Fusao de protoplastos de Hevea hrasiliensis
Miiell. Arg. e Hevea pauciflora Miell. Arg. Estabelecimento de técnica.

Resumo

E descrita uma técnica para obtencdo de pro-
toplastos de folhas de Hevea, assim como um pro-
cedimento para determinar fusiio de protoplastos
de duas espécies,

INTRODUGAO

Os clonos mais produtivos de latex de
Hevea brasiliensis nao podem ser cultivados
como monocultura no Brasil devido a presenca
de um fungo, Microcyclus ulei, que infesta as
folhas novas e eventualmente causa a murcha
das mesmas. Na floresta amazodnica, o habitat
natural de Hevea brasiliensis, o fungo causa
danos limitados sendo que s6 existem umas
5-7 arvores da espécie por hectare. Estao
assim isoladas umas das outras e, conseqiien-
temente, parcialmente protegidas dos esporos
de M. ulei. Além disto, estas arvores predomi-
nantemente pouco produtivas sao relativamen-
te tolerantes a doenca. Em contraste, as arvo-
res mais produtivas de Hevea sdo mais suscep-
tiveis. Quando sédo plantadas préximas umas
das outras em plantagbes, esta caracteristica
facilita a dispersdo da doenga e diminui gran-
mente a viabilidade de produgdo em larga es-
cala de borracha nas Ameéricas.

Existem espécies de Hevea tolerantes ao
ataque por Microcyclus ulei. Hevea pauciflora
é um extraordinario exemplo disto. Porém,
esta espécie tem uma producdo de borracha
muito baixa. Cruzamentos entre Hevea brasi-
liensis e H. paucifiora poderiam ser consegui-
dos talvez, para tentar obter um hibrido resis-
tente & doenga e de alta produtividade. Esta
técnica, porém, é dificil por muitas razbes. As
principais destas s@o: os mecanismos de iso-
lamento e a segregagdo de cromossomos néc
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homélogos (que pode ser contornado com po-
liploidia) .

A nova técnica de hibridizacdo somética
através de fusdo de protoplastos pode possi-
velmente ser uma alternativa vidvel. Ja tém
sido obtidos hibridos somadticos nas Solana-
ceae (por exemplo Tomate x Batata), e ndo hé
razoes tedricas pelas quais nd@o possam ser
obtidos em outras familias. Assim, tém-se
iniciado, com o presente trabalho, pesquisas na
hibridizagdo somaética de Hevea.

MATERIAIS E METODOS
a. SOLUGAO NUTRITIVA

Para a cultura de protoplastos de Hevea é
utilizado o meio nutritivo completo T, descrito
por Bourgin et al. (1976). Sua composigédo é
a seguinte :

concentracio em g/l

Mianitol (OTND o ocnsmivinsvirisives i visis 127400
BECAIORE . i nvaiiin ese T e 20000
BRH MO Coaqissasidassesses sisissenians 825
BNOY,: s e s e S s 950
CaCL LD sivavinmirivivesiarenssiais siess 440
MeBSOLTHLO | e casaviiuesrsavrmeaiabin 185
BEEE TN, i s R SIS SR SRR 85
FRRION  iviiniieto o ivie s (o8 S0 s ot w38 o S s 1
FRBOL oo s samnvsnsmiem £np o veny sy 1
TAINCE. .o venmmanneramnansaney s yseesessis 0,1
1 Ty T~ NE—— 0,01
CUSDY .osmmnnmrsesmrmnmpsassrns sy inesmsn 0,03
L T P oo e, e e e o 0,03
INACLIBELCY o0 vl masmndsmas et Eh ek sa dnaa e 0,03
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Vitaniin® By . oco.r.sismsiverisnranisseises 1
Acido Naftalcno-acético ................... 3
Benzyl AEninB. ..o einasinsd i 3

Pe ivces 5 ml de solugéo “stock”, contendo:
5,57 g Fe, SO,. TH,O + 745 Na, EDTA até um litro
de dgua.

Nesta solugdo nutritiva os macro-elemen-
tos s@o os de Murashige-Skoog (1962) diluidos
a metade; os micro-elementos sdo os de Heller
(1953), onde o FeCl; é substituido por Fe EDTA
e as vitaminas sdo as de Morel e Wetmore
(1951).

b — MEIO DE MACERAGAO

Este meio estd composto de solugédo T, na
qual é omitida a sacarose e as enzimas apro-
priadas na proporgédo certa. Para Hevea brasi-
liensis o meio de maceragédo é composto das
seguintes substancias :

Celulase Onozuka R, (') . ....... 04 %
DEBEIRgE (2)! ... 0 vecvpnsehs siaa s 0,2 %
Macerozima Ry (') ... 0,08%

Para Hevea pauciflora o meio de macera-
¢do foi o seguinte :

Celulase Onozuka Ry .............. 03 %
i3 R T R 0,15%
Maceronlma Bz ..ot diaemiat i 0,06%

Os meios de maceragdo sdo inicialmente
filtrados através de papel de filtro comum e
logo esterilizados por filtragdo por meio de um
filtro miliporo de 0,25 pm. Estes meios estao
calculados para maceragdo durante a noite
como descrito por Chupeau et al. (1974) e sao
ajustados para obter maceragdo apropriada
para tiras de folha de Hevea (ver discusséo).

¢ — TECNICA DE OBTENCAO DE PROTOPLASTOS
DE HEVEA

Folhas jovens de Hevea séo esterilizadas
superficialmente por 15 minutos em uma solu-
¢do comercial de hipoclorito de sddio (QBOA)
a 10% a qual tem sido adicionadas 10 gotas
de um detergente liquido de uso doméstico
(Espuma Limao) para cada 500 ml de solugéo.
As folhas sé@o logo lavadas trés vezes com dgua
esterilizada. As folhas molhadas sé@o colocadas
sobre papeldo estéril e cortadas em tiras de
1 mm de largura com seis laminas de barbear
(gilette) igualmente espagadas umas das ou-
tras. Uma ferramenta em forma de "L" com
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sua parte horizontal coberta de borracha é
usada para segurar a folha quando as tiras sao
cortadas. As tiras sdo cortadas comecgando da
nervura central para as margens. As folhas
aderem melhor ao papeldo e sdo mais faceis
de cortar. Se a largura da folha, da nervura a
margem é maior que 4 cm, o excesso € tirado
com um bisturi. As tiras sdo entre 3 e 3,5 cm
de comprimento. As tiras sdo colocadas a flu-
tuar imediatamente em 10 mi do meio de ma-
ceracao em placas de petri de 10 cm de dié-
metro.

Apos pernoitar (14-16 horas) na tempera-
tura de laboratério (aqui em Manaus aproxima-
damente 24°C), as placas de Petri sao agitadas
suavemente com movimento rotario horizontal
para liberar os protoplastos.

d — CULTURA DOS POTOPLASTOS

Os protoplastos s@o pipeteados lentamente
das placas de Petri e colocados em tubos es-
téreis de centrifuga com tampa de rosca. Sao
logo centrifugados a menos de 100g (aproxi-
madamente 800 revolugdes por minuto) duran-
te 5 minutos. O liquido sobrenadante é trocado
por 10 ml de T, e os protoplastos postos no-
vamente em suspensao. Isto é repetido trés
vezes até que o meio de maceragdo esteja
diluido pelo menos 1000 X.

Quando sao desejadas culturas liquidas, 2
ml da suspensao lavada de protoplastos, con-
tendo aproximadamente 6 x 10° protoplastos
por ml sao colocadas em placas de Petri de
5 cm de diametro. A cultura sélida é obtida
misturando 1 ml da suspensao de protopiastos
com 1 ml de agar a 0,8% mantido a 45°C. As
culturas sdo mantidas a temperatura de labo-
ratorio (24°C) ou sujeitas as flutuagdes nor-
mais de temperatura da regiao Amazonica (que
variou entre 23 e 33°C durante nossos expcri-
mentos), sob luz difusa. Os exames para de-
tectar divisao celular sdo feitos apds quatro
dias.

e — DETERMINAGAO DE FUSAO INTERESPECIFICA
DE PROTOPLASTOS DE HEVEA

Os protoplastos das duas espécies de
Hevea sao indistingliveis uns dos outros. Para
poder determinar a fusao entre as duas espé-
cies é preciso ter um marcador. Neste caso,
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Fig. 1 — Protocolo de determinacio de Fusdo In-
terespecifica de Protoplastos de Hevea brasiliensis
e H. pauciflora,

um coranie vital, vermelho neutro € usado
como marcador para tingir os protoplastos de
uma das duas espécies. Glicol de Polietileno
(PEG 4000) é o agente de fus@o. A técnica ge-

Fusdo de protoplastos. .,

.

ral € uma modificagdo da usada por Erikson
et al. (1974). Estd ilustrada na figura 1 e de-
talhada a seguir.

Inicialmente as tiras de folha de Hevea bra-
siilensis e H. pauciflora sdo maceradas duran-
te a noite em suas placas de Petri respectivas.
As suspensodes de protoplastos resultantes sé@o
pipetadas nos respectivos tubos de centrifuga
e centrifugados a 70g por cinco minutos. Apés
decantar o liquido sobrenadante, os dois tubos
recebem tratamentos diferentes. Um ml de
T, € agregado ao tubo de H. brasiliensis e o
tubo é deixado a um lado até o momento de
fazer a fusdo. No tubo contendo os protoplas-
tos de H. pauciflora sdo colocados primeiro 5
ml de T, e logo 5 ml de uma solucéo de verme-
lho neutro a 0,1% . Os protoplastos sao leva-
dos a suspensdo agitando suavemente e dei-
xados por 15 minutos. O tubo € centrifugado
trés vezes a 70g por 5 minutos, cada vez com
decantagio, descartando o sobrenadante e adi-
cionando 19 ml de To. ApGs uma quarta centri-
fugacdo e decantagdo, somente é agregado 1
ml de To.

Os protoplastos das duas espécies estdo
agora prontos para iniciar a fusao. Para iniciar
fusdo, misturar primeiro os protoplastos dos
dois tubos e agregar 2 ml de PEG 4000 0.4 M.
Agitar suavemente e deixar por 20-30 minutos.
Lavar uma vez por centrifugagdo decantando e
adicionando 10 m! de To. Deixar por 15 minutos

.(a maior parte da fusdo ocorre nesta fase).

Lavar duas vezes por centrifugacao, decanta-
¢do e adicdo de 10 ml To. Examinar ao mi-
croscépio para determinar o grau de fusao in-
terespecifica. Se os resultados sé@o satisfato-
rios, repetir, omitindo o processo de coloraciao
para cultivar os produtos de fus@o.

DISCUSSAO DO METODO

Quanto mais novas forem as folhas, maior
sera o numero de protoplastos obtidos por gra-
ma de peso fresco de tecido @ uma concentra-
¢ao dada de enzimas macerantes. O tamanho
das folhas ndo é tomado como indicacdo da
idade fisiolégica das mesmas. Foliolos de
12-18 em de comprimento coletados no campo
de enxertos de 2 anos sdo escolhidos para
Hevea brasiliensis. Folhas de H. pauciflora nas
mesmas condigées tendem a ser muito maio-
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res. As folhas novas sdo flacidas e parecem
estar penduradas pelo peciolo. As folhas mais
maduras sao mais rigidas e dao menos proto-
plastos (tabela 1). Quando maduras sdo que-
bradigas e fazem o som caracteristico de vidrc
fino sendo quebrado quando sao cortadas em
tiras com laminas de barbear. A produgéo por
grama de peso fresco das folhas novas normal-
mente atinge 1 x 10° protoplastos nos meios
de maceragdao com as concentracdes de enzi-
mas escolhidas para Hevea. Aproximadamente
0,75 gramas de tiras de folhas sédo usadas para
cada placa de Petri de 10 cm de diametro.

A concentracdo osmdtica de manitol tem
que ser ajustada a idade fisioldgica das folhas.
Por exemplo, ainda se mais protoplastos séo
obtidos a 0,7 M que a 0,55 M, s6 a metade dos
protoplastos sao perfeitamente esféricos a
concentragédo de 0,7M. Esfericidade e lisura do
contorno comparados com forma e contornos
irregulares sao tomados aqui como critérios
para determinac@o de protoplastos sadios.

TABELA 1 — Quantidade de protoplastos por ml de
meio de maceragio em fungio da idade fisiolégica
das folhas.

Comprimento de relativa protoplastos

folhas rigidez por ml

18 cm fldcida 6 x 106
ligeiramente

18 cm rigida 35 =x 106

23 em flacido 2,85 x 106
ligeiramente .

20em rigida 2 x 10

Ndo ha uma concentragdo absoluta de en-
zimas que seja melhor em todas as situagoes.
As concentragbes maiores produzem mais pro-
toplastos. Porém, deve-se lembrar que as en-
zimas nao sao puras e podem assim apresen-
tar alguma toxicidade aos protoplastos.

A menor concentragdo de enzimas, que
produz um nimero suficiente de protoplastos,
deve ser usada. A figura 2 indica a relacdo
entre o nimero de protoplastos obtidos e a
concentragéo de enzimas do meio de macera-
cao. Aqui, a concentragdo de enzimas usada
por Chupeau et al. (1974) é usada como ponto
de comparagéo (IX).
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Pode-se ver que Hevea pauciflora produz
mais protoplastos por ml de solugdo de mace-
ragdo que H. brasiliensis e que o nimero de
protoplastos produzidos comega a diminuir 2
concentragdes de 4X para H. brasiliensis. As-
sim, escolhemos 4X para H. brasiliensis e 3X
para H. pauciflora, sendo que estas duas con-
centragdes dao respectiva e aproximadamente
o mesmo numero de protoplastos.

Para avaliar a eficiéncia relativa de cada
enzima no meio de maceragéo, as enzimas tém
sido testadas individualmente e em diversas
combinagdes. Os resultados sdo apresentados
na Tabela 2. A celulase, quando usada indepen-
dentemente, apresenta atividade muito baixa
Driselase, usada independentemente, é 13 ve-
zes mais ativa, mas em combinacéo estas duas
enzimas liberam quase 2/3 dos protopiastos,
quando comparado com uma mistura completa
de enzimas.
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Fig. 2 — Efeito da concentracio de enzimas de ma-
cera¢ao na producio de protoplastos de Hevea, A
referéncia (IX) é a concentragio usada por Chupeau
et al, (1974) para tabaco. Hb, H. brasiliensis; Hp,
H. {pauciflora.
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TABELA 2 — Papel sobre Hevea pauciflora de cada enzima na mistura usada por Chupeau et al, (1974) em
tabaco. A concentracio de referéncia é 3x, A eficiéncia é expressada como nimero de proloplastos obtidos

por ml. de meio de maceracio,

Enzima mg de enzima por 10 ml de T,
Cellulase 30 30 30 15 — -— 15 °
Driselase — 15 15 15 15 15 7
Macerozima — — 6 6 6 — 6
Nimero de pretoplastos/ml. 3,5% 108 5%106 | 6,8x105 | 6,3x108 | 4,6%106 | 47x106 | 3,1x10¢
Uma terca parte da atividade de maceragéo SUMMARY

é devida a agao da Macerozima. Reduzindo-se
a metade a concentracdo de celulase ou drise-
lase, reduz-se consideravelmente a eficiéncia
da mistura. Assim, as proporgdes relativas de
enzimas usadas por Chupeau et al. (1974) em
folhas de tabaco s@o também vaélidas para
Hevea e s6 a concentragcdo das mesmas tem
que ser aumentada.

A fusd@o de protoplastos de Hevea néo apre-
senta grandes problemas ja que obtivemos en-
tre 7,5 x 10° e 1,12 x 10* fusdes por ml, o que
equivale a um indice de fusdo de entre 10 a
15% . Percentagens idénticas foram encontra-
das por Kao & Michayluk (1974) e Erikon et al.
(1974) . Eles consideram esta percentagem de
fusdo como sendo de alta frequéncia. Sendo
que temos obtido divisdo celular em protoplas-
tos individuais de Hevea tanto em cultura li-
quida quanto sélida, e sendo que Hevea apre-
senta um grande potencial para regeneragio
celular em enxertos, as perspectivas de obter
regeneragdo de plantas completas a partir de
produtos de fusdo parecem ser uma meta al-
cangavel .
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Fusio de protoplastos. ..

A technique for obtaining protoplasts from
Hevea leaves is described together with a procedure
to ascertain the fusion of the protoplasts of two
species, Hevea brasiliensis and H, pauciflora,
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