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APRESENTAGAO

0 presente relatorio mostra tres tecnicas que foram

utilizadas para contagem de cromossomas em primordios foliares, rai

zes e flores no Departamento de Botanica do Instituto Nacional de

Pesquisa da Amazonia (INPA).

-

Estagiamos no periodo de 26/01/81 a 06/02/81, sob

a orientacao da Dra. Izonete de Jesus Araujo Aguiar.

No decorrer deste, apresentaremos as tecnicas rea

Tizadas com os devidos resultados.



0 BJETTIUVODO

Tomar conhecimento das técnicas de conta”
gem de cromossomas em primordios fo]iéres "
e raizes de seringueira, classificando assim
a de melhor adaptagao, para posterior apli

cacao dentro da pesquisa a ser realizada.



RELATORIO

PESQUISA : tecnicas de contagem de cromossomas.
NUMERO DE TESTES : 60 laminas analisadas.
TECIDO :  primordios foliares e raizes do clone IAN 8000 e

flores (graos de polen) Hevea camargoana.

MATERIAL TECNICO UTILIZADO  : - pingas

- bisturi cirurgico

- estilete

- placas de petri

- laminas . -
- laminulas

- lamparina de alcool

SOLUGOES UTILIZADAS : - fixador Carnoy

. - agua sulfurosa
- reativo de Schiff
- orceima acetica
- carmim acetico
- acido cloridrico 5N
- acido acetico 50%

- alcool 70 e 95%

TECNICAS ESTUDADAS (1 Reacao de Feulgen (origina])
gy - Reacao de Feulgen (adaptada para primedios
foliares e raizes).
32 - Reacdo Feulgen [ adaptada para flores(graos

de polen)].



DESCRICAO DAS TECNICAS

s - Reagao de Feulgen (original)

03S.:

a)

b)

d)

f)

g)

fixar os primordios foliares ou raizes no fixador Carnoy de 1 a 24 horas.
larvar em agua destilada por duas vezes, por 5 minutos cada.

colocar uns (de 3 a 6) primordios foliares ou raizes nas seguintes solu

goes:
c.1) - Solugao de HCES5N a temperatura ambiente por 15 minutos £
agitar a cada cinco minutos.
c.2) - Solugao de HCES5N a temperatura ambiente por 30 minutos e

agitar a cada 5 minutos.

c.3) - Solugao de HCE5N a temperatura ambiente por 1 hora, usando

0 processo anterior.
lavar novamente em agua destilada para interromper a hidrolise.

colocar os primordios foliares ou raizes no reativo de Schiff e deixar

por 30 minutos.

lavar 2 vezes em agua sulfurosa, 10 minutos cada.

fazer o esmagamento com acido acetico a 50%. Nao esquecer de usar apenas

a pequena regiao meristematica.

Antes do esmagamento em raizes e importante nao colocarmos a coifa.

h)

para montagem de laminas definitivas e necessario deixar o material numa
cubeta cheia de vapores de alcool a 95% por uma noite. Depois mergulhar
em alcool a 95% para deslocar a laminula repetindo a passagem por  -duas

ou tres vezes, deixar secar e montar em Euparal.

-

Vo



03S:

a) fixar os primordios foliares e raizes no fixador Carnoy por 12 horas.
b) lavar em agua destilada duas vezes por 5 minutos.

c) colocar os primordios ou raizes no reativo de Schiff e deixar por 10

minutos.

d) lavar duas vezes em agua sulfurosa por 5 minutos e depois passar em agua

destilada.

e) transferir para alcool a 70% por 10 minutos a temperatura ambiente.

nesta etapa o material pode ser armazenado no refrigerador para poste

rior utilizacao.

f) fazer a coloragao de acordo com Tjio e Levan ou seja, pingar uma gota de
orceina acetica ou carmim acetico sobre a lamina, colocar o material e

*

aquecer levemente na chama da lamparina de alcool sem deixar ferver.

g) pressionar a laminula com o polegar (protegendo este com papel absorven -
te) a fim de tirar todo o excesso de corante, permitindo assim uma mace

racao homogenea.

h) para preparacao de laminas permanentes proceder como na tecnica anterior.

06.



- Reagao de Feulgen (adaptada para flores)

b)

d)

)

coletar o botao floral, com os botoes de diferentes tamanhos.

colocar os botoes de tamanho diferentes no fixador Carnoy de 6 a 12

horas.

transferir para alcool a 70% a temperatura ambiente.

dissecar os botoes dos maiores aos menores. Retire as anteras e veja

em que estagio do desenvolvimento se encontra.

Se encontrar graos de polen ou tetrades € porgue o botao ja esta
maduro. Va escolhendo em ordem decrescente e dissecando botao por

botdo, ate encontrar as celulas meristematicas.

. 5

faca a coloracao pingando uma gota de orceina acetica ou carmim ace

tico e proceda da mesma forma que na tecnica anterior.



26.01.81

27.01.81.

28.01.81
.

29/30.01.81

02/03.02.81

04.02.81

ATIVIDADES

- Contato com a Dra. IZONETE DE JESUS ARAUDJO AGUIAR, sobre a pos

sibilidade do treinamento.

Listagem do material necessario para o desenvolvimento da pes

quisa.

Coletamos pela manha o material (primordios foliares) no
C.N.P.S.D. e transportamos para o Departamento de Botanica do
INPA. A parte da tarde destinou-se a preparagao das solugoes

e do material a ser utilizado durante o treinamento.

Coletamos novos materiais (primordios foliares). Utilizamos en
tao o material coletado no dia anterior na preparacao de 10 l1a
minas no processo original da Reagao de Feulgen. A tarde prepa

ramos mais 10 laminas, pelo processo da Reacao de Feulgen nO 2.

Coletamos outro material (raizes) no C.N.P.S.D. e procedemos

da mesma maneira anterior.

Coletamos diversos botoes florais em diferentes estagios de de
senvolvimento no C.N.P.S.D. transportamos novamente para 0
Departamento de Botanica do INPA, onde trabalhamos na montagem

de 10 laminas utilizando a 22 Reacdo de Feulgen.



/

05.02.81] - Voltamos a trabalhar com os botoes florais so que utilizamos a

32 Reacao de Feulgen, onde, 10 laminas foram preparadas e ana

lisadas.
06.02.81 - Concluimos a pesquisa.
O0BS: Das 60 laminas analisadas somente 5 apresentaram a metafase, sendo

que: 2 laminas de primordios foliares, 2 de raizes e 1 de flores.



CONCLUSADO

- a - . ~ .+ e
Concluimos que a 1. tecnica da reagao original de
Feulgen nao nos proporcionou uma nitida visibilidade para que pudesse
mos assim fazer uma contagem precisa dos numeros de cromossomas, quan

do comparada a 22 e a 32 reacdo adaptada. A 22 reacdo prestou-se  me

Thor aos primordios foliares e raizes e a 3% para flores (graos de
polen).

Recomendamos a 22 reacao de Feulgen adaptada s
para contagem de cromossomas em primordios foliares e raizes, por

ser mais rapida e precisa assim como a 38 para contagem de cromossomas

em graos de polen.



