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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade e o vigor de sementes de Amburana cearensis provenientes
do municipio de Anagé — BA, bem como estabelecer um protocolo eficiente para obtencdo de cromossomos
mitdticos para essa espéecie. Para a avaliacdo da qualidade das sementes, foram empregados trés tratamentos:
(T1) Sem superacdo de dorméncia; (T2) Escarificacdo mecanica superficial; (T3) Chogue térmico por imerséo a
80°C. Para obtencdo de cromossomos mitéticos, foram testadas duas técnicas, a técnica de secagem ao ar e a
técnica de esmagamento, otimizando-se o tipo, 0 tempo e a concentragdo em antimitéticos, o tempo de hidrélise
em HCI e os métodos de coloracdo em Orceina acética, Feulgen e Giemsa. O lote de sementes empregado nos
testes ndo apresentou dorméncia, no entanto, constatou-se que o tratamento de escarificacdo mecénica
superficial (T2) produziu um decréscimo na viabilidade das sementes, porém, foi determinante no vigor das
mesmas. O protocolo estabelecido permitiu confirmar que a A. cearensis € um diploide com 2n= 2x= 22
cromossomos. De modo inesperado, verificou-se uma grande quantidade de células sincronizadas em
prometafase sem a inducéo especifica para esse fim.

Palavras-chave: caatinga; citogenética; germinacéo; mitdticas.

ABSTRACT

This work was intended to evaluate the viability and vigor of seeds of Amburana Cearensis from the
municipality of Anagé — BA, as well as to establish an efficient protocol for obtaining mitotic chromosomes for
that species. For the evaluation of the quality of the seeds, three treatments were employed: (T1) without
overcoming numbness; (T2) superficial mechanical chiseling; (T3) Thermal shock by immersion at 80°C. To
obtain mitotic chromosomes, two techniques were tested, the air drying technique and the crushing technique,
optimizing the type, time and concentration in antimitotic, the hydrolysis time in HCI and the methods of
coloring in Orcein, Feulgen and Giemsa. The batch of seeds employed in the tests did not present numbness,
however, it was found that the treatment of superficial mechanical rip (T2) produced a decrease in the viability
of the seeds, however, was decisive in the vigor of them. The established protocol allowed to confirm that the A.
cearensis is a diploid with 2n = 2x= 22 chromosomes. Unexpectedly, a large number of synchronized cells were
verified in prometaphase without the specific induction for that purpose.

Keywords: caatinga; cytogenetics; germination; mitotic.

INTRODUCAO

A Caatinga, bioma singular de ocorréncia exclusiva no Brasil, apresenta uma gama de espécies vegetais
lenhosas de reconhecida importancia para o estudo da silvicultura. Entre essas, destaca-se a Amburana cearensis
A.C. Smith, arvore silvestre pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae. Essa espécie é nomeada
popularmente como umburana-macho, cumaru, imburana-de-cheiro e possui ampla distribuicdo no Nordeste
Brasileiro, ocorrendo principalmente nos estados da Bahia, Alagoas, Ceard, Piaui e Paraiba, sendo também
encontrada nas regifes mais aridas do Sudeste do Pais nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo (LORENZI
E MATOS, 2002; LEAL et al., 2005).

Amburana cearensis apresenta porte regular, podendo atingir uma altura de até 10m em regides de
caatinga e 20m na zona da mata (LORENZI, 2008). Suas sementes sdo ricas em compostos fendlicos, sendo
comumente utilizadas pela cultura popular no tratamento de doencas respiratorias (ALMEIDA et al., 2010). De
acordo com Alvarez (2012), a arvore figura entre as espécies potencialmente indicadas para a arborizacdo
urbana no semiérido, sendo também recomendada para a recuperagdo de solos e areas degradadas (MAIA,
2004). Em termos econdmicos, sua madeira é tida como durdvel e de boa qualidade, sendo largamente
empregada em carpintaria na fabricacdo de mdveis e esquadrias.

Devido as caracteristicas do seu cerne, a amburana tem sido explorada nos locais de ocorréncia, estando
listada como espécie ameacada de extingdo (IBAMA, 2008). Em relatério divulgado pela Uni&o Internacional
para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN), a A. cearensis encontra-se em perigo de
extincdo em virtude da exploragdo excessiva de sua madeira por parte de carvoarias, construcdes e fabricas de
moveis, bem como a forte pressdo antropica exercida pela expansdo do setor agropecuédrio. Estima-se uma
reducdo do seu territério em aproximadamente 50% nos dltimos 10 anos (IUCN, 2017).

Diante deste contexto, analisar o vigor de sementes torna-se uma ferramenta essencial em programas de
melhoramento e conservagdo, auxiliando assim na identificacdo de diferengas entre gendtipos, principalmente
quando todos os materiais analisados sd0 viaveis, apresentando percentuais proximos de germinagao
(NERLING, 2017). A avaliagdo do vigor permite identificar lotes de sementes que apresentam maior
probabilidade de sucesso apds a semeadura, sendo também Util para fazer inferéncias acerca da qualidade
fisioldgica das sementes, juntamente com os testes de viabilidade (MARCOS FILHO, 2015).
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Dentre os fatores que influenciam o processo germinativo, deve ser considerado, além da qualidade da
semente, a intensidade de dorméncia (URBEN FILHO E SOUZA, 1993). Segundo Marcos Filho (2005), a
dorméncia é um fator que condiciona as sementes a um estado de laténcia impossibilitando assim a protrusdo da
raiz primaria. Este recurso é eficaz para a preservacdo da perpetuidade das espécies, no entanto, estudos
direcionados a melhoria da qualidade fisioldgica de sementes de esséncias florestais requerem a superacgdo deste
mecanismo, quando existente, visando tornar viavel a germinacao para os mais diversos fins.

De acordo com Gadelha et al. (2005), a andlise do efeito de tratamentos pré-germinativos sobre a
viabilidade e velocidade de germinacgdo é relevante, pois quando positivos, permite uma maior uniformizacéo
desse processo. Esta uniformidade na germinacdo, bem como o conhecimento da qualidade fisiol6gica de um
determinado lote de sementes, pode ser Util no planejamento de estratégias para se obter material viavel e
vigoroso para as mais diversas finalidades, como exemplo, na obtengdo de células meristematicas, provenientes
de radiculas recém emergentes, utilizadas em investigacGes citogenéticas. Estas informacdes sdo Uteis,
sobretudo quando as sementes da espécie estudada ndo se mantém viaveis por longos periodos, o que possibilita
um melhor planejamento para a realizacdo destes tipos de analises nos periodos em que as sementes encontram-
se com alto poder germinativo.

No que diz respeito a analises genéticas da amburana, as principais investigacdes realizaram analise
gendmica utilizando marcadores moleculares, principalmente com a finalidade de avaliar a variabilidade
genética entre e/ou dentro das populagdes naturais (CATELAN et al., 2004; NAKASU et al., 2005; SANTOS et
al., 2008). No entanto, poucos estudos que priorizem caracteriza-la geneticamente foram realizados, sendo ainda
escassos na literatura dados citogenéticos ao seu respeito. Segundo Guerra (2000), entre as principais
caracteristicas estudadas pela citogenética estdo o nimero e a morfologia dos cromossomos que em consonancia
com outras caracteristicas citolégicas, auxiliam no entendimento de varia¢fes genéticas envolvidas na evolucéo
de um grupo, como também nas relacdes de parentesco entre as espécies (PEDROSA et al., 1999).

O conhecimento sobre o nimero de cromossomos e o nivel de ploidia podem ser estrategicamente
usados em programas de melhoramento genético e conservagdo de uma espécie, permitindo a caracterizagdo do
genotipo, na comparagdo de espécies ou hibridos, no conhecimento da diversidade genética da espécie, no
entendimento da sua estrutura citogenética, na identificacdo de alteragbes numéricas e estruturais dos
cromossomos, entre outros dados que auxiliam contribuindo para reducdo de tempo na selecdo de genoétipos
para cruzamentos direcionados.

Neste sentido, busca-se nesse trabalho avaliar a viabilidade e o vigor de sementes de Amburana
cearensis provenientes do municipio de Anagé — BA, bem como determinar um protocolo eficiente para
obteng&@o de cromossomos mitoticos para essa espécie.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Citogenética do Departamento de Ciéncias Naturais,
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB, campus de Vitéria da Conquista - BA.

Foram utilizadas sementes de Amburana cearensis recém-colhidas em arvores matrizes localizadas na
Fazenda Santo Ant6nio das Flores, situada no municipio de Anagé, BA. As coletas foram realizadas entre os
meses de agosto e setembro de 2016 e de 2017, sendo que depois de colhidas, as sementes foram mantidas em
laboratério, acondicionadas em sacos plasticos a temperatura ambiente até o uso.

Desinfestacéo das sementes

As sementes de amburana foram previamente submetidas a um tratamento de desinfestagdo, de modo a
eliminar possiveis patdgenos misturados ou aderidos a superficie das sementes e que afetam a viabilidade das
mesmas, podendo se constituir em um fator limitante da germinacgéo e do vigor.

Desse modo, sementes de amburana foram inicialmente selecionadas a partir da imersdo destas em agua
a temperatura ambiente, sendo eliminadas aquelas que flutuaram. Em seguida, as mesmas foram submetidas ao
processo de limpeza, sendo submersas primeiramente em um béquer com hipoclorito de sédio 1%, depois em
alcool 70% e, por Gltimo, em &gua destilada, por um periodo de 1 min em cada uma dessas etapas (Adaptado
de Moraes, et al., 2007).

Avaliacdo da qualidade das sementes

Sementes florestais em condicOes artificiais de germinacdo em laboratério podem requerer o uso de
tratamentos adicionais que visam anular um possivel estado de repouso fisiol6gico. Neste contexto, o teste de
vigor e viabilidade foram avaliados em condi¢fes de tratamentos que possam verificar a ocorréncia de
dorméncia em sementes de amburana.

10
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Para a avaliacdo da qualidade das sementes, empregou-se trés tratamentos: (T1) Sem superacdo de
dorméncia, que corresponde ao uso das sementes em seu estado natural; (T2) Escarificacdo mecénica
superficial; (T3) Choque térmico por imersdo a 80°C, seguido de repouso na mesma agua fora do aquecimento
por 24 horas (FLORIANO, 2004).

As sementes foram distribuidas em recipientes contendo vermiculita esterilizada em autoclave por 15
min, a temperatura de 121°C. Para esse substrato, adotou-se como padrdo de umedecimento 60% da capacidade
de campo (BRASIL, 2013). Ap6s a semeadura, os recipientes foram mantidos em cdmara de germinacéo tipo
B.O.D. a 32°C, segundo indicacdo de Bello et al. (2008) com fotoperiodo de 12 horas durante 17 dias. Foi
realizada a contagem das sementes germinadas a partir do quarto dia, sendo consideradas aquelas que
apresentaram emissdo de raiz primaria com pelo menos 0,5 cm de comprimento.

Dorméncia e viabilidade das sementes

A viabilidade de um lote de sementes pode ser expressa em termos de sementes vivas capazes de
germinar (Franzin e Roversi, 2001) e, neste contexto, a viabilidade das sementes foi mensurada pela
porcentagem média de sementes que emitiram raizes ao longo do periodo avaliado, para cada um dos
tratamentos empregados, enquanto que a ocorréncia de dorméncia foi verificada pela relacdo dos indices de
viabilidade entre sementes submetidas aos tratamentos de superacdo de dorméncia e o tratamento em que as
sementes ndo sofreram inducdo de nenhuma natureza.

Vigor das sementes

A velocidade com que um lote de sementes germina em condig¢Oes controladas de laboratério pode ser
determinada e usada para avaliar o vigor das mesmas. Deste modo, o vigor foi estabelecido pelos calculos do
indice de velocidade de germinacdo das sementes (IVG), segundo Maguire (1962) e pelo coeficiente de
velocidade de germinacdo (CVG) (Kotowski, 1926), cujas expressdes estdo descritas abaixo:

Formula de Kotowski, 1926; Férmula de Maguire, 1962;

Gl1+G2+G3+ -+ Gi Gl G2 G3 Gi

CVG =

G1T1+ G2T2 + G3T3 + --- + GiTiX 100

CVG ¢ o coeficiente de velocidade de germinagéo;
G1 até Gi é o nimero de sementes germinadas ocorrido a

VG = H-I— ﬁ-l_ T_3+ i

IVG € o indice de velocidade de germinagao;
Gl até Gi é o numero de sementes germinadas

cada dia;
T1 até Ti é o tempo (dias).

ocorrido a cada dia;
T1 até Ti é o tempo (dias).

Analise estatistica

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado (DIC) com trés tratamentos:
(T1) Sem superacdo de dorméncia; (T2) Escarificacdo mecanica superficial; (T3) Choque térmico por imersdo a
80°C, com trés repeticBes por tratamento, contendo 30 sementes por repeticéo.

Os dados referentes a viabilidade das sementes de amburana foram submetidos & anélise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o programa Assistat.

Determinacao de protocolo para obtengdo cromossémica

As preparacOes citolégicas, para a obtencdo de cromossomos mit6ticos, foram obtidas a partir do
meristema apical de radiculas saudaveis de amburana.

Como pré-tratamento, radiculas com 0,5 a 1,0 cm de comprimento foram submetidas a acdo de
antimitéticos (colchicina a 0,05% e 8-hidroxiquinoleina (8 HQ) a 0,002 Mol). A exposi¢do da regido
meristematica em colchicina (0,05%) se deu pelo periodo de 2h em temperatura ambiente, enquanto que a 8 HQ,
acrescida de 15 gotas de Dimetilsulfoxido (DMSO) em 100 mL do antimitotico, foi testada em diferentes
temperaturas e tempos de exposicdo, que variaram entre 2h; 2h 30; 3h; 4h; 4h 30 em temperatura ambiente e
pela combinacdo de periodos iniciais de incubacdo em temperatura ambiente, variando de 2 a 4 horas, com
posterior transferéncia para o refrigerador (aproximadamente 5°C), por periodo complementar e com duracéo
total de 24 horas das radiculas no referido tratamento (CARVALHO et. al, 2017).

Em seguida, as radiculas foram lavadas duas vezes em agua destilada por um periodo de 5 min para
cada troca e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de alcool etilico P.A. : 1 parte de acido acético glacial P.A.) com
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trés trocas sucessivas a intervalos de 15 min cada e armazenadas em geladeira por 24 horas. Apos este periodo,
as raizes foram transferidas para eppendorf de 2 mL contendo etanol 70% e estocadas em geladeira até o
momento da utilizacdo.

As radiculas fixadas passaram por trés lavagens em éagua destilada por um periodo de 5 min cada,
posteriormente, foram transferidas para eppendorf com capacidade de 2 mL e hidrolisadas com HCI 1N, em
banho-maria a 60°C (GUERRA, 2002), sendo testados diferentes tempos de exposicdo, que variaram entre 8, 12
e 20 min. Posteriormente, as radiculas foram submetidas a choque térmico em &gua destilada a temperatura de
aproximadamente 5°C para interromper a hidrdlise.

Com relacdo ao preparo das laminas, foram testadas duas técnicas. A primeira, sugerida por Carvalho e
Saraiva (1993) e conhecida como “técnica de secagem ao ar”, consistiu na dissociacdo das células
meristematicas em acido acético 45%, em seguida, as laminas foram secas em movimentos rapidos contra o ar e
coradas em solucdo de Giemsa 2%, em temperatura ambiente, por cinco minutos. Apés este periodo, as laminas
foram lavadas trés vezes em agua destilada e secas ao ar.

A segunda técnica de preparo das laminas testada foi a de esmagamento, variando-se o método de
coloracdo em orceina a 2% e 3%, Feulgen a 2% e Giemsa a 2% (GUERRA, 2002). As raizes foram transferidas
para vidro relégio com orceina acética aquecida por 1 min em placa aquecedora (50°C), sendo realizados testes
iniciais com tempos entre 2 e 10 min, no entanto, em razdo da dificuldade em se obter nucleos corados
adequadamente, estes periodos foram aumentados de forma gradativa, sendo testados os tempos de 20 min; 30
min; 1h; 1h 30min; 2h; 3h; 4h de exposi¢do. As radiculas coradas com Feulgen ficaram expostas a esse corante
pelo periodo de 2h, enquanto que os meristemas corados com Giemsa ficaram imersos nesta solu¢do por um
periodo que variou de 2 a 5 min. Apds este periodo, a regido meristematica foi excisada e macerada em éacido
acético 45%, com posterior esmagamento entre 1dmina e laminula.

Para as analises dos resultados referentes ao sucesso das técnicas empregadas para o preparo das
laminas, bem como para 0s tratamentos com os antimitdticos, tempos de hidrélise e acdo dos corantes nos
tempos e concentracdes testados, assim como a observacdo de cromossomos, as ldminas confeccionadas foram
analisadas em microscépio Nova Optical Systems, utilizando objetivas de 40X e 100X. As imagens de interesse
foram capturadas por cAmera digital e editadas no programa PhotoScape.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dorméncia e Viabilidade das sementes

A germinacdo das sementes de A. cearensis submetidas a escarificacdo mecénica superficial teve inicio
a partir do quarto dia apds a semeadura. Porém, este tratamento apresentou a menor taxa de protrusdo radicular,
afetando a viabilidade de 30% do material (Figura 1). De acordo com Pereira e Bianchetti (1977), choques
mecanicos em qualquer fase do processamento de sementes podem vir a influenciar diretamente sobre sua
viabilidade.

95% 100%

100 ~
§ 70%
c 4 (]
5 o0 A A
3 60 - B
3
o 07
s
S 20 -
=
g 0
& T1 T2 T3
Tratamentos

FIGURA 1. Porcentagem média de sementes germinadas de Amburana cearensis submetidas a trés tratamentos.
T1: Sem superacdo de dorméncia, T2: Escarificacdo mecanica superficial e T3: Choque térmico a 80°C. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott. CV% = 3.97.

A maior porcentagem de sementes germinadas foi observada naquelas tratadas com choque térmico a
80°C (T3), conforme recomendacbes de Floriano (2004), correspondendo a um percentual de germinacdo de
100%. Neste método, o mergulho das sementes em agua nessa temperatura pode ter dissolvido a cuticula
externa das sementes, facilitando assim a entrada de agua para a germinagdo do embrido (OLIVEIRA, 2003).
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O tratamento 1 (T1), sem superacdo de dorméncia, apresentou um percentual de germinagdo
correspondente a 95% (Figura 1). Estes resultados indicam que as sementes utilizadas na pesquisa estavam
altamente vidveis e ndo apresentavam dorméncia, uma vez que a média do percentual de germinacao observada
no tratamento de choque térmico para inducdo de quebra de dorméncia (T3) ndo diferiu estatisticamente em
relacdo ao tratamento 1, cujas sementes utilizadas estavam em estado natural de conservacdo e ndo foram
submetidas a tratamentos para a superacdo de dorméncia, portanto, as sementes submetidas a ambos os
tratamentos apresentaram alta viabilidade, indicando que os inibidores da germinacdo tegumentar ndo estio
presentes no lote de sementes analisadas.

Vigor das sementes

Considerando que as sementes com maior velocidade de germinagdo sdo as mais vigorosas, € possivel
afirmar que sementes pré-tratadas com escarificacdo mecénica apresentaram maior vigor em relacdo aquelas
submetidas ao choque térmico e sem superacdo de dorméncia, com base nos valores dos coeficientes de
velocidade de germinacdo (CVG) e indice de velocidade de germinacdo (IVG), expressos na (tabela 1). Estes
dados sdo importantes para prever o desempenho das sementes em condicdes de campo e/ou laboratério, uma
vez que o IVG/CVG estdo diretamente relacionados com o vigor das sementes.

TABELA 1. Velocidade de germinacdo em sementes de Amburana cearensis submetidas a diferentes

tratamentos.
Tratamentos CVG (%) IVG
T1 Sem Superacdo de 9,64 1,92
dorméncia
T2 Escarificacdo mecanica 25,45 4,15
superficial
T3 Choque térmico a 80°C 8,93 1,91

O método da escarificagdo mecanica foi o mais efetivo no que concerne ao vigor das sementes, em
funcdo da ruptura do tegumento que envolvia o embrido, permitindo, assim, melhor hidratacdo e
desenvolvimento, confirmando os resultados obtidos no experimento de Belisario e Pasin (2006). Entretanto,
este método tido como o mais eficiente para o processo de embebicdo, também foi o que apresentou 0o maior
namero de sementes inviaveis durante o experimento, ocasionando uma reducdo nos valores medios das taxas
de germinagdo. Como as sementes utilizadas na pesquisa ndo apresentavam dorméncia, talvez o répido
desenvolvimento de embriBes, proporcionado pela rapidez da embebicdo induzida pela escarificagdo prévia,
tenha acelerado também o seu processo de germinagéo, caracterizando o seu maior vigor quando comparado aos
demais tratamentos, porém, o mecanismo que possibilitou uma maior embebicdo também pode inicialmente
acarretar maior possibilidade de danos ao embrido e decréscimo da viabilidade de algumas sementes submetidas
a escarificacao.

Oliveira et al. (2012), estudando a influéncia de pré tratamentos na superagdo de dorméncia em
sementes de Parkia gigantocarpa, espécie pertencente a mesma familia da amburana, obtiveram resultado
semelhante ao encontrado no tratamento de escarificacdo, sendo este menos eficaz apenas quando comparado ao
tratamento de imersdo em &cido sulfarico. Ainda de acordo com os autores, o tratamento de escarificagdo
mecéanica em P. gigantocarpa, proporcionou maior restri¢do ao desenvolvimento do embrido. Esta informag&o é
relevante para estudos citogenéticos, uma vez que o comprometimento da regido meristematica ocasionada pela
ma formacdo do embrido podera impossibilitar a emissdo de radiculas com aparéncia estrutural saudavel,
morfologicamente uniformes e com a extremidade apical da zona meristematica preservada, assim como o
processo de embebicao.

Desse modo, com os dados obtidos na investigacdo da germinacdo, foi possivel prever a qualidade do
material bioldgico para fins de estudos citogenéticos. Assim, as sementes de A. cearensis coletadas na Fazenda
Santo Antbnio das Flores, situada no municipio de Anagé — BA, produziu uma alta porcentagem de sementes
viaveis, cuja germinacdo, imediatamente apds a coleta, se deu em quantidade e qualidade suficientes para a
realizacdo das investigacOes citogenéticas, revelando, ainda, que para investigacOes desta natureza, € necessario
uma programacdo para a realizagdo do processo de obtencdo das células meristematicas nos periodos de
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producdo de sementes da espécie, periodo este em que o vigor e a viabilidade das sementes estdo altos e se
perdem rapidamente nos meses subsequentes a coleta, como observado nos primeiros lotes utilizados neste
estudo.

Determinacao de protocolo para obtencéo de cromossomos

Através das investigacdes realizadas, foi possivel determinar que o antimitético mais eficiente dentre os
que foram testados para a obtencdo de cromossomos em radiculas de amburana foi o 8-hidroxiquinoleina a uma
concentracdo de 0,002 M, acrescido de 15 gotas de DMSO em 100 mL do antimitotico. Os melhores tempos de
exposicao das radiculas a esse tratamento foram os de 2h 30 e 4h 30, ambos a temperatura ambiente. As laminas
montadas com meristemas pré-tratados nesses periodos, apresentaram um maior numero de células
meristematicas, e consequentemente, um maior nimero de células bloqueadas em metafase no tempo de 4 h 30
e sincronizadas em pro-metéafase no tempo de 2 h 30. A colchicina ndo se mostrou adequada em razdo do alto
grau de compactagdo do material genético.

O tempo mais apropriado para a hidrélise das radiculas foi 0 de 20 min a temperatura de 60°C em HCI
IN. Este tratamento possibilitou através de leves e coordenadas batidas com um bisturi, uma melhor dissociacao
das células facilitando assim o espalhamento das mesmas na lamina apds o contato com a laminula, sob uma
leve pressdo manual.

Quanto a montagem das laminas, a técnica de esmagamento permitiu uma maior quantidade de células
meristematicas, consequentemente, foi possivel a observacdo de um maior nimero de células em metéfase,
enquanto que a técnica de secagem ao ar proporcionou um melhor espalhamento das células meristematicas,
porém em nlmero bastante reduzido, devido as perdas provenientes da secagem ao ar.

Com relagdo a coloracgdo, o Feulgen (2%) foi o corante que mais evidenciou o DNA, no entanto, 0s
nacleos corados com orceina acética (2%) pelo periodo de 4h também apresentaram cromossomos com
coloragdo adequada para analise. O Giemsa (2%) ndo permitiu uma coloracdo satisfatoria dos nucleos desta
espécie.

Para a obtencdo de cromossomos e analises citogenéticas, adotou-se, portanto, a técnica de
esmagamento de meristemas submetidos aos seguintes tratamentos: (1) antimitético 8 HQ a uma concentracao
de 0,002 M, acrescido de 15 gotas de DMSO em 100 mL do antimitético, pelo periodo de 2h 30 e 4h 30; (2)
hidrélise em HCI 1N a temperatura de 60°C durante 20 min; (3) coloragdo em orceina acética 2% no periodo de
4 horas.

Anélise citogenética

Amburana cearensis, pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, é um dipldide com
2n=2x=22 cromossomos (Figura 2 A), conforme citado por Melloni (2007). A contagem cromossémica
constatada corrobora os trabalhos realizados por Battistin e Vargas (1989), onde foi verificado que o nimero
cromossdmico da maioria das espécies ja estudadas de Papilionoideae é 2n= 22.

FIGURA 2. Microfotografias das células meristematicas das raizes de Amburana cearensis. 2 A— Metafase
mitdtica apresentado 2n= 22 cromossomos; Seta indicando Regido Organizadora do Nucléolo (NOR). 2 B —
Cromossomos mitdticos. Aumento de 1000x.
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Segundo Goldblatt (1981) em algumas espécies do género Lupinus (subfamilia Papilionoideae), os
nlimeros cromossémicos variam de n= 7 até n= 26. Apesar de nao terem sido encontrados dados como este para
0 género Amburana, é possivel correlacionar essas informagdes com o nimero de cromossomos encontrados
para a espécie, uma vez que os dois géneros pertencem a mesma subfamilia. Ainda de acordo com o mesmo
autor, o numero béasico de cromossomos encontrado para grupos papilionados varia de x= 10 a 12, sendo

constantes em muitos géneros, mostrando evidéncias de parentesco entre espécies.

Em estudos realizados por Vargas (2005), verificou-se que a maioria dos cromossomos de Cratylia
argentea e C. mollis, ambas pertencentes a subfamilia Papilionoideae, apresentam configuracdo metacéntrica e

submetacéntrica, o que pdde ser constatado preliminarmente nesta pesquisa para a espécie em estudo.

As radiculas submetidas a 8-hidroxiquinoleina a 0,002 M por um periodo de exposi¢cdo de 2h 30,
apresentaram de modo inesperado, uma grande quantidade de células sincronizadas em prometafase sem a
inducdo de nenhum tratamento especifico para esse fim. As melhores imagens foram capturadas por camera

digital (Figura 3).
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FIGURA 3. Microfotografias das células meristematicas das raizes de Amburana cearensis.

sincronizadas em prometafase. 1A a 1E Aumento de 1000x. 1F Aumento de 400X.

Células
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CONCLUSOES

O lote de sementes empregado no teste ndo apresentou dorméncia, no entanto, constatou-se que o
tratamento de escarificacdo mecanica superficial (T2) produziu um decréscimo na viabilidade das sementes,
porém, foi determinante no vigor das mesmas.

Sementes de Amburana cearensis coletadas entre 0s meses de agosto e setembro produziram uma alta
porcentagem de sementes viaveis e vigorosas, cuja germinacdo, imediatamente apOs a coleta, se deu em
quantidade e qualidade suficientes para a realizacdo das investigacOes citogenéticas.

Foi possivel estabelecer um protocolo eficiente para obtencdo de cromossomos somaticos em Amburana
cearensis, permitindo confirmar que a espécie € um dipldide com 2n= 2x= 22 cromossomos.

De modo inesperado, verificou-se uma grande quantidade de células sincronizadas em prometafase sem a
inducédo especifica para esse fim. Ap6s um refinamento da técnica, serd possivel sua utilizagdo como método
padrdo para a caracterizacdo citogenética da espécie.
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ANEXO
Diretrizes para Autores / Instructions to authors

1. A revista CIENCIA FLORESTAL publica artigos técnico-cientificos inéditos, resultantes de pesquisa de
interesse da area florestal. Também sdo aceitas notas técnicas e artigos de revisdo. Os textos podem ser
redigidos em portugués, inglés ou espanhol.

[Ciéncia Florestal publishes original scientific and technical articles resulting from researches on Forestry
Engineering. Technical notes and review articles are also accepted. The texts can be written in Portuguese,
English and Spanish.]

2. Para submeter um trabalho para publica¢do sdo cobrados os seguintes valores:

§1Taxa de submissdo: R$50,00 (cinquenta reais). O pagamento dessa taxa ndo garante a publicacdo do
trabalho.

§2Taxa de publicacdo: R$250,00 (duzentos e cinquenta reais). Esse valor deve ser recolhido somente
guando solicitado pelo editor.

Os valores devem ser depositados na conta corrente n. 38588-3, da agéncia do Banco do Brasil n. 1484-2
(FATEC - CNPJ: 89.252.431/0001-59). O comprovante do depoésito da taxa de submissdo devera ser postado
como documento suplementar, na submissdo do trabalho. O comprovante da taxa de publicacdo devera ser
enviado a CIENCIA FLORESTAL, quando solicitado, via e-mail. Os valores depositados n4o serdo devolvidos.

[Tramitation charges: 1) Submission fee: US$ 30.00.The payment of this fee does not guarantee the paper
publication. 2) Publication fee: US$ 150.00. This value is charged only after the acceptance of the paper. The
values must be deposited in the bank account # 38588- 3, Banco do Brazil, agency # 1484-2. The deposit receipt
shall be sent along with the paper. The receipt of the publication fee must be sent to Ciéncia Florestal by fax (55
55 3220 8444/22) or by e-mail (cienciaflorestal@ufsm.br), informing the paper name which belongs to this
receipt. The values deposited will not bere funded.]

3. Os manuscritos devem ser submetidos a revista via online por meio da PLATAFORMA SEER. O autor que
submete o artigo assume toda e qualquer responsabilidade pelas informagdes, que os demais autores estdo de
acordo com a submissao e que o artigo é inédito. Os conceitos e afirmacGes emitidas no artigo sdo de exclusiva
responsabilidade dos autores. Contudo, o Conselho Editorial reserva-se o direito de solicitar ou sugerir
modificagdes no texto original.

[The manuscripts should be submitted by PLATAFORMA SEER. The author registering the work assumes the
responsibility for all information, and that the other author are in agreement with this work and that the article
has not been published before. The concepts and assumptions appearing in the article are of fully responsibility
of the authors. However, The Editing Committee has the right of asking for modifications in the original text.]

4.0s artigos devem ser organizados da seguinte forma:
[The articles must be organized in this sequence:]

4.1. Artigo cientifico e nota técnica: Titulo, Resumo, Introducdo com Revisdo de Literatura e objetivos,
Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.
Antes do item Referéncias, quando apropriado, mencionar a aprovacao pela Comissao de Etica e Biosseguranca
da Instituig&o.

[Scientific article and technical note: title, abstract, introduction and literature review, materials and methods,
results and discussion, conclusions, acknowledgements and references. Before the item references write when
appropriate, mention its approval by the Ethics and Biosecurity Committee of the Institution.]

4.2. Artigo de revisdo bibliogréfica: Titulo, Resumo, Introducdo, Desenvolvimento, Considera¢des finais,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

[Article of bibliographical review: title, abstract, introduction, development, final considerations,
acknowledgements, references.]
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5. O manuscrito deve ser editado no Microsoft Word, com espaco simples, linhas numeradas continuamente e
sem 0s nomes dos autores, fonte Times New Roman, tamanho 11, tabulagdo de 1,25 cm, formato A4, com 2 cm
de margens esquerda, inferior e superior, e 1,5 cm de margem direita, orientacdo retrato e maximo de 12
paginas.

[The paper must be edited in Microsoft Word, simple space, lines numbered continuously and without the
authors’ names, letter type Times New Roman, size 11, tab 1.25 cm, size A4, with 2.0 cm of left, inferior and
superior margins and 1.5 cm in the right margin, portrait orientation and maximum of 12 pages.]

6.0 Titulo do manuscrito, com no maximo duas linhas, deve ser centralizado e em negrito, com letras
maidsculas (exceto nomes cientificos), redigido em portugués ou espanhol, seguido da versdo em inglés (esta
em ndo- negrito).

[The paper title, up to 2 lines, must be centralized and in bold type, in capital letters and followed by the
Portuguese version.]

7. O Resumo deve ser apresentado em um Unico paragrafo, contendo o maximo de 300 palavras) e redigido em
dois idiomas, sendo um deles o inglés. As palavras RESUMO e ABSTRACT devem ser redigidas em letras
maiusculas, negrito e centralizadas.

[The abstract has to be presented in a single paragraph and written in two languages, being the Portuguese
language one of them. The words RESUMO and ABSTRACT must be in capital letters.]

8. Logo apds o texto do Resumo e do Abstract devem ser incluidos os termos Palavras-chave e Keywords,
respectivamente, com alinhamento a esquerda, seguidas de dois pontos e em negrito, contendo até quatro termos
(ndo contidos no titulo), separados por ponto e virgula.

[ABSTRACT and RESUMO must be followed by Keywords and Palavras-chave, respectively, aligned to the
left, containing up to four words, separated by semicolons.]

9. Os grandes itens (INTRODUCAO, MATERIAL E METODO, RESULTADOS E DISCUSSAO,
CONCLUSAO, AGRADECIMENTOS e REFERENCIAS) devem ser escritos em letras mailsculas, negrito
e alinhados a esquerda. Os demais obedecem a seguinte sequéncia:

MATERIAL E METODO - (item primério) - todo em maisculas e negrito.
Caracterizacao do local - (item secundario) - s6 a inicial maitscula e em negrito.
Solo - (item terciario) - s6 a inicial maidscula, em negrito e itélico.

Horizonte A - (item quaternario) - s6 a inicial maiuscula, em itélico.

[The primary titles must be written in capital letters, aligned to the left. The other ones must obey the sequence
as follows:

MATERIAL AND METHOD - (primary item) — fully in capital letters and in bold type.

Characterizing the local — (secondary item) — In bold type but the first letter in capitals.

Soil — (tertiary item) — The initial in capitals, in bold type and in italics.

Horizon A — (quaternary item) — only the initial letter in capitals, in italics.]

10. As siglas e abreviaturas, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho, deverdo ser colocadas entre
parénteses, precedidas do nome por extenso.

[The acronyms and abbreviations, when they first appear in the paper, must be within brackets, preceded by
their full names.]

11. Figuras (graficos e fotografias), devem possuir resolu¢do minima de 300dpi, PODENDO SER EM CORES,

sem-contorno. As dimensdes (largura e altura) ndo podem ser maiores que 17 cm, sempre com orientagdo da
pagina na forma retrato (fonte: Times New Roman, tamanho da fonte: 11, ndo-negrito e ndo-itélico).
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[Figures (graphs and photographs), with minimum resolution of 300dpi, can be in color, no boundary. The
dimensions (height and width) cannot be larger than 17 cm, always with portrait page orientation, letter type of
Times New Roman, size 11, non-bold type and no nitalics.]

12. As figuras e tabelas devem ser auto-explicativas e alocadas no texto logo apds sua primeira chamada. A
identificacdo destas deve ser expressa em dois idiomas (a usada na versdo do trabalho e o inglés, se o trabalho
for em inglés, a outra serd o portugués). As tabelas devem ser produzidas em editor de texto (Word) e ndo
podem ser inseridas no texto como figuras. Para tabelas com conteddo humérico, as virgulas (ou pontos) devem
ficar alinhadas verticalmente e os nimeros centralizados na coluna.

[The figures and tables must self-explanatory and located in the text right after they are mentioned. Their
identification must be expressed in two languages, being the English language one of them. The tables must be
produced in Word text editor and cannot be put in the text as being figures. For the tables which include
numbers, the points must be aligned vertically and the numbers must be centralized in the column.]

13. Nomes cientificos devem ter género e espécie escritos por extenso (Ex: Araucaria angustifélia) e em itélico
(em negrito quando dentro de titulos ou itens escritos da mesma forma).

[Scientific names must be fully written (ex: Araucaria angustifolia) and in italics.]

14. Férmulas editadas pelo médulo Equation Editor, do Microsoft Word, devem obedecer a fonte do texto, com
simbolos, subscrito/sobrescrito etc., em proporcdes adequadas.

[Formulae edited by the module Equation Editor, of Microsoft Word, must obey the text letter, with symbols,
subscript/superscript, etc, in suitable proportions.]

15.CitacOes bibliogréficas serdo feitas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, usando o sistema "autor-data".
Todas as citacbes mencionadas no texto obrigatoriamente devem ser relacionadas na lista de Referéncias (e
vice-versa), de acordo com a norma NBR 6023 da ABNT.

[Bibliographical quotations will be carried out in accordance with NBR 10520 from ABNT, using the system
author- date. All quotations mentioned in the text must listed down in the reference list, in compliance with
NBR 6023 from ABNT.]

16. No momento apropriado o autor sera solicitado a inserir os nomes de todos os participantes, que devem ser
posicionados logo abaixo do titulo em inglés, e identificados com numero sequencial sobrescrito. O
chamamento dos autores deve ser indicado no rodapé da primeira pagina, antecedido do nimero de
identificacdo, devendo conter: titulo de graduacdo (Ex: Engenheiro Florestal), maior titulacdo (Ex: Dr.),
descricdo da funcao/profissdo (Ex: Professor do Departamento de Ciéncias Florestais, Centro de Ciéncias
Rurais, Universidade Federal de Santa Maria), endereco (Ex: Av. Roraima, 1000, CEP 97105-900, Santa Maria
(RS), Brasil.) e e-mail (Ex: cienciaflorestal@ufsm.br) sem o ponto final.

[In its final version, all authors names must be inserted immediately below the paper title and identified with its
superscript sequence number. The authors calling must be indicated as footnote at the first page.]

17. Os manuscritos submetidos a revista passam pela triagem inicial do comité de area, sdo enviados para
revisores ad hoc, devolvidos aos autores para correcles e, posteriormente, passam pela avaliacdo final do
Conselho Editorial. Além disso ainda passam pelas corre¢Bes de lingua estrangeira (inglés e espanhol), lingua
portuguesa e referéncias. Os artigos aceitos sao publicados na ordem de aprovacdo e para os ndo-aceitos é feita a
comunicacao aos autores. Os artigos sdo disponibilizados no formato "pdf”, no endereco eletrdnico da revista
(www.ufsm.br/cienciaflorestal).

[The manuscripts subjected to Ciéncia Florestal are submitted to the area committee which will decide the need

of sending to ad hoc reviewers. The trial version is returned to the authors for corrections and, later, are finally
evaluated by the Editing Committee. The accepted articles are published preferably in the order of their
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approval. Offprint will not be provided. The articles are available, in ‘pdf” format, at the following electronic
address: www.ufsm.br/cienciaflorestal.]

18. Em caso de duvidas sobre formatagdo, consultar os artigos ja publicados no site ou o e- mail
cienciaflorestal@ufsm.br.

[For further information and doubts consult the published articles and the Editing Committee through the e-
mail: cienciaflorestal@ufsm.br.]

19. Consulte também, no item AJUDA, "Um Trabalho Exemplo™ no rodapé da janela superior CAPA.

Setembro/2017.
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