SINCRONIZACAO DO CICLO CELULAR EM
MERISTEMA RADICULAR DE BARU (Dipteryx alata \Vog.)

RESUMO - Uma das dificuldades de se conduzir
estudos citogenéticos em espécies vegetais nativas do
cerrado é a ocorréncia de baixos indices metafésicos no
meristema radicular. O incremento dos indices mit6tico
e metafasico em células de pontas de raiz tem sido
obtido em vérias espécies com a sincronizacdo do ciclo
celular por meio de hidroxiuréia (HU). Neste trabalho
foram determinadas as condicbes Otimas para a
sincronizagdo  eficiente do ciclo em células
meristematicas de raizes de baru (Dipteryx alata Vog.).
Foram testadas quatro concentragdes de HU (0,00; 1,25;
2,50; 5,00 e 10,00 mM), trés tempos de exposicao das

GIOVANA AUGUSTA TORRES'
LISETE CHAMMA DAVIDE?
EDUARDO BEARZOTI?

raizes (10, 15 e 20 h) e dois tempos de recuperagdo do
ciclo (5 e 10 h). As melhores respostas foram obtidas
com exposicdo das raizes, de cerca de 1 cm, a solugdo
de HU 35 mM, por 20 horas, com posterior
recuperagdo do ciclo em &gua destilada por 5 horas. O
indice de 45% de células em divisdo representou um
incremento de cerca de 5 vezes em relacdo a
testemunha, ao passo que para células em metéfases, o
indice de 22,6% foi cerca de 10 vezes superior.
Portanto, 0 uso dessa estratégia mostrou-se bastante
eficiente para a obtencdo de grande quantidade de
cromossomos para analise citogenética do baru.

TERMOS PARA INDEXACAO: Sincronizag3o do ciclo celular, indice metafasico, indice mitdtico, Dipteryx ala-

ta, hidroxiuréia, baru.

SINCHRONIZATION OF CELL CYCLEIN
ROOT MERISTEM OF BARU (Dipteryx alata VVog.)

ABSTRACT - A magor difficulty in cytogenetic
studies of plant species from “cerrado” is the low
metaphasic index in root tip cells. Cel cycle
synchronization, by using hydroxyurea (HU), has been
successfully used in order to obtain high mitotic and
metaphasic index in several species. The goal of this
work was to optimize conditions for efficient
synchronization of Dipteryx alata root tip meristematic
cells. Different levels of hydroxyurea (0, 1.25, 2.50,
5.00, and 10.00 mM), periods of treatment (10, 15, and

20 h) and periods of cell cycle recovery (5 and 10 h)
were tested. Best results were achieved by treating 10-
mm long roots with 3.5 mM hydroxyurea, for 20 h and
incubating for 5 hin distilled water. The amount of cells
dividing was five folds increased, compared to that of
the control treatment, reaching an index value of 45%.
Whereas for metaphase cells, the index value of 23%
was 10 times higher. Therefore, such strategy was
efficient to obtain high chromosome amounts for
cytogenetic analysis of baru.

INDEX TERMS: Cell cycle synchronization, metaphasic index, mitotic index, Dipteryx alata, hydroxyurea, baru.

INTRODUCAO

O estudo citogenético de espécies vegetais do
cerrado é bastante escasso, a despeito da reconhecida
importancia dessas informagdes para a inferéncia sobre
aorigem do bioma e sobre os processos envolvidos na

evolugdo cariotipica de espécies tropicais (Forni-
Martins & Martins, 2000). Uma das dificuldades en-
contradas no estudo de tais espécies é a baixa taxa de
divisdo celular encontrada nos meristemas radiculares
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das mesmas. Tal obstaculo € superado, em alguns casos,
com o uso de agentes bloqueadores de mitose, que pro-
piciam o acimulo de células em metéfase, bem como a
individualizacdo dos cromossomos. No entanto, muitas
vezes os indices metafasicos obtidos ainda ndo sdo sa-
tisfatérios para andlises mais detalhadas, como € o caso
do baru (Dipteryx alata Vog.), uma espécie arbérea da
familia Fabaceae.

Dentre as quinze espécies do género Dipteryx i-
dentificadas no Brasil, o baru é a Unica que ocorre no
bioma cerrado, enquanto todas as outras, também arbo-
reas, ocorrem em florestas Umidas, especiamente na
Amazbnia. A descricdo de seu complemento cromossd-
mico, para posterior comparagd com 0 das espécies
presentes na AmazOnia, traria grande contribuicdo para
a discussdo da relacdo cariotipica entre a flora dos dois
biomas. Além disso, o baru apresenta elevado potencial
econdmico, gragas a qualidade da madeira e elevado va-
lor nutricional do fruto. Os estudos bésicos, como os ci-
togenéticos, trariam importantes subsidios para a mani-
pulacdo eficiente da variabilidade observada para a es-
pécie. Para tanto, é imprescindivel a implementacdo de
técnicas que permitam a obtengdo de 1aminas com maior
quantidade de células em metéfase.

Altos indices mitéticos e metafasicos tém sido
obtidos em células de ponta de raiz de vérias espécies
por meio de sincronizag&o do ciclo celular com hidroxi-
uréia (HU). Esse composto inibe de forma reversivel a
producdo de desoxiribonucleotideos, impedindo a sinte-
se de DNA g, portanto, bloqueando o ciclo na intérfase.
Apbs remocdo da HU, o ciclo prossegue norma mente,
com um numero €elevado de células em sincronia (Pan et
al., 1993).

O uso de tal estratégia, com posterior blogueio
da metafase por diferentes agentes quimicos, tem propi-
ciado indices metafasicos de 50 a 70% em espécies co-
mo Zea maysL. (Leeet a., 1996), Triticum aestivum L.
(Lee et a., 1997) e Pisum sativum L. (Gualberti et a.,
1996). Além da alta quantidade dos cromossomos, esses
apresentaram qualidade adequada para estudos de ata
resolucdo, como citometria de fluxo, hibridizacdo in situ
e bandeamento cromossomico.

As condigdes otimizadas para as diversas espé-
cies em que a sincronizagdo foi usada foram bastante
distintas no que diz respeito a concentragdo da hidroxiu-
réia, ao tempo de exposic¢ao das raizes e ao tempo dere-
cuperacdo do ciclo. Isso se deve ao fato de a duragédo
do ciclo celular, bem como de suas fases, variar bastante
de uma espécie para outra (Clark & Wall, 1996) e entre
células do mesmo tecido meristemético (Clain & Brul-
fert, 1980), e também a diferenca de sensibilidade das

espécies a hidroxiuréia. Assim, o sucesso da sincroniza-
¢a0 depende do ajuste desses fatores para cada espécie
em que essatécnicafor usada (Lee et a., 1996).

Neste trabalho, foram determinadas as condi¢tes
Gtimas para sincronizagdo do ciclo de células meriste-
maticas de raizes de baru (Dipteryx alta Vog.), por meio
de bloqueio reversivel com hidroxiuréia, visando a ob-
tencdo de elevados indices metaféasicos para andlise ci-
togenética da espécie.

MATERIAL E METODOS

Sementes de baru (Dipteryx alata Vog.), prove-
nientes de Jequital (norte do Estado de Minas Gerais),
foram germinadas sobre papel de germinagdo
(GERMILAB) constantemente umedecido com éagua
destilada, em placas de Petri, a cerca de 29°C, em estu-
fa. Plantulas com radiculas de tamanhos semelhantes,
cerca de 1 cm, foram transferidas para placas de Petri
contendo solugdes de hidroxiuréia nas concentragtes O;
1,25; 2,5; 5,0 e 10,0 mM, e incubadas a 29°C, em estu-
fa. Para cada concentragdo, as raizes foram submetidas
aos periodos de exposicdo de 10, 15 e 20 horas. Apés os
diferentes periodos de exposi¢do, as raizes foram lava
das em agua corrente por 15 minutos, em &gua destilada
por 5 minutos e transferidas para placa de Petri conten-
do um filme de &gua destilada, para recuperacdo do ci-
clo celular por 5 ou 10 horas.

Ao fim da recuperagfo, as raizes foram fixadas e
posteriormente utilizadas para as preparacfes citolégi-
cas, seguindo técnicas usuais para o estudo de cromos-
somos de plantas. Assim, as raizes foram fixadas em
solucdo gelada de metanol:acido acético na propor¢do
3:1, por duas horas, a —20°C, com uma troca apds 0s
primeiros 30 minutos de fixagdo. Apds a Ultimatroca, as
raizes foram armazenadas em solucdo fixadora, a —
20°C, até o momento do uso. Para cada um dos trata-
mentos foram usadas duas raizes.

As raizes fixadas foram lavadas em &gua destila-
da por 10 min e submetidas a maceragéo enzimatica em
solugdo de celulase 2% - pectinase 20%, em camara U-
mida, por cerca de 2 horas, a 37°C. Apds remocdo da
solucdo enzimédtica, foi feita hidrdlise das raizes em so-
lucdo de HCI 1N, a 60°C, por 10 min. O meristema foi
isolado e esmagado, sob laminula, na presenca de &cido
acético 45%. A laminula foi retirada com o uso de ni-
trogénio liquido. Apds secagem ao ar, as laminas foram
coradas com solugdo Giemsa 3% (tampéo fosfato pH
6,8), por cinco minutos, novamente secas ao ar e anali-
sadas em microscopio de luz Olympus modelo BX 60,
com aumento total de 200x. Em cada |&mina foram to-
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madas 200 células aleatoriamente, contando-se 0 nime-
ro de células em metéfase e o nimero de células em di-
visdo celular (préfase, metafase, anéfase e teldfase).

Os tratamentos foram definidos conforme uma
estrutura fatorial 4 concentragdes x 3 tempos de exposi-
¢d0 x 2 tempos de recuperacdo. Um tratamento adicio-
nal foi considerado, correspondente a uma testemunha
ndo submetida & hidroxiuréia. Esses 25 tratamentos fo-
ram dispostos em um delineamento inteiramente ao aca-
so com 2 repeticdes, e cada parcela correspondeu a uma
l&mina contendo tecido meristematico de uma ponta de
raiz diferente, da qual foram avaliadas 200 células.

As varidveis de resposta, nimero de células em
divisdo e em metafase possuiam tipicamente uma distri-
buic&o de probabilidade binomidl, ou sgja Yiju ~ b (n,
Pijk), sendo Y, 0 nimero de células em metéfase (ou
em divisdo celular) observadas em |&mina montada com
tecido submetido a concentragdo i de hidroxiuréia, no
tempo de exposicdo j, periodo de recuperagdo k e repe-
ticdo |; n é o nimero de eventos (células) observados
por l&mina, sempre igual a 200, e pjj, a probabilidade
de sucesso (metéafase ou divisdo celular) correspondente
aconcentracdo i de hidroxiuréia, no tempo de exposicao
j, € periodo de recuperacdo k. Multiplicada por 100, tal
probabilidade pode ser interpretada como a porcenta-
gem esperada de células em divisdo (indice mitético) ou
em metéafase (indice metafasico) sob determinado trata-
mento.

Por se tratar de uma distribuicdo binomial, op-
tou-se por utilizar a teoria de model os lineares generali-
zados (McCullagh & Nelder, 1989), usando como fun-
¢do ligadora afungdo logistica:

_ exp(nij)
1+ expMiy)

naqual “exp” é afuncéo exponencial e n; corresponde
ao preditor linear, por sua vez dado por: ik = L + o +
Bi + v + (aB)ij + (o) + (BY)ik + (aPy)ij, sendo p uma
constante comum a todas as observagoes; o; 0 efeito da
concentraggo i de hidroxiuréia; B; o efeito do tempo j
de exposicdo a hidroxiuréia; v o efeito do periodo de
recuperacéo k; (op);; o efeito dainteragio dupla entre a
concentracdo i de hidroxiuréia e o tempo de exposicéo j;
(ay)ik O efeito da interagdo dupla entre a concentragao i
de hidroxiuréia e o periodo de recuperacéo k; (By)j 0
efeito da interagdo dupla entre o tempo de exposicéo j e
0 periodo de recuperacdo k e (apy)ik O efeito da intera-
¢ao tripla entre a concentracdo i de hidroxiuréia, o tem-
po de exposicao j e o periodo de recuperagdo k.

ijk

A significancia de tais efeitos foi testada utili-
zando a chamada “Andlise de Deviance” (McCullagh &
Nelder, 1989). A estimagdo dos efeitos e a Andlise de
Deviance foram feitas utilizando o procedimento “gen-
mod” do software SAS® (SAS Institute, 1993). Verifi-
cada a significancia de algum dos termos da estrutura
fatorial (fatores principais ou interacfes), 0 modelo era
reparametrizado, construindo-se novos preditores cor-
respondentes a moldelos de regressdo mdltipla. Para
tanto, foi utilizado um procedimento de construgéo por
etapas do tipo “backward” (Draper & Smith, 1981). O
preditor linear inicial submetido ao processo de “back-
ward” foi dado por: ;i = (a0 + Bo Zi) + (o Xi + B1 X
Zj) + (o2 Wi + B2 Wi Zj) + (a3 Xi? + Bs X Zi) + (ot Wi
+ Ba WP Z)) + (o Xi Wi + Bs Xi Wi Z)) + (g Xi* + P
X% Z) + + (a7 X Wi + B7 Xi* W; Z) + (0ig Xi WP + Bg
X2Wi?Z)), noqua o; ep; (j =1, 2 ... 8) sho parAmetros
a serem estimados em cada etapa; X; € a concentragdo
de hidroxiuréia referente a observacdo i; W; € o tempo
de exposi¢do a hidroxiuréia referente a observagéo i, e
Z; é umavariavel indicadora, assumindo valor 0, caso a
observacdo i correspondesse ao periodo de recuperacdo
de 5 horas, e 0 valor 1, caso a observagdo i correspon-
desse ap periodo de recuperagéo de 10 horas.

Substituindo o preditor na fungéo ligadora lo-
gistica, foi possivel obter superficies de resposta da fre-
guéncia esperada de células em divisdo e de células em
meté&fase, em fungdo da concentracdo de hidroxiuréia e
do tempo de exposicéo.

No tocante ao tratamento correspondente a tes-
temunha, um intervalo de confianca exato para a proba-
bilidade de sucesso da distribuicdo binomial (Blyth,
1986) foi construido para comparar a fregiiéncia espe-
rada de células em divisdo do tratamento-testemunha
com os demais.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Na Tabela 1 verifica-se a andlise de deviance re-
ferente a proporcéo de células em divisdo e em metéfa-
se, considerando as parametrizagdes. modelo fatorial e
regressao multipla.

Para a varidvel nimero de células em divisdo, o
vaor da deviance do modelo completo (residuo) foi re-
|ativamente elevado (41,7350), sendo significativo a 5%
de probabilidade. Altas deviances podem ser indicativas
de que a pressuposi¢do quanto a distribuicdo de proba-
bilidade (no presente caso, a binomial) ndo esta perfei-
tamente atendida, resultando no fenémeno da superdis-
persdo (Hinde & Demétrio, 1998). No entanto, uma vez
gue o teste de qui-quadrado correspondente é assintoti-
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co, em geral, esse aspecto sb é relevado em face de va-
lores muito elevados de deviance, acima de duas vezes
0 ndmero de graus de liberdade. Uma vez que isso ndo
foi observado, os modelos gjustados foram tidos como
satisfatérios. A deviance do modelo completo (residuo)
correspondente ao nimero de células em metéfase foi
ndo significativa, significando que os modelos ajustados
foram satisfatorios.

Pode-se observar na Tabela 1 que, para o nimero
de cdlulas em divisdo, a interacdo envolvendo todos os
trés fatores do modelo fatoria foi significativa, sugerin-
do que os niveis de cada fator s6 devam ser comparados
fixando-se os niveis dos dois outros fatores. Para o nu-
mero de células em metéfase, houve interacéo significa-
tiva apenas entre os fatores concentragdo e tempo de
exposicao a hidroxiuréia, inferindo-se que os niveis de
cada fator s6 devam ser comparados fixando-se os ni-
veis do outro fator.

A causa de variagdo “falta de gjustamento”, ou
“desvios de regressao”, foi ndo significativa para os
dois modelos de regressdo mltipla gjustados, indicando
a adequacdo dos mesmos. Na Tabela 2 verificam-se as
estimativas dos 11 parametros dos model os de regressao
multipla selecionados pelo método de “backward” para
as variavels nimero de células em divisdo e em met&fa
se. Considerando os parémetros retidos no primeiro
modelo, observa-se uma coeréncia em relacdo a signifi-
cancia da interacdo tripla (Tabela 1), uma vez que ha
termos envolvendo produtos entre a concentragdo e o
tempo de exposicdo a hidroxiuréia, bem como vérios
termos contendo a varidvel indicadora Z. Esse dltimo
aspecto faz com que duas superficies de resposta ndo
paralelas sejam necessérias para descrever a proporgao
de células em divisdo, conforme o periodo de recupera-

cao.

TABELA 1 - Andlises de deviance referentes a propor¢do de células em divisdo e de células em metéfase, conside-
rando duas parametri zacdes correspondentes aos model os fatorial e de regressio multiplal.

Grausde

Causasde Variacao )
Liberdade

Qui-Quadrado
(%)

Célulasem Divisao

Célulasem Metafase

(modelo fatorial)
Concentracéo
Exposicao
Recuperacéo
Conc x Expo
Conc x Recup

Expo x Recup

DN W o, N W

Conc x Expo x Recup

(modelo de regressao)
Regresséo 11
Falta de Ajustamento 12

Deviance (Residuo) 24

399,5279** 290,9741**
11,7286** 4,9608
0,4043 15,2288**
84,0188** 18,3250**
1,6264 57730
2,9462 1,6648
15,9244 5,7287
521,8020** 340,7390**
9,8890 9,9657
41,7350* 35,0653

1: Testes de qui-quadrado sdo do tipo 111 (parciais) no modelo fatorial, e do tipo | (seqlienciais) no modelo de

I egr essao.

** *: ggnificancia ao nivel de 1% e 5%, respectivamente.
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No caso das cdlulas em metéfase, o fato de a inte-
racao tripla ndo ter sido significativaindica que as superfi-
cies com periodos de recuperacdo 5 e 10 horas sdo seme-
|hantes ou, se diferentes, pelo menos séo paralelas. Em vir-
tude dessa Ultima possibilidade, optou-se por também uti-
lizar a varidvel indicadora “Z”, no modelo de regresséo
multipla, & semelhanca do que foi feito para a caracteristi-
ca céulas em divisdo. Assm, cada superficie poderia ser
claramente caracterizada em cada periodo de recuperagéo.
Na Tabela 2 verifica-se no modelo gjustado para a propor-
¢80 de cdlulas em metéfase a existéncia de termos envol-
vendo o produto entre a concentragdo e o tempo de expo-
sicdo a hidroxiuréia, em coeréncia com a significancia ob-
servada da interacdo entre esses dois fatores (Tabela 1).
Por outro lado, existem 4 par&metros retidos que contém
produto de pelo menos um dos fatores acima com avarié-
vel indicadora Z, a0 contrario do que seria de se esperar, a
julgar pela ndo-significancia dainteragdo tripla (Tabela 1).

Comparando-se os dois modelos apresentados na
Tabela 2, observa-se que a maioria dos parametros retidos
s80 comuns. Essa semelhanga é compreensivel, dado que
parte das células em divisio sdo células em metéfase.

Na Figura 1 s8o vistas as superficies de resposta
da proporcéo de células em divisdo e de células em me-
tafase em funcgdo da concentragdo e tempo de exposicéo
a hidroxiuréia, respectivamente para os periodos de re-
cuperacdo de 5 e 10 horas. Pode-se observar que a con-
centragdo de HU exerceu grande efeito no poder blo-
queador dessa substancia. Essa interacdo ja foi descrita
em trabalhos nos quais o ciclo celular foi avaliado por
citometria de fluxo, apds exposi¢do a diferentes concen-
tracbes de HU. Em Pisum sativum, Gualberti et al.
(1996) verificaram que as concentragBes de 5 e 10 mM
inibiam completamente a sintese de DNA, enquanto nas
concentragdes de 1,25 e 2,5 mM, um grupo grande de
células tendiam a sair conjuntamente do blogueio, pro-
piciando uma sincronizagéo eficiente. Na sincronizagéo
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¢éo para a fase
S. Ja para o trigo, a concentragdo de 2,5 mM foi dta
demais, dificultando a reversibilidade do bloqueio (Lee
etal., 1997).

TABELA 2 — Estimativas dos parémetros retidos no modelo de regressdo multipla apds o processo de backward,
para explicar os efeitos da concentragdo de hidroiuréia e do tempo de exposicéo nos periodos de recuperacdo de 5 e
10 horas na proporgdo de células em divisio e células em meté&fase em baru’.

Parametro Estimativa Qui-Quadrado Estimativa Qui-Quadrado
Célulasem Divisdo Célulasem Metéfase

Intercepto -6,5517 319,3261** -6,7029 223,9861**
Z 2,7956 23,5262** 2,1414 8,1540**

X 3,0143 219,9689* * 2,6665 93,1507**
Xz -1,1893 26,3288** -0,7191 5,6926*
X? -0,5364 154,9997** -0,4975 68,5690 *
X?z 0,0914 23,7480** 0,0531 4,2125*
x3 0,0295 126,9116** 0,0274 57,4157%*

w 0,1260 60,6230** 0,0677 17,3495**
W zZ -0,1797 25,7814** -0,1308 8,0508**
X W -0,0202 47,7225 * 0,0463 6,3695*
XWZ 0,0757 28,6430** -0,0012 7,8046%*
X2W Z -0,0057 24,5199** -0,0031 3,7573

1. X: concentracdo de hidroxiuréia; W: tempo de exposi¢éo a hidroxiuréia; Z: variavel indicadora para dis-
criminar os periodos derecuperacdo (valor 0: 5 horas; valor 1: 10 horas).
** *: ggnificancia ao nivel de 1% e 5%, respectivamente.
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Para as células meristeméticas do baru, esses re-
sultados mostram que as concentracGes abaixo de 2,5
mM n&o foram eficientes no bloqueio do ciclo, enquan-
to as superiores a 5 mM foram muito drasticas. Nesse
ultimo caso, provavelmente seria necessario um periodo
de recuperacdo superior a 10 horas, o que néo foi avali-
ado neste trabalho, ou poderia ter ocorrido bloqueio ir-
reversivel do ciclo.

A concentragdo em que se esperam os indices
maximos foi obtida atribuindo-se o valor 20 ao tempo
de exposi¢cdo, uma vez que esse periodo de exposicdo
correspondeu a resposta maxima nas quatro superficies
da Figura 1, resultando em uma equacéo dependente
apenas da concentragdo. Derivando-se equacdo em
relacdo a essa varidvel, e igualando-se a zero, pode-se
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tomar o ponto critico correspondente ao ponto de ma
ximo.

Sob o periodo de recuperagdo de 5 horas (Fi-
gura 1A), a concentracéo estimada de 3,37 mM foi a
que propiciou maior indice mitético, 45,1%. Com o
periodo de recuperagdo de 10 horas (Figura 1B), o
ponto de méximo estimado correspondeu a concen-
tragdo de 3,72 mM, com a qual espera-se 46,8% de
células em divisdo. A reposta maxima esperada quan-
to ao indice metafasico (22,6%), para o periodo de
recuperacdo de 5 horas (Figura 1C), ocorreu com a
concentragdo estimada de 3,55 mM. Com o periodo
de recuperacgéo de 10 horas (Figura 1D), as grandezas
acima foram, respectivamente, iguais a 25,7% e 3,87
mM.
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FIGURA 1 - Superficies de resposta, em fung¢do da concentracdo (C) e tempo de exposi¢do (T) a hidroxiuréia, da
propor¢do de células em divisdo (pg), para os periodos de recuperacdo de 5 horas (A) e 10 horas (B) e da proporgéo
de células em metéfase (p,), paraos periodos de recuperacdo de 5 horas (C) e 10 horas (D).

Ciénc. agrotec., Lavras. V.27, n.2, p.398-405, mar./abr., 2003



404

As raizes que ndo foram submetidas a hidroxiu-
réia apresentaram um indice mitético médio de 8,75%,
compreendido no intervalo de confianga (y=0,95):
[0,0617;0,1196], e indice metafasico médio de 2,5%,
compreendido no intervalo de confianca (y=0,95):
[0,0121;0,0455]. Comparando esses valores com as res-
postas esperadas com uso da hidroxuréia, em concentra-
¢Oes proximas de 3,5 mM, verifica-se que os incremen-
tos nos indices mitético e metafésico foram da ordem de
5 e 10 vezes, respectivamente. 1sso indica que a sincro-
nizacdo € uma estratégia eficiente para a sincronizagéo
do ciclo celular e obtencdo de elevado nimero de célu-
las meristematicas de baru em metéfase.

A sincroniza¢do mostrou-se mais eficiente a me-
dida que o tempo de exposi¢do aumentou, e a resposta
maxima em ambos 0s casos ocorreu para o periodo de
exposi¢do de 20 horas, ou sgja, 0 maior testado. Isso €
compreensivel quando se considera que a sincronia na-
tural é bastante baixa e o periodo maior permite que
uma quantidade maior de células atinja afase S dainter-
fase, onde ser&o bloqueadas. Apesar de o resultado indi-
car que um maior tempo de exposi¢do poderia aumentar
os indices obtidos, tal estratégia poderia trazer prejuizo
a qualidade dos cromossomos, uma vez que exposicdes
superiores a 24 horas podem causar aberragdes devido a
guebras cromossdmicas, acompanhadas por uma troca
irreversivel de crométides irmés, ou distirbio do meca-
nismo de reparo do DNA (Anderson, 1983).

Com relagdo ao tempo de recuperacdo do ciclo,
0s valores maximos esperados para os tempos de 5 e 10
horas foram bastante semelhantes para os dois indices.
Esses dois picos indicam que a sincronizagdo se deu em
duas populactes de células, em diferentes estégios, uma
vez que o intervalo de 5 horas entre o primeiro pico e o
segundo é muito pequeno para que um novo ciclo se
completasse em um Unico grupo de céulas. Dessa for-
ma, 0 periodo mais curto, 5 horas, € mais vantg0so,
uma vez que traz reducdo no tempo necess&rio para a
aplicac&o da metodol ogia.

O nimero de células em metéfase, de grande in-
teresse para andlise citogenética, podera ainda ser au-
mentado com a utilizacgo de substancias antimitoticas,
apos o bloqueio do ciclo celular com hidroxiuréia. Tal
estratégia, denominada sincronizagdo em duas etapas,
propiciou indices metafasicos de cerca de 50% em duas
espécies do género Larix, com uso de colchicina
(Nkongolo & Klimaszewska, 1995) e em aveia, trigo,
centelo e Melandrium album Garcke, com uso de ami-
profosmetila (Pan et a., 1992).

CONCLUSOES

A hidroxiuréia é uma substancia eficiente para a
sincronizagdo do ciclo celular de cé8lulas meristeméaticas
do baru (Dipteryx alata Vog.), quando radiculas sdo
submetidas, por um periodo de 20 horas, auma solugdo
3,5 mM, com posterior recuperacdo do ciclo por 5 horas
em agua destilada, propiciando indices metafasicos bas-
tante satisfatorios para andlise citogenética.
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