM, por 22 horas em geladira também

\_’_-
forneceu cromossomos metafisicos alongados e com morgologia bastante
5
semelhante aos da Figura 2B.

O tratamento com orizalina forneceu, em algumas laminas, figuras com
cromossomos muito alongados, ou de alta resolugio (Figura 2C), de grande
valor para evidenciar caracteristicas morfologicas ndo reveladas nos
cromossomos muito condensados, como pode ser visto, comparando-se as
pranchas A e C da Figura 2.

O uso da ciclohexamida s6 foi efetivo quando combinado com
hidroxiquinoleina, tendo como principal efeito um melhor espathamento dos

cromossomos e, conseqilentemente, impedindo as sobreposig¢Ges.

4.1.2 Sincronizac¢io do ciclo celular

O experimento realizado propiciou a determinagdo das condigdes 6timas
de concentragdo de HU, tempo de exposicdo e de recuperagdo para a
sincronizagdo eficiente do ciclo celular no tecido meristematico de raizes de
baru.

A Tabela 4 apresenta a analise de deviance referente a proporgio de
células em divisdo, considerando as parametrizagdes: modelo fatorial e regressio
multipla. O valor da deviance do modelo completo (residuo) foi relativamente
elevado (41,7350) ¢ seria considerado significativo a 5% de probabilidade. Altas
deviances podem ser indicativo de que a pressuposi¢do quanto a distribuigdo de
probabilidade (no presente caso, a binomial) nio estd perfeitamente atendida,

resultando no fenémeno da superdispersio (Hinde e Demétrio, 1998). No
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entanto, uma vez que o teste de qui-quadrado correspondente é assintdtico
(aproximado), em geral este aspecto s6 é relevado em face de valores muito
elevados de deviance, acima de duas vezes o nimero de graus de liberdade. Uma
vez que isso ndo foi observado, os modelos ajustados foram tidos como
satisfatorios.

Pode-se obServar na Tabela 4 que a interagdio envolvendo todos os trés
fatores do modelo fatorial foi significativa, sugerindo que os niveis de cada fator
s6 devam ser comparados fixando-se niveis dos dois outros fatores.

Na mesma Tabela 4 pode-se ver que, apés ajustado o modelo de
regressio multipla, a causa de variagiio “falta de ajustamento” (por vezes
chamada “desvios de regressdo”), foi claramente ndo significativa. Isto é um
indicativo de que o modelo ajustado é adequado e que as variagSes em relagiio a

este podem ser tidas como casuais.

TABELA 4 Anilise de deviance referente a proporgio de células em divisdo,

considerando duas parametrizages, correspondentes aos modelos
fatorial e de regressdo miltipla'.

CAUSAS DE GRAUS DE QUI-QUADRADO PROBABILIDADE
VARIACAO LIBERDADE (') (>7)
(modelo fatorial)
Concentragio 03 399,5279 0,0001
Exposi¢io 2 11,7286 0,0028
Recuperagiio 1 0,4043 0,5249
Conc x expo 6 84,0188 0,0001
Conc x recup 3 1,6264 0,6534
Expo x recup 2 2,9462 0,2292
Conc x expo x recup 6 15,9244 0,0142
(modelo de regressdo)
Regressdo 11 521,8020 0,0001
Falta de ajustamento 12 9,8890 0,6257
Deviance (residuo) 24 41,7350 0,0138

1. Testes de qui-quadrado siio do tipo Il (parciais) no modelo fatorial e do tipo 1
(seqlienciais) no modelo de regressio.
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A Tabela 5 apresenta as estimativas dos pardmetros do modelo de
regressdo multipla selecionado pelo método de backward. Pode-se notar que
todas foram significativas, o que ¢ uma caracteristica deste método.
Considerando-se os parimetros retidos no modelo, observa-se uma coeréncia em
relagdo a significincia da interagdo tripla (Tabela 4), uma vez que ha termos
envolvendo produtos entre a concentragio e o lempo de exposigio &
hidroxiuréia, bem como varios termos contendo a variavel indicadora Z. Este
altimo aspecto faz com que duas superficies de resposta ndo paralelas sejam
necessarias para descrever a proporgdo de células em divisdo, conforme o

periodo de recuperagao.

TABELA 5 Estimativas dos pardmetros retidos no modelo de regressio
miltipla apds o processo de backward, referente a caracteristica
proporgdo de células em divisao'.

PARAMETRO ESTIMATIVA  QUI-QUADRADO PROBABILIDADE
Intercepto -6,5517 319,3261 0,0001
V4 2,7956 23,5262 0,0001
X 3,0143 219,9689 0,0001
X*Z -1,1893 26,3288 0,0001
X? -0,5364 154,9997 0,0001
X2*Z 0,0914 23,7480 0,0001
x? 0,0295 126,9116 0,0001
w 0,1260 60,6230 0,0001
wW*2Z -0,1797 25,7814 0,0001
X*W -0,0202 47,7225 0,0001
X*W*Z 0,0757 28,6430 0,0001
X*W*Z -0,0057 24,5199 0,0001

l. X: concentragdio de hidroxiuréia; W: tempo de exposicdo a hidroxiuréia; Z: varidvel
indicadora para discriminar os periodos de recuperagdo (valor 0: 5 horas; valor 1: 10
horas).
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A Tabela 6 apresenta a anilise de deviance correspondente ao niimero de
células em metafase. A deviance do modelo completo (residuo) foi ndo
significativa, indicando que os modelos ajustados podem ser considerados
satisfatérios.

Houve interagdo significativa apenas entre os fatores concentragéo e
tempo de exposigdo & hidroxiuréia (Tabela 6), sugerindo que os niveis de cada
um desses fatores sé devam ser comparados fixando-se niveis do outro fator. O
fato de a interagdo tripla ndo ter sido significativa indica que as superficies com
periodos de recuperagdo 5 e 10 horas sdo semelhantes ou, se diferentes, pelo
menos sdo paralelas. Em virtude desta tGltima possibilidade, optou-se por
também utilizar a varidvel indicadora “Z” no modelo de regressdo multipla, a
semelhanca do que foi feito para a caracteristica células em divisdo. Assim, cada

superficie poderia ser claramente caracterizada em cada periodo de recuperagéo.

TABELA 6 Anélise de deviance referente a proporgiio de células em metafase,
considerando duas parametrizages, correspondentes aos modelos
fatorial e de regressdo miltipla'.

CAUSAS DE GRAUS DE QUI-QUADRADO PROBABILIDADE
VARIACAO LIBERDADE (o >y)
(modelo fatorial)
Concentragfo 3 290,9741 0,0001
Exposigiio 2 4,9608 0,0837
Recuperacgéio 1 15,2288 0,0001
Conc x expo 6 18,3250 0,0055
Conc x recup 3 5,7730 0,1232
Expo x recup 2 1,6648 0,4350
Conc x expo x recup 6 5,7287 0,4543
(modelo de regressdo)
Regressio 1 340,7390 0,0001
Falta de ajustamento 12 9,9657 0,6190
Deviance (residuo) 24 35,0653 0,0674

1. Testes de qui-quadrado sdo do tipo III (parciais) no modelo fatorial e do tipo 1
(seqilenciais) no modelo de regressio.
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O método de backward resultou em um modelo de regressdo também
com falta de ajustamento ndo significativa (Tabela 6), evidenciando a qualidade
do modelo resultante. O nimero de parimetros de regressdo retidos também aqui
foi igual a 11 e suas estimativas estio apresentadas na Tabela 7. Uma dessas
estimativas apresentou uma probabilidade apenas um pouco maior que o valor
critico de 5%, tendo-se optado por manter o pardmetro correspondente no
modelo.

Comparando as Tabelas 5 e 7, observa-se que a maioria dos parametros
retidos sio comuns aos dois modelos. Esta semelhanga é compreensivel, dado

que parte das células em divisdo sdo células em metafase.

TABELA 7 Estimativas dos parimetros retidos no” modelo de regressao
maltipla ap6s o processo de backward, referente & caracteristica
proporgdo de células em metafase'.

PARAMETRO ESTIMATIVA  QUI-QUADRADO_ _ PROBABILIDADE
Intercepto -6,7029 223,9861 0,0001
z 2,1414 8,1540 0,0043
X 2,6665 93,1507 0,0001
XZ -0,7191 5,6926 0,0170
X2 -0,4975 68,5690 0,0001
X*z 0,0531 42125 0,0401
x? 0,0274 57,4157 0,0001
W 0,0677 17,3495 0,0001
W*Z -0,1308 8,0508 0,0045
X*W*Z 0,0463 6,3695 0,0116
XI*rw -0,0012 7,8046 0,0052
XI*wW+*Z -0,0031 3,7573 0,0526

1. X: concentragdo de hidroxiuréia; W: tempo de exposi¢do a hidroxiuréia; Z: varidvel
indicadora para discriminar os periodos de recuperag3o (valor 0: 5 horas; valor 1: 10
horas).



Na Tabela 7 também ha termos envolvendo o produto entre a
concentragiio e o tempo de exposi¢io a hidroxiuréia, em coeréncia com a
significincia observada da interagdo entre esses dois fatores (Tabela 6). Por
outro lado, existem quatro parimetros retidos que contém produtos de, pelo
menos, um dos fatores acima com a variavel indicadora Z, ao contrario do que
seria de se esperar, a julgar pela ndo-significancia da interagéo tripla (Tabela 6).

A reposta maxima esperada quanto a porcentagem de células em
metafase ocorreu com o tempo de exposi¢do a hidroxiuréia igual a 20 horas. No
tocante a estimativa da concentragdo que confere resposta maxima, observou-se,
para o periodo de recuperagdo de 5 horas (Figura 4A), o valor igual a 3,55 mM,
ao qual correspondeu uma porcentagem de células em metéfase igual a 22,6%.
Com o periodo de recuperagio de 10 horas (Figura 4B), as grandezas acima
foram respectivamente iguais a 3,87 mM e 25,7%.

Considerando que o indice metafasico apresentado pela testemunha foi
de 2,5%, compreendido no intervalo de confian¢a IC(y=0,95): [0,0121;0,0455],
verifica-se que o uso da hidroxiuréia para sincronizagdo do ciclo foi bastante

eficiente para o acimulo de metafases para analise citogenética.
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FIGURA 4 Superficies de resposta da proporgiio de células em metafase (IM)
em fungdo da concentragdo (C) e tempo de exposigdo (T) a

hidroxiuréia, para os periodos de recuperagfio de 5 horas (A) e 10
horas (B).
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Além de promover a sincronizagio do ciclo, por inibigdo da sintese de
DNA, a hidroxiuréia provocou também algum disturbio no fuso mitético, e
portanto o espalhamento de cromossomos em varias liminas. Em alguns casos, a
metafase estava totalmente espalhada, at¢ mesmo sem sobreposi¢des (Figura 5).
Nesta figura ¢ possivel observar que a morfologia dos cromossomos ¢ tipica de
material que ndo sofreu pré-tratamento, sem defini¢do clara das constrigdes e
com certa deformagio dos bragos.

Este disturbio do fuso pode estar associado ao fato de a tubulina ser
dependente de associagdo com o nucleotideo GTP (guanosina trifosfato) para
ser polimerizada durante a formagdo dos microtibulos do fuso. Isso porque a
a¢do da hidroxiuréia ¢ a inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase que

participa da sintese dos desorribonucleotideo a partir de ribonucleotideos.

- al

FIGURA 5§ Metafase obtida apés sincronizagdo do ciclo celular com
hidroxiuréia 2,5 mM, por 15 horas e recuperagio de 5 horas,
em lamina preparada pelo método de esmagamento e corada

com giemsa.
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Uma vez determinadas as condigdes 6timas de manipulagéo do ciclo por
bloqueio reversivel na fase S, e para inibigio do fuso mitético, as duas
estratégias foram combinadas, para maximizar o indice metafésico. Os
inibidores selecionados foram a orizalina 5uM, por 22 horas em geladeira e
APM 5uM, por 3:40 horas a 30°C, devido 4 melhor qualidade morfologica dos
Cromossomos.

A variagio do periodo de recuperagdo do ciclo entre 3, 4, 5, 6 e 7 horas
ap6s remogdo da hidroxiuréia, antes da introdugdio do pré-tratamento mostrou
que a recuperagio de 3 horas é a mais adequada para o tratamento subseqiiente
com orizalina e APM. Os indices chegaram a 60% em algumas regides das
laminas, sendo que grande parte apresentou pelo menos 30% de suas células no

estagio prometafasico ou metafasico.

4.1.3 Camparacio dos métodos de preparo das laiminas

Tanto o método de esmagamento como o de dissociagdo celular/
secagem ao ar permitiram a obtengfio de liminas com células espalhadas e com
cromossomos individualizados. No entanto, a qualidade das figuras obtidas foi
bem superior no segundo método.

Nas ldminas obtidas por esmagamento, a resolugdo dos cromossomos e
niicleo corados foi relativamente baixa, provavelmente devido a persisténcia de
citoplasma envolvendo os cromossomos. Em muitos casos, este material
citoplasmatico dificultou a reagdo do corante, levando a obtengdo de
Cromossomos com pouco contraste e baixa resolugdo para analise. Um dos
componentes citoplasméticos detectados em grande quantidade, inclusive
circundando os cromossomos, foi o amido, por meio de coloragdo especifica

com lugol.
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O método de esmagamento foi eficiente para preparagdo de laminas para
contagens, como foi o caso da otimizagdo de condigdes para sincronizagao do
ciclo com hidroxiuréia. Neste caso, a qualidade das laminas foi adequada e a
maior proximidade das células, devido ao menor espalhamento, facilitou as
contagens diretas no microscopio.

Por outro lado, as laminas feitas por dissociagdo celular apresentaram
figuras mitdticas com excelente espalhamento e totalmente desprovidas de
citoplasma e membranas, como pode ser observado na Figura 2. Esta situagdo
favoreceu enormemente a reagdo dos cromossomos com corantes, permitindo
uma 6tima defini¢io. Além disso, foi possivel observar menor heterogeneidade
de qualidade, tanto dentro como entre ldminas, quando comparada com as feitas
por esmagamento. Outro fator de incremento de qualidade proveniente deste
método foi a pequena profundidade de campo das preparagdes. As células se
espalharam praticamente no mesmo plano de foco, caracteristica dificil de ser
obtida pelo método de esmagamento devido & presenga dos fragmentos celulares
que envolvem os niicleos e figuras mitéticas.

A resisténcia da parede celular é um ponto critico para a qualidade das
liminas, uma vez que influencia diretamente o espalhamento das células. Em
ambos os métodos, o espalhamento das células e, conseqiientemente, do seu
conteido foi satisfatorio. Isto se deveu principalmente a eficiéncia da maceragéo
enzimética em desestruturar a parede celular. Isto indica que a espécie néo
apresenta parede com depdsito de substancias como silica ou lignina, as quais

dificultam a obtengdo de preparagdes de qualidade.
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4.2 Anailise cariotipica

A contagem do namero cromossdmico, realizada em pelo menos vinte
metafases por procedéncia, identificou, pela primeira vez, que o nimero dipléide
da espécie é 2n = 16. N#io foi detectada variagdo numérica entre as procedéncias
Jequitai, Brasilandia, Capinépolis € Formosa.

A avaliagdo da morfologia dos cromossomos foi feita apenas para a
procedéncia Jequitai. Na Figura 6 esta apresentado o cariograma da espécie, com
base em cromossomos metafasicos com alto grau de compactagao. E possivel
observar que neste estagio os cromossomos sdo muito semelhantes, dificultando
a identificagio dos pares de homélogos e também as medigdes. Assim, foi
determinado apenas o comprimento total dos cromossomos, o qual variou de
1,91um (cromossomo 1) a 1,41pm (cromossomo 8). Fica evidente também a

dificuldade de se detectar caracteristicas morfologicas que ndo a constri¢do

primaria, ou centromero.
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FIGURA 6 Cariograma de metdfase de baru (2n = 16), com alto grau de
compactagio dos cromossomos. Bloqueio com APM 5uM, por
4h, a 30° C e corada com Giemsa. (barra= 10 pm).

Na Figura 7 estio apresentados o cariograma e idiograma de
cromossomos metafdsicos da espécie. A determinagdo das constrigdes e o
ordenamento dos cromossomos foram feitos apos andlise de quatro figuras
metafisicas apresentando grau de compactagiio semelhante e ainda figuras em
inicio de anafise, em que o ponto de tragio das cromitides era bastante
individualizado (Figura 8). O uso das figuras anafésicas foi importante pois
alguns cromossomos apresentaram mais de uma constri¢do que se assemelham
muito a regido centromérica, como pode ser observado nos cromossomos 2, 3 e
6 da Figura 7A.
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FIGURA 7 (A) Cariograma de metéfase de baru bloqueada com orizalina 5pM,
por 22 horas, a 4°C e corada com Giemsa (barra= 10 pm). (B)
Idiograma correspondente (barra =35 pm)
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FIGURA 8 Cariogramas com cromossomos em inicio de andfase mostrando
os pontos de tragdo. (A) coloragdo com giemsa; (B) coloragéo

com DAPI. (barra= 10 pm).



O idiograma apresentado na Figura 7B foi construido com base nas
medidas e indices apresentados na Tabela 8. O comprimento do lote hapléide
(CTLH) foi 34,83um, sendo que os trés maiores cromossomos representam 50%
do complemento. O satélite foi identificado no brago curto do cromossomo 4 ¢
mediu 0,41 pm.

A posicdo do centromero foi mediana, com trés cromossomos
metacéntricos (1, 2 e 7) e cinco submetacéntricos (3, 4, 5, 6 e 8), sendo que os
cromossomos 3 e 6 apresentaram valores de indice centromérico e relagiio de
bragos bem no limite de separagdo desta classe com a classe de metacéntrico.

Os pardmetros numéricos propostos por Zarco (1986) evidenciaram o
carater simétrico do complemento cromsossdmico do baru. O valor calculado do
indice A, foi 0,35, um valor que pode ser interpretado como indicador da
tendéncia de os cromossomos serem metacéntricos. Do ponto de vista das
diferencas entre os tamanhos cromossdmicos, o valor calculado para o indice A;

foi 0,34, mostrando também o carater simétrico do cariétipo.

TABELA 8 Medidas e indices obtidos em cromossomos metafésicos de baru
(Dipteryx alata Vog) procedente de Jequitai.

Cromossomo Comprimento (um) r ic  Classe Comprimento
c 1 Total relativo (%)

1 2,98 3,75 6,73 1,26 4430 M 19,3

2 2,47 3,29 5,76 1,33 42,88 M 16,5

3 2,14 3,21 5,35 1,50 40,00 SM 15,4

43¢ 1,39 2,50 3,89(0,41) 1,80 3573 SM 11,2

5 1,41 2,67 4,08 1,89 34,56 SM 11,7

6 1,54 2,40 3,94 1,56 39,09 SM 11,3

7 1,20 1,55 2,75 1,29 4364 M 7,9

8 0,75 1,58 2,33 2,11 32,19 SM 6,7
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tendéncia de os cromossomos serem metacéntricos. Do ponto de vista das
diferengas entre os tamanhos cromossémicos, o valor calculado para o indice A,

foi 0,34, mostrando também o carater simétrico do cariétipo.

4.3 Padrio de compactacio da cromatina

Em varias ldminas coradas com solugdio de Giemsa 3%, foi observada a
existéncia de cromossomos prometafésicos com regibes mais compactadas que
as demais. Tal fato foi confirmado com a coloragio DAPI (Figura 9) que, devido
a sua alta especificidade pelo DNA, permite descartar a idéja de problema de
coloragdo. Na Figura 9 ¢ possivel observar que uma regido de um par de
homélogos encontra-se ja compactada na metafase, enquanto outras regides, em
alguns casos um brago inteiro, apresentam baixo grau de condensagio,
aparecendo como um rastro de cromatina. O padrio de cada par de homdlogos é
bastante regular, sendo possivel identificar cada um deles (Figura 10).

Este comportamento provavelmente nio se deve & influéncia de
substéncias usadas para sincronizagdo ou blogueio do ciclo celular, uma vez que
foi observado na grande maioria das laminas avaliadas. A diferenga de tamanho
dos cromossomos observada entre as duas imagens apresentadas na Figura 9,
provavelmente se deve ao efeito do inibidor do fuso, ja que na primeira
(cromossomos menores) foi utilizado o APM e na segunda a orizalina. Isto
reforca a idéia de um fenémeno programado, que sofreu variagdo p6r uma
interferéncia externa, mas sem perder suas caracteristicas, Jja que podemos ver

que o padréo é conservado de uma figura para outra.
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FIGURA 9 Cromossomos prometafasicos corados com DAPI apresentando
padrio de condensagdo desuniforme ao longo de seu comprimento
(A) Pré-tratamento com APM 5uM por 3:40 horas a 30°C; (B)
Pré-tratamento com orizalina 5pM por 22 horas a 4°C.,(barra =

10pm).
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FIGURA 10

Cariograma de cromossomos prometafisicos mostrando a
consisténcia do padrio de condensagdo em cada par de
homédlogos (barra = 10um). A diferenga de tamanho do
terceiro par se deveu a perda do segmento mais
descondensado.
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4.4 Distribui¢io da heterocromatina

As técnicas de bandeamento C e Q permitiram a diferenciagdo de regides
heterocromaticas, sem, contudo, revelar padrdes caracteristicos destes
procedimentos.

Na Figura 11 estd apresentado o cariograma de cromossomos
metafasicos que apresentaram coloragdo diferencial apés técnica rapida de
bandeamento C. Em todos os cromossomos foram revelados grandes blocos
heterocromaticos com padrdo consistente entre os homologos. Os cromossomos
2, 4 e 5 apresentaram um brago totalmente heterocromatinizado, enquanto nos
demais os blocos ficaram evidenciados principalmente na regido
pericentromérica. Os cromossomos 1, 7 e 8 apresentaram bandas intersticiais e
centroméricas. No entanto, a consisténcia entre as ldaminas ndo foi satisfatoria e
tampouco corresponde ao padrdo esperado para cromossomos pequenos, ou seja,
padrao simples, com a presenga de poucas bandas teloméricas e/ou

centroméricas (Fukui e Nakayaina, 1996).
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FIGURA 11 Cariograma de cromossomos metafisicos de baru (2n = 16)
submetidos a técnica rapida de bandeamento C. (barra = 10pum).

A técnica mais eficiente para coloragiio dos cromossomos de baru com
quinacrina foi o uso de solugdo com concentragdo de 0,05% e meio de
montagem com pH 4,5. As concentragdes superiores (0,1% e 0,2%),
recomendadas na literatura (Sumner, 1990), provocaram uma coloragdo
excessiva, impossibilitando a revelagdo de diferengas morfolégicas. O pH do
meio de montagem ¢é um fator critico para a emissdo e manutencdo da
fluorescéncia pelo fluorocromo (Sumner, 1990) e para a produgdo de bandas
(Heng e Tsui, 1993). Neste caso, o pH 4,5 foi o mais adequado para a qualidade
da fluorescéncia, mantendo-a estavel por tempo suficiente para as observagdes ¢
registro, enquanto nos meios mais basicos a fluorescéncia era perdida

rapidamente.
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Na Figura 12 ¢ possivel observar que 0s cromossomos de baru ndo
apresentam padrdo tipico de banda Q, mas sim regides Q positivas e regides Q
negativas. Assim como no caso do bandeamento C, alguns cromossomos
apresentaram regides centroméricas mais intensamente coradas (Q positivas) €

outros apresentaram um brago Q positivo e outro Q negativo.

FIGURA 12 Cromossomos metafasicos de baru (2n = 16) submetidos a técnica
de bandeamento Q (barra = 10pm).
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Nenhum dos procedimentos testados para obtengdo de bandas DAPI foi
bem sucedido. Em todos os casos, a coloragio do cromossomo foi uniforme,
sem nenhum tipo de diferenciagdo longitudinal, com padrdo de coloragdo igual
ao dos cromossomos apresentados na Figura 2.

As diferentes técnicas de coloragdio mostraram que as preparagdes
apresentaram alta corabilidade, apresentando excelente contraste em condigdes
de concentragido (0,05 pg/mL) e tempo (5 minutos) bem inferiores as descritas
na literatura.

A coloragio com o fluorocromo CMA revelou quatro bandas
teloméricas, de tamanho similar, em dois pares de cromossomos (Figura 12). As
bandas foram observadas em varias figuras, apesar de o registro ter sido

dificultado pelo decréscimo rapido da fluorescéncia.

FIGURA 13 Padrio de bandeamento CMA em cromossomos prometafdsicos
de baru (2n = 16). Bandas teloméricas indicadas pela seta (barra

= 10um).
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5 DISCUSSAO

5.1 Aspectos metodoldgicos

A falta de metodologias adequadas para a preparagéo de laminas com
metafases de alta qualidade é um grande obstdculo para a andlise citogenética de
espécies vegetais do cerrado. Isso faz com que os estudos, que sdo bastante
escassos, na maioria das vezes se limitem & determinagio do nimero
cromossémico. A sofisticagio das técnicas citogenéticas que vém sendo
aplicadas, principalmente nas espécies cultivadas, tem exigido preparagdes com
qualidade cada vez maior, fornecendo ao citogeneticista uma gama de
ferramentas valiosas para o estudo detalhado dos cromossomos.

Neste trabalho, o uso de algumas destas ferramentas propiciou a
adequagéio de uma metodologia de alta eficiéncia para andlise dos cromossomos
de baru (Dipteryx alata Vog.).

Uma estratégia importante foi a sincronizagdo do ciclo celular, por meio
de inibig#o reversivel da sintese de DNA pela hidroxiuréia, para obtengdo de
indices metafésicos mais elevados. O uso da hidroxiuréia tem sido bem sucedido
para vérias espécies, no entanto, as condigdes e pardmetros Gtimos descritos s&o
bastante diferentes, sendo necessario a determinagdo das condigdes 6timas para
cada espécie (Lee et al., 1996).

As células meristematicas do baru ndo bloqueadas apresentaram indice
metafiisico de cerca de 2,5%, enquanto que o bloqueio com hidroxiuréia 3,5 mM
por 20 horas, seguido de 5 horas de recuperagéo, pode fornecer um indice de
23% de células em metéfase. Houve uma interagdo forte entre a concentragio da
hidroxiuréia e seu poder bloqueador. Concentragbes entre 25 e 5 mM

propiciaram os melhores indices. Esta interagdo ja foi descrita em trabalhos nos
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quais o ciclo celular foi criteriosamente avaliado por citometria de fluxo, apds
exposigdo a diferentes concentragdes de HU. Em Pisum sativum, Gualberti et al.
(1996) verificaram que as concentragdes de 5 ¢ 10 mM inibiam completamente a
sintese de DNA, enquanto nas concentragdes de 1,25 e 2,5 mM um grupo grande
de células tendia a escapar conjuntamente do bloqueio, propiciando uma
sincronizagdo eficiente. Na sincronizagd@o de células de milho (Lee et al., 1996),
as concentragdes de 1,25 e 2,5 mM foram ineficientes, enquanto a de 10 mM
reteve as células no estagio G, por um periodo muito longo de tempo, atrasando
a transi¢do para a fase S. Ja para o trigo, a concentragdo de 2,5 mM foi alta
demais, dificultando a reversibilidade do bloqueio (Lee et al., 1997).

Tempo de exposi¢do a hidroxiuréia maximo, ou seja, 20 horas, foi o que
propiciou os maiores indices. O prolongamento deste periodo poderia trazer
incremento nestes indices, no entanto, exposi¢des prolongadas (>24h) podem
causar aberragdes devido a quebras cromossOmicas, acompanhadas por uma
troca irreversivel de cromatides irmas, ou disturbio do mecanismo de reparo do
DNA (Anderson, 1983).

Apesar da variabilidade de metodologias, as condig¢des étimas ajustadas
para o baru estdo dentro dos padrdes descritos na literatura para outras espécies
(Guallberti, et al., 1996; Lee, et al., 1996; Lee, et al., 1997) e considerados
apropriados para fornecer preparagdes cromossomicas de qualidade adequada
para estudos refinados, como a citometria de fluxo, isolamento de cromossomos
e hibridizagdo in situ.

Outra estratégia foi o bloqueio do ciclo celular na metafase, por meio de
agentes quimicos. Algumas substancias tém sido muito usadas em citogenética
vegetal, tais como a colchicina, a hidroxiquinoleina, bromonaftaleno e
paradiclorobenzeno (Sharma e Sharma, 1999; Fukui e Nakayama, 1996).
Recentemente, substincias inibidoras de agdo herbicida (APM, orizalina e

trifluralina) e, portanto com alta especificidade para célula vegetal, tém sido
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usadas com sucesso em diferentes espécies vegetais, como Pisum sativum
(Dolezel et al., 1992), cevada, centeio, trigo e Melandrium album (Pan, Houben
e Schlegel, 1993), milho (Lee ef al., 1996) e pimentdo (Aarestrup, 2001).

O uso da orizalina e do APM no bloqueio das células meristematicas do
baru, além de incrementar o indice metafasico, propiciou a obtencdo de
cromossomos com morfologia 6tima para andlise citogenética, com tamanho
variando de muito pequeno (1,2 pm) a cromossomos de alta resolu¢do (10 pm)
(Figura 2). A obtengio de cromossomos alongados representa um avango
metodologico grande para o estudo de espécies com Cromossomos pequenos,
abrindo perspectivas de estudos mais aprofundados, por meio de bandeamentos
¢ hibridizagao in situ.

Os resultados obtidos mostraram que a metodologia mais adequada para
a obtenc;z’ib de altos indices metafasicos (pelo menos 30%) e cromossomos com
boa morfologia foi a exposi¢do de raizes com tamanho uniforme de 1 cm a
" solugdo aquosa de HU, em temperatura ambiente, por 20 horas, com posterior
recuperagio do ciclo por 3 horas, apés a remogao da HU e bloqueio do fuso com
orizalina 5uM, por 22 horas a 4°C, ou com APM 5uM, por 3:40 horas a 30°C.

A qualidade do material biolégico para analise citogenética foi revelada
pelo método de preparo de laminas por dissociagdo celular e secagem ao ar.
Este tipo de preparo, recomendado por Fukui e Nakayama (1996) para espécies
de cromossomos pequenos, é ainda pouco difundido entre os citogeneticistas
vegetais, apesar de varios autores discutirem suas vantagens em relagdo ao
esmagamento (Sumner, 1990; Carvalho e Saraiva, 1993a; Carvalho, 1995).

No caso do baru, o método propiciou a obtencdo de preparagdes de
excelente qualidade, em que a morfologia dos cromossomos foi altamente
preservada e a resolugdo final permitiu a deteccio de caracteristicas
morfol6gicas geralmente desconfiguradas pelo esmagamento. Isto € vélido para

o satélite, para constrigdes tercidrias observadas ao longo dos cromossomos €

73



para as regides de baixa condensagdo, ou FUSC. Devido & auséncia de material
citoplasmatico, o contraste com os diferentes corantes usados foi intenso,
aumentando muito a resolugio da observagdo. Além disso, o material
apresentou alta corabilidade, uma vez que nas coloragdes com DAPI e
quinacrina as concentragdes usadas foram bem inferiores s citadas na literatura.

Dois pontos importantes para o sucesso da técnica foram: (1) a
otimizagdo da digestdo, para uma total destruicdo da parede, sem, contudo,
afetar a morfologia dos nucleos e cromossomos; (2) o uso do fixador
metanol:acético (3:1), tanto nas etapas de tratamento da raiz quanto na
confecgdo das ldminas, pois permitiu um alto grau de preservagdo da cromatina.

O uso da anélise de imagens é um recurso que vem sendo amplamente‘
utilizado em citogenética, ampliando as possibilidades de analise ¢ muitas vezes
viabilizando-a (Bauchan e Campbell, 1994; Carvalho, 1995; Aarestrup, 2001).
Neste trabalho, constituiu uma ferramenta que trouxe um incremento
consideravel de qualidade para a resolugiio e precisdo da interpretagdo das
figuras obtidas. As ferramentas disponiveis permitiram intensificar os contrastes
e eliminar “backgrounds” sem nenhum tipo de alteragio das caracteristicas dos
cromossomos, bem como obter dados quantitativos com maior precisdo.
Considerando o tamanho reduzido dos cromossomos, foi um recurso que teve

grande impacto para o sucesso do trabalho.

74



8.2 Caracterizagio morfolégica dos cromossomos

O conhecimento do nimero cromossdmico de diferentes espécies dentro
de um género e de grupos taxondmicos superiores ¢ de fundamental importancia
para o entendimento dos eventos de alteragBes cromossdmicas numéricas
(poliploidia ou aneuploidia) envolvidos na especiagio (Forni-Martins e Martins,
2000).

No género Dipteryx, a linica espécie em que se conhece o0 numero
cromossémico é o cumaru, D. odorata, que possui 2n = 32 (Fedorov, 1969). O
nimero cromossdémico do baru (2n = 16) foi determinado pela primeira vez € €
um niimero fregiiente na subfamilia Faboideae, a qual ele ¢é atribuido. Como o
nimero basico mais provéivel nesta subfamilia é x = 8 (Bandel, 1974),
provavelmente D. alata seja uma espécie diploide e D. odorata um espécie
polipléide.

A analise de individuos de diferentes populagdes da mesma espécie tem
revelado a existéncia de ragas cromossomicas. Na vegetagio do Cerrado,
Morawetz (1984) identificou trés populagdes de Duguetia furfuracea com
diferentes nimeros cromossémicos (2n = 16, 24 e 32), apesar da uniformidade
fenotipica. Considerando as hipdteses de alteragio numérica e estrutural dos
cromossomos estarem associadas a condigdes ambientais divergentes e extremas
(Stebbins, 1971), ¢ plausivel imaginar que, no Cerrado, onde a amplitude
ambiental é muito grande, tal fendmeno pode estar ocorrendo com maior

frequéncia do que se imagina. Neste estudo, ndo foi encontrada variagdo

———

_numérica interpopulacional. No entanto, ndo é prudente afirmar a constancia
deste namero, uma vez que o baru é uma espécie de ampla distribuigdo e outras
populagbes devem ser analisadas para que a amostragem tenha maior

representatividade.
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Os cromossomos no estagio metafasico (Figura 6) apresentaram alto
grau de compactagdio e portanto tamanho muito reduzido, com o maior
cromossomo medindo 1,9um. Portanto, a analise morfolégica sé foi possivel
gragas 4 obten¢do de cromossomos metafdsicos alongados e a presenga de
figuras em inicio de anafase bastante claras (Figuras 7 e 8).

O cariédtipo, cuja formula é 3M + 4SM + 1SM**, se mostrou bastante
simétrico, com diferenga pequena entre o comprimento do maior € menor
cromossomo, bem como a predominincia da posi¢io mediana do centrdmero.
Como apenas uma procedéncia foi avaliada (Jequitai), ndo foi possivel fazer a
comparagdo entre as procedéncias.

O satélite foi observado apenas no brago curto do cromossomo 4. A
confirmagdo da presenga da RON (regiio organizadora do nucléolo), ou sua
detec¢do em outro cromossomo onde a constrigdo ndo estivesse visivel, nio foi
possivel pela coloragio com prata, pois ndo houve marcagio da heterocromatina
associada a RON. Por outro lado, as quatro bandas detectadas na extremidade de
dois pares de cromossomos, apés coloragio com o fluorocromo CMA (Figura
13), podem corresponder & heterocromatina RON. Segundo Guerra (2000), este
tipo de heterocromatina quase sempre é CMA positiva e em muitas espécies esta
situada na RON, a despeito da inexisténcia de constrigiio secundaria. Neste caso,
¢ possivel que o complemento apresente dois cromossomos com RON, o que
deverd ser verificado com outras técnicas especificas para este tipo de
heterocromatina.

A-qualidade das preparagdes pelo método de secagem ao ar permitiu a
observagdo de aspectos da estrutura fina dos cromossomos, como a presenca de
extremidades, até mesmo bragos inteiros, distendidos, enquanto o restante ja se
encontrava compactado (Figura 9). As regides mais condensadas provavelmente

apresentam grande quantidade de heterocromatina.
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Este padrio de condensagdo foi descrito em cromossomos da espécie
Artiplex rosea (Fukui e Mukai, 1988) e em arroz (Fukui e lijima, 1991). Os
autores associam esta caracteristica a espécies de cromossomos metafésicos
pequenos (1 a 3 um), como € o caso do baru. Fukui e Nakayama (1996) se
referem a regido proximal, que se apresenta condensada, como “condensagdes
primérias”, enquanto as regides intersticiais ou terminais, mais descondensadas,
sido chamadas de FUSC (faint, unstable, small condensation).

Fukui e lijima (1991) e Kamisugi et al. (1993) utilizaram esta
condensagio desuniforme como um parametro de imagem capaz de diferenciar
os cromossomos de tamanho reduzido e morfologia semelhante, na construgdo
do cariétipo de arroz. O estudo do perfil de condensagdo da cromatina ao longo
do cromossomo, utilizando programas de analise de imagens, gerou dados
quantitati\)os que possibilitaram a construgio de mapas cromossdmicos
detalhados. Fukui e lijima (1991) ressaltam que o mapa de padrio de
condensagdio do arroz tem grande impacto para pesquisas citologicas, genéticas e
bioquimicas.

Tal estratégia pode ser usada nos cromossomos de baru, ja que o padrdo
observado foi bastante estivel e, portanto, com boa reprodutibilidade (Figura
10). A analise deste padrio de condensagdo por meio de instrumentos de maior
resolugdo (microscopia confocal ou eletronica) pode revelar diferengas
estruturais entre os diferentes estigios de compactagdo simultaneos e contribuir
para o melhor conhecimento do processo de compactagdo da cromatina durante

o ciclo mitético.
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5.3 Distribuigio da heterocromatina

A heterocromatina constitutiva ¢ um segmento do cromossomo que se
apresenta permanentemente condensado, é¢ composto por DNA altamente
repetitivo, ndo apresenta atividade génica e sua replicagdo é tardia na fase S da
intérfase (Pieczarci e Mattevi, 1998). A variabilidade da heterocromatina, no que
diz respeito a composigdo e organizagdo, tem sido explorada por diversas
técnicas de bandeamento, as quais propiciam a diferenciagio longitudinal dos
cromossomos, apesar de, em muitos casos, nio se conhecer exatamente 0s
mecanismos envolvidos nesta diferenciagdo (Sumner, 1990). Na citogenética
vegetal, estas técnicas tém contribuido grandemente para a caracterizagdo mais
detalhada dos cariétipos e, conseqiientemente, para o melhor entendimento da
organizagdo gendmica e evolugdo cariotipica (Vosa, 1989).

Em cromossomos pequenos, como € o caso do baru, espera-se um padrio
de bandeamento simples, ou seja, com um nimero reduzido de bandas,
localizadas preferencialmente nas regides proximais e terminais, ou até mesmo a
auséncia de bandas (Fukui e Nakayama, 1996; Guerra, 2000).

Entre as quatro técnicas de bandeamento utilizadas para caracterizar o
padrdo heterocromatico dos cromossomos do baru, apenas o bandeamento
fluorescente com CMA (cromomicina Aj;) apresentou o padrdo tipico da técnica
(Figura 13). As quatro bandas intensamente coradas indicam a presenga de
regides teloméricas ricas em guanina (G) e citosina (C), ja que este fluorocromo
¢ especifico para tais regides (Sumner, 1990). Conforme discutido acima, estas
bandas podem estar relacionadas com a heterocromatina da RON. Esta hipétese
€ corroborada pelo fato de a técnica de bandeamento C ter mostrado que o brago
curto do cromossomo 4, que contém o satélite, apresentar-se totalmente
heterocromatinizado. Isso também ocorre nos cromossomos 2 e o S, enquanto os

demais ndo apresentam heterocromatina nas extremidades.
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A ligagdo dos fluorocromos quinacrina e DAPI & molecula de DNA ¢
determinada preferencialmente pela composi¢do de bases, correspondendo a
regides ricas em adenina (A) e timina (T) (Sumner, 1990). Como ndo houve
formagdo de bandas com nenhum dos dois fluorocromos (Figuras 2 e 12), estas
bases devem estar mais uniformemente distribuidas ao longo do genoma ou,
pelo menos, ndo estdo repetidas o suficiente para formarem bandas.

A possibilidade de dificuldades metodoldgicas pode se considerada
pequena, pois os dois tipos de bandeamento sdo altamente especificos, e ndo
apresentam nenhuma varidvel critica para a revelagdo do padrdo de bandas.
Além disso, todas as variagOes descritas na literatura, referentes a valor de pH,
concentra¢do do fluorocromo, uso de contracorantes (Distamicina A) e
desnaturagdo do DNA, foram adotadas na tentativa de revelar as regides ricas
em AT. Comportamento semelhante foi observado em Capsicum annuum L.
(Moscone, Lambrou e Ehrendorfer, 1996; Bertdo, 1993; Aarestrup, 2001) e os
autores atribuiram a auséncia de bandas a possivel distribuicdo homogénea
destas bases ao longo do genoma da espécie.

A técnica de bandeamento C ndo foi bem sucedida para revelar um
padrio de bandeamento informativo, apesar de ter diferenciado regides
heterocromaticas que se coraram mais intensamente (Figura 11). Ao contrario
dos fluorocromos DAPI e Q, neste caso a limitagdo metodolégica deve ser
considerada como principal causa da dificuldade de obtengéo de bandas.

O mecanismo de diferenciagio das bandas é baseado na extragdo de
DNA das regiGes eucromaticas, por meio de hidrdlise e tratamentos fortemente
alcalinos, enquanto nas regides heterocromaticas o DNA € preservado, em
fungdo da sua forte ligagdo com proteinas ndo histénicas (Pieczarca e Mattevi,
1998). Assim, a organizagdo da cromatina é de fundamental importincia para
este bandeamento e varia bastante entre as espécies estudadas. A diversidade de

técnicas descritas na literatura realga a heterogeneidade da heterocromatina das
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bandas C e a necessidade de adaptagio para cada material estudado (Sumner,
1990). A falta de referéncia, em fungéio do desconhecimento citogenético desta
espécie ou de espécies relacionadas, dificultou o ajuste da técnica, que foi, na
maioria das vezes, muito destrutiva. Esta dificuldade foi maior na medida em
que grande parte das metodologias descritas para plantas foi desenvolvida em
cromossomos preparados por esmagamento, que apresentam caracteristicas bem
diversas, ja que, pelo método de dissociagdo celular, os cromossomos ficam
totalmente expostos aos tratamentos. Assim, dado o valor informativo da banda
C e o potencial do padrdo apresentado no trabalho, é importante que novos

protocolos sejam testados para a obtengdo do padrao C.

5.4 Aspectos evolutivos

A analise de varias figuras prometafasicas e metafasicas, submetidas as

diferentes coloragdes ao longo do trabalho, permitiu a identificagio de
-enitincagao

caracteristicas_morfolégicas que_podem fornecer_evidéncias a_respeito_de

arranjos cromossomicos envolvidos na evolugdo da espécie.
."""_“—._w.
Na Figura 14 ¢ apresentado um cariograma em que estas caracteristicas

estdo bastante evidenciadas. Analisando-se os cromossomos 1, 2, 3, 6 ¢ 7 dos
cariogramas A ¢ B (pseudocolorizado), verifica-se que pelo menos um dos
bragos apresenta uma constrigdo tercidria, bastante semelhante & regido
centromérica. Em algumas metéfases, tal aspecto pode levar o observador a
inferir que se trata de dois cromossomos que estdo encostados pela regido
telomérica, podendo até mesmo induzir a um erro de contagem, sendo

considerados como dois, dado este aspecto morfoldgico diferenciado.
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FIGURA 14 Cariograma de cromossomos metafisicos de baru (2n = 16)
corados com giemsa (A). Cariograma pseudocolorizado
enfatizando as diferentes constrigdes ao longo de alguns
cromossomos do complemento. Em azul estdo os bragos curtos,
em vermelho os bragos longos e em amarelo o centromero (B)

(barra = 10pm).
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Uma das hipéteses consideradas para explicar a existéncia de tais

constri¢des € a ocorréncia de fusio de cromossomos ao longo da evolugdo da

_gspécie, levando a uma diminui¢do do niimero cromossdmico e aumento da
simetria.

A andlise desta hipétese partindo da comparagio do numero
cromossdmico nao pode ser conclusiva. Isto porque uma vez que a Gnica espécie
do género que apresenta nimero cromossémico determinado é o cumaru
(Dipteryx odorata) com 2n = 32, ou seja, o dobro do nimero de cromossomos
do baru. No entanto, como Rizzini (1963) propds a vicaridncia das duas
espécies, a relagio direta entre os dois complementos torna-se bastante plausivel,

A primeira relaggo a ser proposta neste caso ¢ a derivagio do cumaru, a

partir do baru, por meio de poliploidizagdo. Tal idéia tem reforco quando se

considera que a poliploidizagio ¢ um fendmeno de grande importincia na

evolucdo das plantas sugeriofes (Stebbins, 1971) e que, particularmente na

familia Leguminosae, cerca de 70% das espécies é polipléide. Na subfamilia

Faboideae, & qual pertence o género Dipteryx, o niimero basico mais provavel é
x = § (Bandel, 1974).

No entanto, o fluxo proposto para a_poliploidizacio é o inverso do
sugerido neste caso, ou seja, a diversificagdio de faxa nas regides de cerrado,
partindo da poliploidizagio de taxa das florestas Gmidas, por ocasiio das
contragbes das dultimas, nos periodos interglaciais (Morawetz, 1986). A

poliploidizagdo seria um mecanismo _importante para a adaptacdo a condicdes

extremas, como as presentes no cerrado (Morawetz, 1986; Stebbins, 1971). A
e

hipétese de poliploidizagdo, neste caso, contraria este modelo de fluxo genético
da floresta Umida para o Cerrado. Forni-Martins e Martins (2000) contestaram

este modelo, considerando principalmente que altos niimeros cromossémicos
D asaanaal e e e e e e
sdo encontrados em ambos os biomas. Ao contrario, os autores propdem a

origem concomitante dos dois tipos de vegetagiio, com um fluxo genético bi-
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direcional entre as florestas (Amazonica e Atlantica) e o cerrado. Portanto, é
corroborada na literatura a possibilidade de que D. odorata seja um polipléide
derivado de D. alata.

Por outro lado, do ponto de vista ecoldgico, a hipotese mais vidvel € a de
que o baru tenha derivado de espécies da Floresta Amazonica, ja que € o Unico
representante do bioma ”cg'rfggo, enquanto as outras quatorze espécies ocorrem
na floresta.

Assumindo que exista uma relagdo estreita entre D. alata e D. odorata

no processo de especiagdio e considerando estes dois tipos de fluxo genético

provaveis, a ocorréncia de fusfio sugerida pelas caracteristicas morfoldgicas dos
;}omgssf)mos do baru pode ser analisada de duas formas: (1) a ocorréncia de
}’;Jsﬁo, partindo de um ancestral com nimero superior de cromossomos, dando
origem a D. alata, o qual por poliploidizagio originou D. odorata e (2) a
ocorréncia de fusGes multiplas no complemento cromossdmico D. odorata, sem
descartar a possibilidade de ocorréncia de outros tipos de rearranjos, originando
D. alata. A primeira hipotese encontra bastante suporte na literatura e, parece,
pelo menos 4 primeira vista mais plausivel, dada a multiplicidade exata dos dois
complementos. Quanto a segunda hipdtese, os relatos de uma espécie dipldide
derivar de outra polipléide devido a ocorréncia de multiplas fusdes é bastante
rara (Jones, 1998). O caso mais documentado € o do género Lycoris, em que
Inariyama, citado por Jones (1998), propds que partindo de um ancestral com
caridtipo 2n = 22t, foi originada a espécie 2n = 12 (10M + 2t) por meio de
sucessivas fusdes homozigoticas.

Dada a viabilidade da hipétese de ocorréncia de fusdo, alguns aspectos
morfologicos merecem destaque. O esquema apresentado no Quadro 2,
construido com base no cariograma apresentado na Figura 14, detalha a

localizagio das constrigdes tercidrias nos cromossomos 1, 2, 3, 6 e 7,
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possivelmente envolvidos no fendmeno de fusio, evidenciando as caracteristicas

morfoldgicas a serem consideradas nesta discussao.

QUADRO 2 Representagdo esquemdtica do complemento cromossdémico
hapldide de baru, Dipteyx alata Vog. (2n = 16), evidenciando
as constrigbes terciarias dos cromossomos possivelmente
envolvidos em fendmeno de fusdo.
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O modelo mais adequado para explicar a morfologia observada ¢ a
ocorréncia de fusdio de dois cromossomos por uma das extremidades, ou
teldmeros, permanecendo entio os dois centrdmeros, um de cada cromossomo
envolvido. Pela posig¢ao dos pontos de tragio, definida de forma precisa, com o
auxilio das figuras em inicio de anafiase (Figura 8), a regido centromérica
corresponderia aos provaveis pontos de fuséo.

A existéncia de cromossomos dicéntricos oriundos de fusdo ja foi
detectada e descrita na literatura. Neste caso, ou os dois centrdmeros devem
segregar conjuntamente para o mesmo polo ou um dos centrdmeros deve ser
inativado, para garantir a estabilidade meidtica do mesmo (John e Freeman,
1975, King, 1993). No entanto, este tipo de fusio, assim como todos os outros
descritos, envolve cromossomos acro e/ou telocéntricos, com quebras na regido
centromérica. Estas caracteristicas ndo contemplam o modelo proposto, ja que os
cromossomos provavelmente fundidos aparentam ser de sub a metacéntrico, com
unido pelos telomeros. No entanto, estudos mais recentes envolvendo
citogenética molecular t€ém mostrado algumas alternativas aos modelos de fusio
até entdo aceitos, que vém ao encontro da hipdtese de fusdo telomérica.

A distribuigdo de seqiiéncias teloméricas ao longo do genoma de
espécies de rato, de plantas e do homem foi estudada por meio de FISH
(hidridizagdo in situ fluorescente). Em virias espécies foram detectadas
seqiiéncias em regides intersticiais e pericentroméricas (Fuchs, Brandes e
Schubert, 1995; Slijepcevic, 1998; Meyne et al., 1990). Isso indica que as regibes
teloméricas podem estar intimamente ligadas aos fenémenos de fuséo. Schubert
et al. (1992 ) tomam estes resultados como evidéncias para possiveis fusdes
entre extremidades cromossdmicas em pontos distantes do(s) centrdbmero(s),
com subseqilente inativag@o ou perda de um dos centrémeros.

Considerando que no presente modelo os centrémeros dos dois

cromossomos foram provavelmente inativados, e que o provavel ponto de fusdo
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corresponde & regido centromérica ativa, ainda existe uma lacuna a ser
preenchida. Uma provavel explicagdo ¢ a de que ndo tenha havido inativagdo,
mas sim os dois centrémeros participariam da migragdo durante a anafase, desde
que centrbmeros pertencentes a uma mesma cromitide se orientem para o
mesmo polo (John e Freeman, 1975; Guerra, 1988). Outra hipétese seria o fato
de os pontos de fusdo apresentarem um tipo de heterocromatina de natureza
semelhante & heterocromatina centromérica e, portanto, se adaptando a este
papel conjuntamente com a inativagio dos outros centrémeros.

Apesar da escassez de informagdes sobre o complemento cromossémico
das espécies envolvidas num provével evento de fusdo, as evidéncias mostradas
ddo estimulo a um estudo mais detalhado de ambas. O uso de técnicas de
bandeamento, que revelam diferentes tipos de heterocromatina, o estudo do
comportamento meidtico e o uso de hibridizagdo in situ, para estudar a
distribuigdo de seqiiéncias telomérica ¢ centromérica ao longo do genoma,
produziriam as informagdes relevantes para testar tal modelo de fusio e

evidenciar outros eventos importantes para a evolugio da espécie.
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6 CONCLUSOES

A metodologia citogenética desenvolvida para o baru (Dipteryx alata
Vog.), envolvendo a manipulagio do ciclo celular por meio de inibi¢do
reversivel da sintese de DNA, combinada com inibigio do fuso mitético, € ainda
o preparo de liminas pelo método de dissociagio celular/secagem ao ar, €
bastante adequada para obtengdo de cromossomos de alta qualidade destinados a
analise cariotipica detalhada. Constitui, ainda, uma referéncia importante para
outras espécies do cerrado que apresentam baixa sincronia do ciclo celular e
Cromossomos pequenos.

A espécie Dipteryx alata Vog. possui nimero cromossémico 2n = 16,
com um cromossomo (nimero 4) apresentando satélite e caridtipo bastante
simétrico, tanto no que diz respeito a posigdo do centrOmero quanto as
diferengas de tamanho. Os cromossomos prometafisicos apresentam
condensa¢do desigual (padrdes de condensagdo), tipica de cromossomos
pequenos.

A heterocromatina estd concentrada predominantemente na regido
centromérica, sendo que as porgdes ricas em A + T ndo estdo suficientemente
agrupadas para serem detectadas. As regides teloméricas de dois cromossomos,
provavelmente o 4 (RON) e 2 ou 5, apresentam blocos heterocromaticos ricos
emG+C.

O modelo de fusio ndo céntrica, mas sim entre extremidades dos
cromossomos de baru, mostrou-se uma hipdtese plausivel que deve ser
considerada e testada por meio de outras abordagens, como a analise meidtica e

hibridizagdo in situ e, ainda, por analise comparativa com cariétipos de outras

espécies do género.
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