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_ INVESTIGACOES PRELIMINARES SOBRE A DUPLICACAO
7~ DO NGMERO DE CRGMOSOMIOS DA SERINGUEIRA —
, ©  HEVEA BRASILIENSIS MUELL. ARG. — PELA ACAO
A : DA COLCHICINA | -



I — INTRODUCAO

A selecio da seringueira, na regido compreendida pela
Bacia Amazodnica, oferece uma série de problemas, bastante
complexos — e alguns bastante sérios sob o ponto de vista
econdémico — que, comumente, ndo ocorrem em trabalhos dessa
natureza, quando efetuados em outras regibes, ou com outras
"plantas. Podemos assegurar que é mais simples o problema
- de selecionar a seringueira na malaia, ou em Java, do que na
Amazdnia, como também é mais simples obter, por selecio,
cafeeiros de alta produgdo que seringueiras de grande rendi-
mento em borracha seca.

Dissemos que é mais simples o problema, no Oriente, por-
que 14 nfo ocorre a mais grave doenca que ataca essa planta,
a conhecida “Moléstia das Folhas” ou “South American Leaf
Disease”, causada pelo fungo Dothidella ulei.’ Tal moléstia, na
Amazonia, como também em varios outros paises da ‘América
do Sul e América Central, ataca a seringueira num carater tao
sério, com tamanha viruléncia, que constitie o problema n.° 1
dessa planta; assim, enquanto no Oriente é possivel se pensar
em selecionar a seringueira, levando-se em conta nas plantas
observadas, unicamente sua alta produtividade de latex e ca-
racteristicas correlatas, aqui na Amazdnia, necessario se torna,
preliminarmente;, escolher plantas que resistam apreciavel-
mente ao ataque da referida moléstia e, depois, entre estas,
selecionar as de alta produgdo. Niao é possivel se pensar em
selecionar, levando em conta somente os fatores da producio,
e isso torna o problema muito mais complexo e de mais difieil
solucao.

Por outro lado, dissemos ainda, ser mais simples selecionar
o cafeeiro (dando como exemplo a planta que sempre serviu
de esteio econdmico da Nagéo), pelo fato do cafeéiro comegar
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a produzir no 3!° ano dé vida e ja com 6 anos de idade ter for-
necido dados de producio suficientes para se conhecer seu va-
lor, como planta econdmica. Enquanto isso, de um modo geral
e pratico, a seringueira exige pelo menos o dobro desse tempo,
isto é, come¢a a produzir aos 6 anos e sio necessarios outros
tantos, de observacdo sbébre sua producdo, para se ter uma
idéia mais ou menos exata de seu valor comercial.

Verificado esse ponto, um problema se deparou aos inves-
tigadores. Como reduzir 6 tempo necessario para se conhecer
si esta seringueira tem maior capacidade de producdo que
aquela? Varios meios foram idealizados e experimentados. c.
sob o ponto de vista cientifico, o trabalho mais interessante e
promissor que foi realizado tem por base o estudo anatomico
da casca da seringueira. ' :

Gunnery (1)*, num programa de investigacoes relativo
a fisiclogia da producao do latex, na seringueira, fez um estudo
s0bre a estrutura dos tubos crivados e dos vasos latiferos exis-
tentes na casca da seringueira, ao mesmo tempo que estudou
a correlacio existente entre essas estruturas e a produgdo de
latex. Apés um grande nimero de observagdes, chegou as con-
clusées que traduzimos adiante, tiradas do sumario do seu tra-
balho\publicado no “Journal of the Rubber Research Institute
‘'of Malaya” (i°)‘: '

“Sumario.

I

1 — £ descrita uma investiga¢do sdbre a estrutura ana-
témica do complexo tubos crivados vasos latiferos da casca
de Hevea brasiliensis. .

“2 — Foram encontrados dois tipos extremos de tubos
-erivados. ! ]

“3 — Nas plantas com baixa capacidade de producio, os
tubos crivados, de pequeno didmetro, estio associados a vasos
latiferos finos. Tubos crivados de grande diametro, estdo
associados, a vasos latiferos grossos, e todas as plantas de alta
capacidade de producdo, que foram examinadas na presente
investigacdo, possuem tubos crivados e vasos latiferos desse
tipo.. ;

* Os nGmeros em itdlico referem-se 3 literatura citada no fim do trabalho.

<
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‘“4 — A presenga de um tipo constante de tubos crivados
em todas as partes da planta e a demonstragdo do adiantado
desenvolvimento dos tubos crivados na casca- de hastes de
plantas com um ano de idade, pem'ute uma imediata anélise
qualitativa da populagio mixta de seedlmgs jovens e sugere
um meio pelo qual os individuos de baixa produtividade po-
dem ser desde logo eliminados (at a very eafly stage)”.

- Ag possibilidades que o trabé,lhq de Gunnery abrem para

o geneticista, para o especialista na selecio da seringueira, sio

enormes e a leitura de suas observacdes ndo poderia deixar de

chamar nossa aten¢do para-o assunto, uma vez que, desde Ja-

neiro de 1942 até Agosto de 1944 a Seccio de Melhoramento

de Plantas do Instituto Agronomlco do Norte, esteve a nosso
: cargo. :

Ent're centenas de milhares de serlnguelras plantadas de
semente, observamos, selecionam-se umas - poucas plantas que
se mostram bastante resistentes & “Moléstia das Folhas”. Para
dar um exemplo: selecionamos pouco mais-de 400 plantas, den--
" tro daquele periodo citado — tidas como resistentes & “Molés-
tia das Folhas” — de um total de mais de.750.000 seedlings de
seringueira plantados ,em Belém, e examinados para aquele
fim. Dessas selecOes’ primérias, fruto de unicamente um ano
de observacdo (as selecdes primérias sdo feitas normalmente
em viveiros com um ano de idade), j4 no segundo ano.de obser-
vagdo individual, cerca de 50% mostrou-se mais susceptivel
4 moléstia que no primeiro ano; no 8.° ano, outras plantas tam-
bém mostraram néo ser tao resistentes como a principio se su-
" punha e, finalmente, néo restardo talvez 256% das selecoes pri-
mé.rias' feitas, essas, porém, realmente com alta resisténcia ao
ataque da Dothidella ulei. Por esses dados vé-se que podemos
contar com aproximadamente 100 a 120 ‘“selecbes resistentes™
para cada grupo de 1.000.000 de seedlings observados. Obtido
esse conjunto ‘de plantas resistentes, serd estudada sua produ-
tividade e, finalmente, selecionadas dentre elas as que real-
mente sejam de alta producio, obtendo-se, assim, clones de
alta resisténcia 4 “Moléstia das Folhas” e de grande rendi- .
.mento em latex. - ‘
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Entretanto, com a eliminagio das plantas susceptiveis ao.

fungo, nio teriam também sido eliminadas as plantas com
maior capacidade de producio? Provavelmente sim, pois é 16-
gico se supor ser:mais facil encontrar uma planta de alta pro-
ducdo, entre um grupo de um milhdo, do que num grupo de
unicamente cem, e nada prova que a alta produtividade esteja
correlacionada positivamente com a alta resisténcia a “Molés-
tia das Folhas”. Antes, pelo contrario, o que se tem notado
(porém falta comprovar) é que, no geral os clones de mais alta
resisténcia & moléstia, sdo de média ou baixa produgﬁo, en-
quanto que os de mais alta produtividade sdo extremamente

susceptiveis & Dothidella ulei. Exemplificando: a maioria dos -

clones resistentes, selecionados pela Companhia Ford Industrial
do Brasil, das séries B e F, e altamente resistentes 4 moléstia,
é de baixo ou médio rendimento em latex. Um ou outro clone
resistente tem mostrado fendéncia a uma alta produtividade,
como, v.g., F-1620. Por outro lado, quasi sem excepgdo, todos
os clones importados do Oriente, e conhecidos como os de mais
alta capacidade de producdo, sdo extremamente susceptiveis a
“Moléstia das Folhas” a ponto de ndo ser possivel sua cultura,
por enxertia simples, sendo necessiria uma segunda operagao,
de sobre enxertia (top-working), com um clone de alta resis-
téncia aquela moléstia. Por exemplo, sdo intensamente ataca-
dos pela doenca: TJ-1, TJ-16, PB- 86, PB-186, WAR-4, etc,,
porém, em Belém, excepcionalmente, tem se mostrado bastante
resistente o clone AV-1301, também um dos reconhecidamente
de maior re'ndimepto em latex. :

Ora, si pelo caminho que trilhamos, em nossos trabalhos
de selecdo, podemos obter e obtemos um grande nimero de
clones de alta resisténeia ao fungo, porém, de baixa produti-
vidade, forcoso é concluir que tais clones tenham, na casca,
tubos crivados e vasos latiferos de pequeno didmetro, de acdrdo
com o que foi estabelecido pelo trabalho de Gunnery (19).

Nio seria possivel obter plantas de maior rendimento, par-
tindo-se desses clones, aumentando-se artificialmente o dia-

metro de seus tubos crivados e vasos latiferos? Imediata-.
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mente nos veiu a resposta: sim, pela agio da colchicina, du-
plicando o ntiimero de cromosomios dessas seringueiras.

II — A COLCHICINA NA DUPLICACAO DO NUMERO DE
CROMOSOMIOS DE PLANTAS. ALTERACOES MORFOLO-
GICAS EM PLANTAS POLIPLOIDES

Levan (12) descrevendo seus trabalhos relativos & acdo da
colchicina em raizes de Allium fistulosum e A. cepa, referindo-
se a hipertrofia observada nos orgaos tratados, diz: “As mes-
mes células que no principio continham 16 cromosomios foram
‘adaptadas para conter 500 ou 1.000 cromosomios®.

Mendes (%) conseguiu. duplicar o niimero de cromosomios
do cafeeiro (Coffea arabica L., 2n=88 cromosomios. O mesmo
autor, também pela acdo da colchicina, obteve plantas com
on=52 cromosomios, partindo de algodoeiros com 2n=52 (G.
hirsutum). Esse autor cita que “a tetraploidia em uma espécie
comumente diploide é muitas vezes acompanhada por uma mul-
tiplicacio das partes florais, tornando as flores muito mais
atrativas; os frutos aumentam de volume; as folhas tornam-
se carnudas e grossas”

Noguti et al. (*), trabalhando com o tabaco, observaram
que as plantas tetraploides, obtidas pelo tratamento com a
colchicina, eram mais robustas e apresentavam folhas mais
grossas e de um verde mais escuro, com estomatos e células
epidermais maiores, que no caso das plantas normais. O na-
mero de estomatos observado era inferior nas plantas poliploi-
des que o observado nas diploides.

Sando (1) pela acdo da colchicina em trigo sarraceno
(buckwheat) observou que os tetraploides obtidos apresenta-
vam a haste principal 33% maior em didmetro, as folhas mais
irregulares em suas margens, mais grossas e 60% maiores em
diémetro do que nas plantas normais. Também o pollen, as flo-
res e sementes se apresentavam apreciavelmente maiores que
os de plantas normais. _

Franco () estudou a relacido existente entre o ndmero de
cromosomios e os estomatos das folhas de Coffea spp., lan-
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- cando méo de uma colecfo de varias espécies e variedades desse

género, existentes no Instituto Agrondémico do Estado de S.
Paulo, em Campinas. O citado autor contou o nimero de ésto-
matos e, também, mediu seu tamanho, em folhas colhidas de
plantas, que anteriormente, ja haviam sido estudadas citolo-
gicamente, e das quais j4 era, portanto, conhecido seu numero
de cromosomios. A série estudada incluiu plantas com 2n=22, -
2n=33, 2n=44, 2n=66 ¢ 2n=88 cromosomios e, finalmente, o
autor concluiu que “The number of stomata in Coffegz decreases
as the number of chromosomes increases”.

Smith (%) em tabaco tratado pela colchiciha, observou
que nos autotetraploides de Nicotiana tabacum, N. rustica e

N. glauca as folhas eram menores e mais grossas, com esto-
matos maiores que nas plantas diploides.

Graner (%) trabalhando com Petunia obteve, pela acdo da
colchicina, plantas tetra e octoploides, a partir de plantas di-
ploides, e se refere ao fato de ter observado uma planta “com
folhas muito mais grossas e mais enrugadas”. Faz mencio,
entretanto, ao fato de nféo ter podido separar as plantas tetra-
ploides, utilisando-se de observacoes sobre o tamanho do calice,
pois algumas plantas tetraploides tinham célice de menor fa-
manho que outras simplesmente diploides, que serviam de con-
trole. Também, nesse caso, o tamanho do- grio de pollen nio
serviu de indicador para as plantas 4n, o autor aventando a
hipétese, porém, de ter havido mistura de tecidos di- com tetra-
ploides. Em virtude dessas observacdes, o autor diz “Apezar
de termos selecionado, como fornecedores de sementes para
estas experiéncias, plantas de um lote bastante grande, onde
todos os individuos apresentavam bons caracteristicos de plan-
tas diploides, principalmente com relacdo ao cilice, esta linha-
gem tinham ja nos seus ancestrais plantas com muitos carite-
res tetraploides, sendo porém diploides. A falta de correlacdo
entre alteracbes morfolégicas e o nlmero 4n de cromosomios
encontrada pode por isso ser em parte atribuida a &ste fato e,
infelizmente, no momento de realizarmos as nossas experién-
cias nio dispunhamos de material melhor”.
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Graner (%) tratou a mandioca pela colchicina, sendo o tra-
balho feito com a variedade “Vassourinha Paulista”. Nessa
p_i]bli_cagéo o autor niao revelou o niimero de cromosomios obser-:
vado nas plantas tratadas, porém.fez um estudo estatistico do
tamanho dos estomatos das folhas de plantas tratadas com a
colchicina e daqueles de folhas de plantas nio tratada's",, e pelos
resultados obtidos com essa anilise separou as 31 plantas exa-
minadas em 3 grupos distintos, de acoérdo com o tamanho de
seus estomatos, e concluiu: “4 — Conforme esta anilise preli-
minar e segundo a correlacio entre nimero de cromosomios e
tamanho dos estomatos que se tem verificado para outras plan-
tas, pensamos ter separado um grupo de férmas poliploides,
provavelmente tetraploides”. Um dos grupos das plantas estu-
dadas por Graner tinha a seguinte média para o maior didme-

tr_o dos’ estomatos, v=40,7 micra, enquanto o grupo 'de plantas

controle tinha v=29,2 micra. Pela acdo da colchicina, portanto,
foi obtido um aumento no tamanho dos estomatos.

Dermen (3) referindo-se & a¢io da colchicina em plantas
diz: “Cell division into sister cells is prevented by specifically
affecting the mechanism of division, while the chromosomes,
genetically the most important constituents in the cells con-
tinue to develop. They split into sister -chromosomes, ‘but
remain together and together go through the nuclear phase.
In consequence, chromosomes are doubled in number and the
affected cells grow proportionately. The processes- of such an
increase in number of chromosomes and cellular increase in
general may continue as long as the material is exposed to
colchicine, and result in enlarged cells.with huge chromosome
numbers. This continues until some other factors intervene
- and limit the growth (p..606)”. !

Diseutindo a poliploidia, Dermen (3) ainda diz: “Poly-
ploidy, being defined as chromosome doubling, is best deter-
mined by choromosome counts. Such determination is greatly
facilitated by speed methods, and must still be used as a final
method of examining plants that are believed to be polyploid.

“YThere are a number of characteristics that generally
express polyploidy and are usually .associated with it. One
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major characteristic involves change of size: another, changé
in shape, of plant parts, such as leaves, fruits, etc. There are
measurable changes that are used in selecting colchicine-affect- -
ed plants or parts of plants from those unaffected.

“There is ordinarily a correlation between nuclear volume
and cell volume. Thus, if the volume of the nucleus is changed
following chromosome doubling the volume of the cell would
‘also change. Often with the change of volume a change in the
dimensions of cells occurs, which with a change in size may
become apparent in some plant parts, such as leaf flower, fruit,
seeds, ete.” (p. 622). '

O mesmo autor acima citado (®) mais adiante di: “The
chromosome duplication may result in one of at least three
types of tetraploids: . (1) There may occur an appreciable in-
crease in size of each vegetative cell in the tetraploid individual,
while the total number of cells making up the plant remains
relatively the same as in the diploid form; consequently the
tetraploid plant appears larger than the diploid individual.
Most of the changes following polyploidy appear to fall into
this category. (2) An increase in cell volume may follow a
doubling of chromosomes, but thex;é may be a decrease in the
total number of cells making up the tetraploid plant; therefore
the tetraploid individual will not appear different from the
diploid (4). (8) The doubling of chromosomes may not have
any effect on the size of the cells. The polyploid individual
remains indistinguishable, except probably in sexual and in
some obscure physiological behavior” (pp. 623-624).

Mendes (') referindo-se ao algodoeiro, discutindo os re-
sultados obtidos diz: “The different shape, the larger size, and
consequently the increase weight of the seeds are to be inter-
preted as results of the influence of the octoploid mother plant.
The gigantism of the vegetative organs, found in other known
polyploids, has not been found in octoploid Gossypium?”.

Dermen & Bain (4) determinaram o tamanho dos estoma-
tos em seedlings de “cranberry”, tratados pela colchicina, e
- adotaram o critério de considerar poliploides aqueles que apre-
sentavam estomatos maiores que os observados em plantas nao
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tratadas. Seis variedades comerciais foram tratadas pela col-
chicina e em cinco delas “polyploidy effect was discovered by
estomatal examination”.

, . Dermen et al. (%) dizem que: “Colchicine, a poisonous
medicinal chemical, has been used since 1937 in plant breeding
work to produce changes in plants by doubling the number of
chromosomes in cells, a condition referred to as polyploidy.
The increased number of chromosomes usually brings about
an increase in size of the affected cells and various degrees
of changes in their funmctions. In contrast with the normal
plants, these developed by colchicine treatment often show
changes in helght and width; in thickness of branches; in size,
shape and texture of leaves, flowers, fruits and seeds in fer-
tility of flowers; and in physiological responses”

Apbs esse rapido estudo bibliografico (reférente unica-
mente a uma parte dos trabalhos -que citam resultados obtidos,
na duplica¢io do nimero de cromosomios de plantas, pela acio-
da colchicina), de obras publicadas até 1941, verificamos que,
de fato, pode-se esperar um aumento no tamanho das células
. de plantas, quando tratadas pelo referido alcaléide.

_Ora, tendo Gunnery (1°) observado que a produgéo de latex,

na seringueira, estava correlacionada positivamente com um

. grande didmetro dos tubos crivados e vasos latiferos, e consi-
derando que um tubo crivado, ou um vaso latifero, nada mais

é que uma sucessio de células, e, verificando ainda pela anilise

bibliogréafica feita que, com a duplicagio do nimero de cromo-

somios, obtida pela ac¢do da colchicina, obtem-se um aumento

-geral no tamanho das células da planta tratada, concluimos que
a duplicacdo do nimero de cromosomios de seringueiras sele-

cionadas -¢omo altamente resistentes a “Molestla das Folhas”

(porém recon_hemdas como, de baixo rendimento em latex) de-

veria acarretar um aumento na sua capacidade produtora de

latex, provavelmente sem diminuigdo alguma na sua resistén_-/'

cie ao ataque do fungo causador da mencionada moléstia.

Diante disso, demos inicio a investigacbes sbbre a maneira de

obter a esperada duplicacdo do niimero de cromosomios na se-
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ringueira. Os resultados dessas 1nvest1gagoes prehmmares sio
apresentados nesta pubhcagao

III - 0 NUMERO DE CROMOSOMIOS NO GENERO HEVEA

- Sob o ponto de vista citolégico, o género Hevea'ainda esta
muito pouco estudado e, até ha alguns anos atras, praticamente
nio havia sido feita investigacio alguma sobre o assunto.

Heusser (1) fez observagdes superficiais sdbre a meiose
em Hevea brasiliensis, quando estudou os -orgéaos reprodutlvos
dessa especle como trabalho basico para um programa. de cru-
zamentos, com fins de melhor aumento. Nesse trabalho Heusser
sempre apresenta figuras meioticas com 8 cromosomios. E
interessante se notar que, até hoje, nenhum outro autor poude
encontrar seringueiras com nimero tdo baixo de cromosomios.

Mpuitos anos se passaram, sem que aparecésse na literatura
trabalho algum soObre a citélogia de Hevea, quando em -1931,
Bangham (%) publicou um pequeno artigo, cujo tema foi o nii-
mero de cromosomios em Hevea. Esse autor estudou quatro
espécies: Hevea brasiliensis Muell. Arg., H. collina Huber, H.
guianensis Aubl. e H. spruceana (Benth.) Muell. Arg., tendo
nelas encontrado 2n=34 cromosomios. Como contraprova estu-
dou a meiose em H. brasiliensis -encontrando n=17 'c'romoso-
mios. :

Assim, surgiu uma divida quanto ao nimero bésico do
género, pois a contagem de Bangham entrava em conflito com
0 numero obtido por Heusser.

Coube a Ramaer (18) ‘elucidar a questéd,' com um 6timo
estudo publicado em “Genetlca”. Esse autor fez uma investi-
gacio que podemos considerar como bésica para qualquer outro
trabalho que se queira efetuar sobre a mesma questdo. Alias,
antes da execugdo desse estudo, esse autor esteve trabalhando,
durante varios anos, no Oriente, em investigacgoes ligadas a cru-
zamentos artificiais da seringueira, surgindo dai seu interesse
pelo assunto, principalmente pelo fato de ter encontrado algu-
mas formas com polen degenerado. Um .estudo preliminar mos-
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trou que um engano deveria ter havido no trabalho de Bangharh
e, diante disso, resolveu o autor levar a efeito uma investiga-
¢do citolégica mais completa, a qual foi em sua maioria exe-
cutada no Laboratério Boténico de Utrecht, com material le-
vado do Oriente e, também, com material recebido de Surinam
e do Brasil. Ramaer estudou citologicamente Hevea brasiliensis
Muell. Arg., H. spruceana (Benth.) Muell. Arg., H. guianensis
Aubl., H. collina Huber e, ainda, hibridos de H. colinna x H. bra-
siliensis e H. spruceana x H, brasiliensis. Para todos os casos
Ramaer encontrou n=18 e 2n=36 cromosomios. De nenhuma
maneira poude esse autor concluir, pelas suas investigacGes,
que o ntimero 18, apesar de bastante alto, pudesse deixar de ser
o niimero bésico para Hevea, pois poder-se-ia supor se tratasse
de diploidia (sendo n=9) ou triploidia (sendo n=6), mag isso

e maneira alguma poude ser provado. ‘Assim, concluiu o autor
que o nimero haploide € 18 e que no tecido sematico foi encon-.
trado o niimero diploide 2n=86 cromosomios.

3

Perry (1) fez um estudo citoldgico bastante amplo dentro
‘da familia Euphorbiaceae, tendo éle préprio feito contagens em ~
tecido somatico de H. brasiliensis Muell. Arg., H. spruceana
(Benth.) Muell. Arg., encontrando 2n=386 cromosomios. En-
tretanto, analisando os: trabalhos de outros autores, (Heus-
ser, 1919, Bangham, 1931 e Ramaer, 1985) concluiu de maneira
diferente déste Gltimo autor, considérando que as espécies es-
tudadas, com n=18 cromosomios devem ser tetraploides. Suas
conclusGes sdo: “Ramaer considered 18 as the basic number
for Hevea. However, he pointed out that this is a rather high
basic number; and that only a few plants have a similar basic
number, e. g. 19 in Salix and 17 in Pyrus. In the study of par-
tially or totally'male sterile forms and hybrids of H. spru-
ceana x H. brasiliensis (Ramaer, 1985) meiosis was'often irre-
gular and multivalent associations frequent. Ramaer pointed
out that the occurrence of multivalents might be an indication
of polyploidy. The writer 'would consider the species of Hevea
with n=18 to be tetraploid on the basis of the knowledge of
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chromosomal relationships in the Euphorbiaceae as a whole,
the observations of Heusser (1919) and the presence of multi-
valents in meiotic material studied \by Ramaer™.
Paddock (%¢) \conto_u 0 ntmero de cromosomios em pontas
. de raizes de Hevea brasiliensis Muell. Arg. cultivadas de se-
.mentes recebidas da Liberia, Africa, obtendo sempre 2n=36
cromosomios. Esse autor diz: “Since Perry’s suggestion that
species of Hevea with n=18 are tetraploids is probably correct,
it is to be expected that colchicine doubling will not produce
plants of commercially advantageous yielding capacity. Studies
of 'series of polyploids produced experimentally in various
general indicate that -tetraploidy is the optimum level. It
aparently is possible to test this expectancy by the colchicine
— induction of deubled chromosome number. Current pre-
liminary experiments by the writer show that Hevea plants
do produce ‘what appears to be mixoploid tissue after rather
severe applications of the drug (stem tips 1mmersed in 1,0%
aqueous solution for 24 hours) ”.

Noé6s fizemos varias contagens de cromosomios em tecido
somatico de Hevea spp., seguindo uma técnica de Baldwin (1)
. algo modificada, a qual vai detalhadamente exposta em outro
capftulo. Em. Hevea brasiliensis sempre encontramos 2n=36
cromosomios, quer em plantas cultivadas a partir de sementes
colhidas em vArias regides da bacia do rio Amazonas, quer em
enxertos de clones importados da.Cia. Ford Industrial do Bra-
zil, em Belterra (rio Tapajoz), de Costa Rica e do Oriente (no
‘capitulo apropriado é apresentada uma relacio do material exa-
minado). N
Assim, de acdrdo com os resultados obtidos, até o presente,
0 que se sabe a respeito do niimero de cromosomios no género
Hevea é o que se encontra apresentado no quadro I, dade a
seguir:
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QUADRO I — NUMERO DE CROMOSOMIOS NO GENERO HEVEA

ESPRCIE \ | n| 2n| AUTOR

Hevea brasiliensis Muell. Arg. ......... 8 — | Beusser, 1919
1 34 | Bangham, 1931
' : 18 36 | Ramaer, 1935
= _ — | 36 | Perry, 1943’
- : " — | 36 | Paddock, 1943
— 36 | Mendes

Hevea spruceana (Benth.) Muell. Arg. .. | — 34 | Bangham, 1931
) | 18 | 36 | Ramaer, 1935
— 26 | Perry, 1943
— 36 | Mendes

Hevea guianensis Aubl. ................ | — | 34 | Bangham, 1931
: 118 | 36 | Ramaer, 1935

Hevea collina Huber ................... — 34 | Bangham, 1931
' 18 | 36 | Ramaer, 1935

H. spruceana x H. brasiliensis ........... 18 | 36 | Ramaer, 1935

H. collina x H. brasiliensis .............. 18 | 36 [ Ramaer, 1935

IV — TECNICA PARA A CONTAGEM DE CROMOSOMIOS
EM TECIDO SOMATICO DE HEVEA

- Para o caso de nossos estudos, necessario se tornou fazer
contagens de cromosomios em tecido somético, pois nZo nos
seria possivel esperar pelo florecimento de varios clones de se-
ringueira (com os quais desejavamos trabalhar) recentemente -
introduzidos no Instituto Agronémico do Norte, para, entdo,
dar inicio ao trabalho. A seringueira florece, quando plantada
de semente, com 5 a 6 anos de idade, algumas plantas ainda
mais tarde, havendo, entretanto, plantas mais precoces, como

\
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uma, por exemplo, que vimos florecer pela primeira vez quangié
tinha apenas 2 1/2 anos de idade. Quando enxertada, o flore-
cimento se d4 com 3 a 6 anos, raramente se encontrando plan-
tas que florecem com 2 anos apds a enxertia.

Nao poderiamos esperar examinar -pontas de raizes de serin-
gueiras, pois pretendiamos trabalhar principalmente com plan-
tas propagadas vegetativamente, por meio da enxertia. Assim,
resolvemos adotar a técnica recomendada por Baldwin (), que
recomenda estudar cromosomios de certas plantas examinando
folhas jovens e fazendo as preparagdes por meio de uma técnica
de Warmke (?!), devidamente modificada. ;

Para o caso da seringueira adotamos a seguinte técnica,
com resultados verdadeiramente surpreendentes: ;

1 — Folhas novas, com 10 a 15 mm. de comprimento, sdo
colhidas com uma tesourinha e imediatamente lan¢adas num
tubo contendo fixador de Carnoy preparado na seguinte pro-
porcao: cloroférmio, 3 partes, alcool absoluto, 2 partes e acido
acético glacial, 1 parte. Nesse liquido as folhas podem ficar
de 5 minutos até varios dias, sem prejuizo algum para os re- _
sultados obtidos. (Em certos casos deixamos as folhas nésse "
fixador durante até duas semanas, antes de mampula-las,
sempre obtlvemos prepara.goes bastante boas com o material .
assim tratado)

2 — Num vidro de relégio (devidamente coberto para evi-
tar que os vapores do Acido prejudiquem o material existente
no Laboratério) ou num pesa-filtros, colocamos uma pequena
quantidade de uma solucdo preparada com 3 partes de HC1
concentrado e 4 partes de alcool a 95%. As folhas, anterior-
mente fixadas, sdo transferidas para essa solucdo, onde per-
manecem exatamente 1 minuto. (Uma solugio contendo HC1
concentrado e alcool a 95% na proporcdo de 1:1 abrevia o es-
paco de tempo em que o material deve nela permanecer para
30 a 40 segundos; da mesma forma, uma solucio preparada
na propor¢do de 1:2, prolonga esse tempo para mais de 2 mi-
nutos). ;
3 — Da soluc¢éo alcoolica de acido clorldrlco as folhas vol-
tam para o fixador de Carnoy. Si se vai fazer exame do mate-

A
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rial imediatamente depois, pode o tecido voltar para o mesmo
fixador anteriormente usado, af permanecendo pelo menos
10 minutos. Caso contrario, é conveniente passar o material
para esse fixador, deixa-lo ai durante uns 3 a 5 minutos (para
lavar o excesso da solucio anterior) e, em seguida,~passa-lo
para um novo tubo contendo fixador ainda nfo usado. Nesse
‘tubo o material poderad ser conservado até duas semanas, sem
maiores inconvenientes. Quando se desejar conserva¢io por
maior espaco de tempo, o material deverd ser entdo transfe-
rido para alcool 70%. ;

4 — Preparar material para exame microscépico, com
aceto-carmim-férrico, da maneira usual, tendo o cuidado de dei- -
xar de lado a nervura principal da folha. Nés temos usado,
com bons resultados, a seguinte marcha: um pequeno pedaco
do limbo da folha é transferido para uma lamina, e sobre éle
langamos um pequeno excesso de aceto-carmim-férrico; passa-
mos a/Jdmina umas 3 ou 4 vezes s6bre uma chama de alcool,
removemos o tecido para a orla do-corante, com um pedaco de
mataborrio enxugamo-lo quasi totalmente, empurramos o te-
cido para o lado oposto, acabamos de enxugar o corante e entio
lancamos uma nova gota de aceto-carmim-férrico sébre o ma-
terial. 'Com um pequeno escalpelo comprimimos o tecido de
modo a comegar a se desagregar. Passamos uma laminula duas
vezes por uma chama de alcool e colocidmo-la sébre o material
e, com o fundo de um lapis, ou instljgmentd semelhantemente
macio, aplicamos suficiente pressao para que todas as células
se soltem e fiquerh numa Unica camada; enxugamos O eXcesso
de carmim, que se espalhou pelos bordos da laminula, passamos
2 lamina, mais uma ou duas vezes, pela chama de alcool e a
. preparacdo estd pronta para ser examinada ao microscépio.
No geral, a preparacdo estd em seu ponto 6timo, para exame,
com 24 a 48 horas depois de terminada. Para evitar a entrada
de ar, Jutamos os bordos da laminula com vaselina, lanolina,
parafina, ou qualquer outro lutante. Em certos casos temos.
podido ainda examinar ldminas assim manipuladas, com rela-
tivo sucesso, mais de quinze dias depois de preparadas.
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V—A APLICLACAO DA COLCHICINA NA DUPLICACAO
DO NUMERO DE CROMOSOMIOS DA SERINGUEIRA

No Instituto. Agrondmico do Norte fizemos varias expe-
riéncias com o fito de verificar de que maneira se poderia apli-
car a colchicina na seringueira, para a obtencdo de plantas po-
liploides. Esses ensaios sdo adiante resumidos., Antes, porém,
ndo podemos deixar de mencionar que, ndo. dispondo, a princi-
pio, de colchicina, enquanto esperavamos que chegasse dos
U.S.A. a quantidade por nés encomendada, recorremos ao en-
-genheiro agronomo Antonio José Teixeira Mendes, Chefe da
Secddo de Citologia do Instituto Agrondémico do Estado de S.
Paulo,' em Campinas, que graciosamente nos cedeu 3 gramas
de alcal6ide, para o inicio dos nossos trabalhos.

1.° ENSAIO

A 1.2 experiéncia foi iniciada a 23 de Novembro de 1942.
Para esse fim nos utilisamos de 12 seedlings ilegitimos de
PB-86, com aproximadamente 6 meses de idade, plantados em
pequenos cestos e mantidos a meia sombra. Usamos uma so-

lucdo aquosa de colchicina a 1%, que era diretamente aplicada .

por meio de um contagotas, numa gema da planta, anterior-
mente escolhida (apical ou lateral, dependendo do estado de
- desenvolvimento dessa gema). Sempre aplicAvamos unica-
‘mente uma gota, mas huando esta escorria, nio deixando mo-
lhado o lugar da aplicacdo, lancavamos outra e, nesse caso, era
sempre dificil que a gota se mantivesse no lugar. Notamos,
entdo, que era bastante dificil obter, todos os dias, que a gota
da solu¢do permanecesse no lugar da aplicacdo tempo suficien-
temente prolongado para que o uso da droga surtisse o dese-
jado efeito. Depois de 15 aplicagbes, notamos, numa planta
com brotagdo adiantada, algumas alteracbes morfolégicas nas
folhas  (deformagGes), sendo por isso interrompido o trata- -
mento dessa planta. Ao fim de 23 aplicacdes, uma outra planta
apresentava os foliolos com sua férma alterada e aparente-.
mente mais espessos; na referida planta o crescimento de uma
folha estacioniria; nessa mesma data foi suspenso o trata-



Luiz 0. T. Mendes — Duplicagdo de cromosomios da seringueira 19

mento dessa planta. Nas demais pldhtas fizemos ainaa mais
4 tratamentos, sendo, finalmente, suspenso o trabalho a 26 de
Dezembro de 1942.

Somente foram notadas altera¢bes morfolégicas nas duas
plantas ja cﬁadas. Esperamos que viesse uma segunda brota-
¢do, para examinai-las citolog‘icamen-te e, assim, em 20 de Ja--
neiro de 1943 examinamos os foliolos de uma delas, contando
2n = 36 cromosomios. Em 12 de Fevereiro examinamos a outra
'pIanta, encontrando também 2n-= 36 cromosomios.

Conclusio — Pelo método adotado, parece, nio foi obtida
duplica¢io do nimero de cromosomios. Foram notadas peque-
nas alteracbes morfolégicas nas folhas, as quais, entretanto,
nao persistiram. Os seedlings de seringueira examinados ti-
nham 2n = 36 cromosomios. :

| 2.9 ENSAIO

T e

Para éste ensaio preparamos primeiramente uma solugio
aquosa de colchicina a 1%. Dessa solugdo, por sucessivas dilui-
¢Oes, obtivemos solugdes com 0,5 - 0,25 - 0,125 - e 0,0625%.

O ensaio foi niciado em 24 .de Novembro de 1942, também
sendo utilisados seedlings ilegitimos de PB-86, plantados em
nimero de 3 em cada cesto, mantidos a meia sombra e com
idade aproximada de 6 meses. '

Afim de forgar a brotagao, em certos casos, estrangulamos
as plantas, com um pequeno fio de arame, nos lugares adlante
mencionados.

O ensaio foi assim organisado:

Tratamento 1 — Aplicagdo de solugdo aquosa de
colchicina a 1%
G- 2 — Idem, 2 0,5%
i 3 ~— Idem, a 0,25%
> 4 — Idem, a 0,125%
5 — Idem, a 0,0625%

Sub-tratamento A — 60 plantas contidas em 20 cestos, foram es-
tranguladas logo abaixo do ponto de inserg¢do de uma folha, na haste.
A uma distdncia de 2 a 3 folhas, aclma do ponto estrangulado fol a
haste’ podada.
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Sub-tratamento B — 60 plantas, contidas em 20 cestos, foram es-
tranguladas logo abaixo do ponto de insercao de uma folha, na haste.

Sub-tratamento C — 60 plantas, contidas em 20, cestos, foram po-
dadas num ponto situado duas a 3 folhas acima da gema escolhida para
ser tratada.

.Sub-tratamento-D — 60 plantas contidas em 20 cgstos sem pre-
paro prévio algum.

Compinados os tratamentos e sub-tratamentos, tivemos
5 x 4 = 20 variantes totais, cada uma constituida por 12 p'lan-.,
tas, contidas, portanto, em 3 cestos. Cada variante foi entio
numerada em cédigo e o tratamento iniciado, sendo a colchi-
cina semple aplicada pela manha, com um conta-gotas, como
no Ensaio n.C 1,

-Com o desenvolvimento do ensaio, & medida que as plantas
apresentavam um broto tratado com suficiente desenvolvi-
mento, era cessada a aplicacdo da colchicina nessa planta, que
recebia, entdo, uma etiqueta indicando o nimero de vezes que
_ havia sido tratada. _

Com 12 dias de tratamento, suspendemos a aplicacdo em .
10 plantas; com 18 dias, o tratamento foi suspenso em mais
outras 8 plantas; com 22 dias, o tratamento foi suspenso em
outras 4 plantas; com 25 dias, em mais 20 plantas; e, final-
mente, com 26 dias; foi o tratamento suspenso em todas as
outras plantas, independentemente do estado de désenvolvi-
mento do broto em operagio. ‘

Em varias plantas notamos ‘deformacgdes nas folhas e em
muitas observamos que o tratamento com a colchicina redun-
dava em grande atrazo da brotagdo. Quanto mais elevada a
concentracdo do alcalbide, tanto maior era o atrazo verificado
na brotacio. ‘

Durante o més de Janeiro de 1943, examinamos citologica-
mente os foliolos de todas as plantas em que haviamos notado
alteracoes morfo}c’)g'icas e, ainda, grande niimero de plantas
tratadas, porém que ndo haviam mostrado alteracio alguma.
Em tbdos os casos encontramos sempre 2n = 86 cromosomios.

Conclusio — Na$ condi¢bes do ensaio, solucdo aquosa de
colchlcma e concentracdo variando de 00625% a 1%, apli-
cada por meio de conta-gotas, em gemas apicais ou laterals de
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\ .
seedlings de seringueira cultivados em cestos, & meia sombra,
nio conduziu & duplicacdo do nimero de cromosomios do tecido
somatico. tratado, sendo unicamente observadas algumas alte-
racdes morfolégicas nos foliolos déle resultantes.

3.2 ENSAIO

Para a montagem déste ensaio nos utilisamos de urm vi-
veiro de seedlings ilegitimos de Tj-1, plantados no campo, da
maneira usual. O ensaio foi iniciado a 14 de Dezembro de 1942,
quando as plantas tinham aproximadamente 7 meses de idade.
E bom notar-se que as plantas estavam com um desenvolvi-
mento bastante bom nessa época, incomparavelmente superior
ao daquelas utilisadas nos ensaios anteriores.

" Foram escolhidas 40 plantas com a gema apical prestes a
brotar, sendo que algumas plantas ja apresentavam inicio de
brotagdo. Foram todas numeradas (de-1 a 40) e as que ja esta-
vam brotando tinham os nimeros: 1-3-4-7-8-14-16-19 -
~ 29-30-31-85-36 (13 plantas).

O tratamento foi iniciado a 14 de Dezembro de 1942, cons-
tando de algumas gotas de uma solu¢do aquosa de colchicina
a 1%, lancada diariamente, ‘pela manhi, na gema apical das
seringueiras. Tal solu¢ao foi aplicada 11 vezes, sendo interrom-
.'pido o tratamento no dia 26 de Dezembro.

N dia em que o tratamento foi interrompido, organizames
um protocolo geral do estado de brotacio das plantas, sendo
verificado que das 13 plantas, anteriormente citadas, 10 apre-
sentavam foliolos aparentemente alterados morfologicamente;
nas outras 3 plantas désse grupo, os foliolos pareciam normais
(4-8-36). Das 27 outras plantas, cujo tratamento foi ini-
ciado antes da brotacdo da gema, 14 estavam apenas brotando,
e entre as 13 restantes sdbmente 7 apresentavam alteracées mor-
folégicas nos foliolos (6-17-21-24-383-384 e 38).

Novo protocolo foi feito 21 dias depois de cessado o trata-
mento, isto é, a 16 de Janeiro de 1943. Em resumo o que se
observou nas plantas, nessa data, foi o seguinte:
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N.°

N.°
N.°
N.°
N.°
N.o

N.°
N.O
N.°
N.°
N.°
N.o°
N.°
N.°
N.o

No 1
" N.o

N.o
N.°
N.°
N.o
N.o
N.©

N.°
N.°

N.°
N.o
N.©
N.o
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1 — Duas folhas gigantes, com gemas axilares brotando (sinal
de que a gema apical estava com seu desenvolvimento atra- }
zado. i

2 — Dois brotos novos.

3 — Folhas levemente alteradas.

4 — Brotacdo atrazada.

5 — Brotagao muito nova.:

6 — Duas folhas gigantes e duas com tamanho.reduzido, cade
uma com unicamente 2 foholos morfologlcamente alterados;
gemas axilares brotando. :

7 — Folhas levemente alteradas; gema apical dando inicio a nova
brotacao.

8 — Folhas levemente alteradas gemas axilares dando inicio a
.Jnova brotacao.

9 — Brotag¢do nova.

10 — Idem, com folhas alteradas.

11 — Broto novo muito rocbusto.

12 — Brota¢ao nova.

13 — Gemas axilares das folhas mais apicais, comegando a bro-
tar; gema apical com indicios de nova brotagao.

14 — Trés folhas grandes e trés folhas pequenas, alteradas; se-
gunda brotagdo em inicio. ;

15 — Duas folhas glgantes alteradas; gemas ax11ares e apxcal co-

* meg¢ando a brotar.

16 — Ultimas folhas levemente alteradas.’

17 — Duas folhas gigantes alteradas e, também, uma pequena;
gemas axilares brotando.

18 — Algumas fclhas grandes, aparentemente normais, outras al-
teradas. ¥ ; :

19 — Duas folhas gigantes e duas pequenas, alteradas; gemas axi-

. lares brotando.

20 — Leves alteragdoes morfolégicas nas folhas.

21 — Uma folha normal; segunda brotacdo em inicio. .

22 — Muitas folhas, -algumas grande e outras pequenas, com alte-
ragdes morfolégicas.

23 — Duas folhas gigantes, uma delas alterada; gemas axilares
e apical brotando.

24 — Algumas folhas alteradas.

25 — Gemas axilares, préximas do apice, brotando; gema ap1cal
em inicio de brotacdo. ;

26 — Broto novo, com folhas alteradas. .

27 — Gema apical e axilares, proximas do apice, brotando.

28 — Idem.

29 — Trés folhas gigantes e uma pequena alteradas; gemas axi-
lares comegando a brotar.
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N.° 30 — Cinco folhas normais & duas alteradas; gemas axilares co-
mecando a brotar. .

N.° 31 — Folhas normais. :

N.© 32 — Brotacido nova, uma folha com 4 folfolos; examinada citolo-
gicamente revelou ter 2n = 36 cromosomios.

N.° 33 — Duas folhas gigantes; gema apical comecando a brotar.

‘N.° 34 — Duas folhas gigantes; gema apical e axilares comegando a
brotar.

N.° 35 — Seis folhas agigantadas, alteradas

N.° 36 — Brotagdo nova, folhas alteradas.

N.° 37 — Gemas axilares, proximas do apice, brotando; gema apical
em inicio de brotacgdo. p

N.° 38 — Folhas levemente alteradas; uma gema axilar brotando

N.2 39 — Folhas alteradas, gema apical brotando.

N.° 40 — Uma folha gigante, alterada. 3

Ap6és esse protocolo, passamos a examinar citologicamente
" os foliolos novos, da segunda brotacio, das plantas tratadas,
-2 medida que éles se apresentavam com bom desenvolvimentc
para esse exame. Assim, de 20 de Janeiro a 19 de Fevereiro
~de 1943, examinamos todas as plantas e em todas elas encon-
tramos mitose normal e 2n = 86 cromoso-
mios. Apés esses estudos, examinamos, ain- w

- da, foliolos novos de 4 seedlings ilegitimos ” . G‘
de Tj-1, ndo tratados, de mesmo viveiro, en- ' ‘
contrando também 2n = 36 cromosomios. Na “/ ‘/

figura ‘1 apresentamos metafase observada f“:
em folha de segunda brotacido, da planta na- 1
mero 34, onde se vém 2n = 36 cromosomios.

Apesar dos exames terem revelado, sem- s ‘

Hevea brasiliensis

pre, unicamente 36 cromosomios em todas as
folhas examinadas, por meio de uma lupa de
bolso notamos que, em certas plantas, havia
folhas com estomatos maiores do que nas fo-
yt}has normais, nao tratadas.

" Para o caso da planta n.° 1, por exem-
plo, colhemos uma folha tratada e uma nao
tratada (da roseta anterior), e procedemos

— Seedling ilegi-
timo de Tj-1. Me-
tafase somatica em
meristema de folha
nova (2.2 brota-
¢éo) de gema tro-
tada com solugdo
aquosa de colchi-
cinoa o 19%.
2n=136. 1650 x.

LR medlgao dos estomatos. -De cada folha medimos 50 estoma-
tos e obtivemos as segulntes médias para a dimensdo do maior
didmetro dos estomatos: folha gigante, tratada 26,65 micra;
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folha normal, nio tratada, 21,56 micra. Houve, portanto, um
aumento no tamanho dos estomatos e, também, foi observado
que na folha tratada havia menor niimero déles, por determi-
nada 4rea, que na folha nio tratada, porém nao foi contado seu
nimero. '

Conclusges — A) . A aplicacdo da colchicina, em solucio
aquosa a 1%, por meio de um conta-gotas, em gemas apieais
de seedlings ilegitimos de TJ-1, com aproximadamente 7 meses
de idade, aparentemente nfo levou 4 duplica¢cdo do seu ntimero
de cromosomios (segundo observacGes feitas em foliolos obti-
dos da brotacio seguinte 4 que havia sido tratada).

B) De 13 plantas tratadas, quando a gema apical ja ‘es-
tava em desenvolvimento, em 11 foram notadas alteraces mor-
folégicas nas fblhas, ou sejam 86%, enquanto em 27 outras
plantas, identicamente tratadas (porém antes de iniciado o
desenvolvimento da gema tratada) foram notadas alteracdes
morfolégicas em 16, ou sejam em somente 59% das plantas.

C) A aplicagdo da colchicina, em certos casos, levou a
obtencido.de folhas gigantes, em outros a4 diminuicdo ou au-
mento do nimero de foliolos das folhas, em outros, atrazou a
brotacdo da gema apical (tratada), provocando a brotacdo de
gemas axilares. : .

D) Em certo nlimero de folhas tratadas foi observado um -
aumento no tamanho dos estomatos. Nesse caso, foi medido o
maior didmetro dos estomatos de uma planta tratada, sendo
observado que em folha! nao tratada tal dimensao era em média
de 21,56 micra, enquanto em folha tratada era de 26,65 micra.

E) X provavel que o tratamento tenha dado em resultado
uma duplicacio do niimero de cromosomios, sdmente na parte
mais accessivel do tecido tratado (epiderme das folhas), alte-
racdo essa que se mostrou de cariter temporario, advindo daf
o fato de termos encontrado plantas com estomatos maiores
em folhas tratadas (primeira brotagéo) que nas folhas nfo tra-
tadas, porém com o nimero normal de cromosomios (2n = 36
cromosomios) na segunda brotacao.
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4.° ENSAIO

Diante dos resultados obtidos com os ensaios anteriores,
verificamos que a téenica da aplicacdo da colchicina teria que
ser grandemente alterada, para a obtencéo de alteragées soma-
ticas profundas e permanentes. Assim, néste outro ensalo, re-
solvemos trabalhar de uma maneira diferente e, néste caso,
¥4 com clones enxertados, ndo somente porque ja podiamos
dispor de um lote déles, plantado préximo ao nosso laboratério, -
como também porque tinhamos esperanga de obter modifica-
cdes permanentes na constituicio cromosémica dessas plantas
e, nesse caso seria possivel melhor aproveitar o material para
estudos comparativos futuros. De uma colecio de 77 enxertos
de varios clones, devidamente numerados, 89 foram tratados
- de varias maneiras e, adiante, apresentamos os resultados das
observacgbes feitas nessas plantas. O trabalho foi niciado a
21 de Agosto de 1943. :

CLONE F-315 — Desse clone foram- tratadas as seﬂulntes
8 plantas

N.o 2 — Em 21 e 22 de Agosto a gema apical foi tratada com uma
solucdo aquosa de colchicina a 1%, e a 23 o broto recebeu uma injecdo
de colchicina a 1% em solucio aquosa de glicerina a 10%. Como con-
sequéncia do tratamento, as folhas se desenvolveram acima do normal
e as suas gemas axilares brotaram. Em 3 folhas desenvolveram-se as
gemas axilares e os seus foliolos foram citologicamente examinades em

19 de Setembro; em duas delas foram observados 2n = 36 Cromosomios;
no broto axilar da maior folha, porém, foram contados 2n = 36-72 cro-
mosomios, isto & os foliolos apresentavam-se de constituicio mixo-
ploide. Em 9 de Novembro foram examinados citologicamente os fo-
liolos de uma nova brotagdo do ramo n.° 3, sendo determinados 2n .= 36
cromosomios, isto é, a planta voltou a sua constituicio normal."

N.2 4 — Idéntico tratamento ao da planta n.° 2. - Em 26 de Agosto
exame citolégico revelou algumas células com 2n = 72 ‘cromosomios.
As folhas se desenvolveram com deformacdes, crescendo acima do nor-
mal. Uma das folhas apresentou um foliolo com 40 ecm. de compri-
menté. Em 9 de Outubro .as gemas axilares das folhas alteradas co-
megaram a brotar e em 7 de Novembro foram os foliolos novos exami-
nados c1tolog1camente revelando constituicdo normal isto é, 2n = 36
Cromosomios. '

N.° 5 — Idéntico tratamento ao da planta n.° 2. Em 26 de Agosto
fizemos um exame citolégico nos foliolos do broto tratade, encontrando
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algumas células com 2n = 144 cromoscmios. Em uma célula sé con-
seguimos contar 139 e noutra contamos 146 cromosomios (?). Na fi-

gura 2 apresentamos uma metafase, onde .
: 00‘ ” se contam aproximadqmente 144 cromo- .
ﬁ\ IJ somiocs (ha uma diivida em certo ponto da

°~ \Q o placa, onde ndo se encontram perfeita-
X o | % mente individualizados os cromosomios).
As folhas primarias que se desenvolve-

: ram do broto tratado apresentaram-se de-

”~ M\\\ ;I‘B formadas, e as secundarias cafram. A
b 4 '} -f L.-, gema axilar de uma das folhas se desen-
’ & “(,(' volveu e, em 27 de Setembro, exame ci-
“ A YA tolégico de seus foliolos revelou 2n = 36
: L . T cromosomios, talvez de mistura com cé-
- 0“;"‘! lulas contendo 2n = 72 cromosomios (?).
a " ~ ,‘1 Desse broto uma folha apresentou metade

Py 5= da lamina com estomatos maiores que na
Fig=d = outra metade.
Hevea brasiliensis — Enxerto de N.°© 15 — Em 28 de OQOutubro de 1943

F-315. Metdfase somatica em 3 gema apical estava comegando a bro-
meristema de folha nova (18 o Aq {iltimas folhas do crescimento
brotacdo) de gema tratada com y e .
solucdo de colchicina a 19,. anterior foram cortadas préximo & base
2n =138 +? (dupla duplicacdo). do peciolo e o ponteiro foi entdo envol-
1350 x. vido numa camisa de coldédio, contendo
dentro algodao embebido numa solugio
aquosa de colchicina a 0,5% . Tal camisa foi assim mantida durante
24 horas. Quando foi retirada, o algoddo ainda se encontrava tumido.
Foliolos novos, da segunda -brotagio, foram examinados em 17 de Ne-
vembro, sendo encontrados 2n — 36 cromosomios. =
N2 16 — A gema apical foi tratada com gotas de uma solugdo
de colchicina a 0,5% em solugéo, aquosa de glicerina a 5% trés vezes,
de 31 de Agosto a 2 de Setembro de 1943. Depois desse fratamento, a
brotagdo se desenvolveu com aspecto normal. Em 9 de Setembro um
foliolo foi examinado citologicamente, sendo encontrado 2n = 36-72-144
cromosomios. O tecido apresentava-se, portanto, mixoploide em sua
constituicdo. A brotacdo desenvolveu-se vigorosamente e a 14 de Se-
tembro o exame citolégico de um outro foliolo, da 7ltima folha da
roseta, também revelou tecido mixoploide, com 2n = 36-72-144 cromo-
somios. As folhas tomaram um aspecto caracteristico, em mosaico,
com manchas ' de um verde mais intenso contrastando com fundo de
verde mais claro. As wtltimas folhas apresentavam-se aparentemente
mais espessas (ao tacto). Em 28 de Setembro medimos o maior dii--
metro dos estomatos de folhas tratadas e de folhas nfo tratadas, e,
também, contamos o ntimero de- estomatos por area, achando os se-
guintes valores: folha tratada, 147 estomatos por mm2, maior didme-
tro 29,47 micra; folha nédo tratada, 351 estomatos por mm2, maior dia-
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metro 20,31 micra. Em 9 de Outubro a gema apical estava novamente
brotando, e a 17 desse mesmo més encontramos 2n = 36 cromosomios,
num foliolo de uma das folhas dessa brotacdo. O broto, porém, co- 3
megou a se desenvolver mais rapidamente num setor que noutro, en-

curvando-se por isso, para o lado do menor desenvolvimento. Tal fato

sugeriu logo que tal broto estivesse constituido por tecidos de consti-

tuicac citoldgica diferente, isto €, que uma parte fosse dipléide, por-

tanto com 2n = 36 cromosomios, e outra parte tetrapléide, com 2n = 72

cromosomios. Em’ 20 de Outubro examinamos citologicamente foliolos

originados da parte externa daguele broto (parte onde o desenvolvi-

mento foi mais rapido) encontrando 2n = 36-72 cromosomios (com
maior proporgdao de células com 72 que com 36 cromosomios); nessa

mesma data examinamos foliolos originados da parte interna (de cres-

c¢imento mais lento), tendo encontrado unicamente células com 2n = 36

cromosomios; tais resultados vieram confirmar a suposicio anterior-

mente feita. °

N.° 17 — Idéntico tratamento ao da planta n.° 2. As folhas pri-
marias apresentaram-se deformadas e as secundarias cairam. Uma
das folhas apresentava unicamente um foliolo. Os foliolos da primeira
brotacdo, isto é, originados do tecido tratado, n3o foram examinados
citologicamente. Quando se deu a segunda brotacdo examinamos um
foliolo (27 de Outubro) e encontramos 2n = 36 cromosomios. Exame
de uma folha da brotagio anterior, entretanto, revelou que ela apre-
sentava estomatos bem maiores e em menor niimero que em folhas
ni3o submetidas a idéntico tratamento.

N.° 55 — Em 3 de Setembro a ‘gema apical recebeu uma injegio
de colchicina a 0,5%, em solutdo aquosa de glicerina a 5%. A 12 do
mesmo més a brotacio progredia lentamente, o broto apresentando-se
um tanto encurvado. A 22 do mesmo més foi feito exame citolégico,
sendo encontradas células com 2n =36 e 2n = 72 cromosomios. A
18 de Outubro verificainos que, na roseta tratada, somente as folhas
primarias se apresentavam com alteragdes morfolégicas.

N.° 56 — Nessa planta fizemos em dois dias consecutivos (1.2 e 2 de
Setembro de 1943) injecio com colchicina a 0,5% em solucdo aquosa
de glicerina a 5% . Foi tratada uma gema lateral. A 10 de Setembro
pudemos examinar foliolo tratade, encontrando 2n = 36-72-144 cromo-
somios, O broto desenvolveu-se vigorosamente e a 21 de Setembro
ainda encontramos um foliolo com 2n = 36-72-144 cromosomios (mixo-
ploide). As folhas que se desenvolveram apresentavam-se morfologi-
camente bastante alteradas, algumas em mosaico, outras deformadas,
principalmente as que se desenvelveram por ultimo. As folhas cres-
ceram bastante, atingindo tamanho acima do normal, e um caso inte-

. ressante foi observado numa folha: dois foliolos se soldaram,. costa-
acosta. A 26 de Outubro a gema apical come¢ou-a brotar novamente
e a 2 de Novembro exame citologico de um foliolo revelou unicamente
2n = 36 cromosomios.
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CLONE GS-16 — Desse clone tratamos as seguintes 3 plan-
tas:

N.° 21 — Em 28 de Outubro de 1943 envolvemos.o &pice de um
pequeno ramo lateral, com um broto em desenvolvimento ja com apro-’
‘ximadamente 1 ecm. de comprimento numa camisa de colédio, con-
tendo algoddo bem embebido numa solucdo de colchicina a 0,5% em
solugdo aquosa de glicerina a 5% . O tratamento prolongou-se por
24 horas, e quando o algodao foi retirado, ainda se encontrava umede-
cido. O broto, em consequéncia desse tratamento, nao se desenvolveu
e morreu.

N.° 31 — Em 3 de Setembro de 1943 procedemos a uma inje¢Zo
no broto apical, com” uma solugcdo de colchicina a 0,5%, em solugao
aquosa de glicerina a 5% . A brotacdo desenvolveu-se normalmente
e em 18 do mesmo més determinamos 2n = 36 cromosomios, em foliolo.
Observamos, nesse caso, que a cicatriz da injegdo, no broto, quasi ja
havia desaparecido completamente, depois de 20 dias daquela opera-
¢ao e, ainda, que todos os foliolos se desenvolveram do lado oposto
ao que recebeu a injegdo. As fo-
lhas obtidas dessa brotagdo todas \
tinham aspecto normal. Na figura 3 &j% @
apresentamos uma metafase obser- 4
vada a 18 de Setembro de 1943.

NO° 35 — Em 18 de Outubro de %@\ &5& Qo
1943 a gema apical estava brotan-

do. O apice da planta, devida- %:
. mente desprovido das tultimas fo-

lhas do crescimento anterior, rece- 7 %2
beu uma camisa de colddio contendo .

em seu interior solug¢do aquosa de

colchicina a 0,26%. A camisa foi Q

protegida de sol, por meio de som- - % ij

" bra produzida por folhas de serin-

gueira, convenientemente - dispos- Fer oy

tas. No dia seguinte a camisa foi Hevea brasiliensis — Enxerto Jde
novamenie cheia com solu¢ao de GS-16. Metafase somatica em me-
colchicina com a mesma concentra- nisterajpdeioliainavess il =brotar

¢do) de gema tratada com solugéo

£4ao. As 14 horas desse d‘la’ toda a de colchicina a 19%. 2n=36. 2750 x.

solugdo ja havia desaparecido (por 3
evaporagdo e absorgdo). Em 28.de OQutubro colhemos material desse
broto, que se apresentava um pouco encurvado, porém, somente en-
contramos’ células com 2n = 36 cromosomios.

CLONE B-14 — Desse clone tratamos 3 plantas:

N.° 36 — Numa gema lateral, com um conta—gqtas, aplicamos, du-
rante dois dias (1 e 2 de Setembro de 1943) colchicina a 0,56% em so-
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lugdo aquosa de glicerina a 5% . A brotacdo decorreu normalmente e
varios exames citolégicos feitos revelaram mitose normal e 2n — 36
cromosomios. -

N.°© 37 — Idéntico tratamento ao da planta anterior. A brotagdo
decorreu normalmente e com o vigor caracteristico desse clone. No
més de Setembro foram feitos 4 exames citolégicos, em todos sendo
encontradas unicamente células com 2n = 36 cromosomios. Duas fo-
lhas primarias aparentemente estavam alteradas, porém exame cito-
légico feito em- folfolos da segunda brotagdo, também revelaram
2n = 36 cromosomios. Exame feito com lupa revelou que algumas
folhas da primeira brotacdo (tratadas) apresentavam estomatos maio-
res que os observados em folhas ndo tratadas da mesma planta.

N.0 38 — Idéntico tratamento ao da planta n.° 36. O broto desen-
volveu-se lenta, porém normalmente, e exame citolégico posterior deu
em resultado unicamente células com 2n = 36 cromosomics.

CLONE B-3363 — Desse clone tratamos 7 plantas:

-N.© 39 — Gema lateral recebeu uma injecdo de colchicina a 0,5%
em solugdo aquosa de glicerina a 5%, no dia 3 de Setembro de 1943.
O broto desenvolveu-se lentamente, porém ccm aparéncia normal
apesar de um tanto encurvado. Em 25 de Setembro encontramos um
foliolo com tecido mixopléide, revelando 2n = 36-72 cromosomios. Exa-
mes citolégicos procedidos em foliolos da brotagdo seguinte, nos dias
3 e 7 de Novembro, revelaram somente tecido normal, com 2n = 38
cromosomios.

N.° 40 — Tratamento idéntico ao da planta anterior, efetuado nos
dias 1.2 e 2 de Setembro de 1943. As folhas priméarias cresceram com
alteragbes morfolégicas deformadas, em mosaico, enquanto as secun-
darias apresentavam-se normais. Em 3 de Novembro, exame citolé-
gico de foliolos da segunda brotagdo, revelaram unicamente células
com 2n = 36 cromosomios.

N.° 41 — Tratamento idéntico ao da planta n.° 3. O broto-desen-
volveu-se vigorosamente e a 22 de Setembro encontramos tecido mixo-
pléide num foliolo examinado, com 2n = 36-72 cromosomios. As folhas
se desenvolveram deformadas, principalmente as primérias. A 18 de
Outubro, da segunda brotaclo, aparentemente normal, colhemos ma-
terial e encontramos realmente 2n = 36 cromosomios.

N. ° 42 — Tratamento idéntico ao da planta n.° 39. Também néste
caso obtivemos tecido mixopléide, com 2n = 36-72 cremosomios, € na
segunda brotagdo unicamente tecido normal, com 2n = 36 cromosomios.
‘ N©° 43 — Em 21 de Agosto de 1943 a gema apical foi tratada com
gotas de uma solucio aquosa de colchicina. a 1% . Esse tratamento foi
repetido no dia seguinte e no dia 23 fizemos uma inje¢do com colchi-
cina a 1% em solugdo aquosa de glicerina a 10%. Nada de anormal
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foi observado no desenvolvimento da brotagdo dessa planta, e exames
citolégicos revelaram unicamente células com '2n — 36 crfomosomios.

N.0 44 — Em 21 de Agosto de 1943 a gema apical foi tratada com
gotas de uma solucdo ‘aquosa de colchicina a 1%, tratamento esse que
foi repetido no dia seguinte. Em 23 de Agosto o tratamento foi feito
com colchicina a 1% em solucdo aquosa de glicerina 'a 10%. A bro-
tagdo decorreu normalmente e a 3 de Outubro examinamos um foliolo
da brotagdo seguinte, encontrando 2n = 36 cromosomios. Entretanto.
exame de uma folha da roseta anterior (tratada), feita em 26 de Ou-
tubro, revelou estomatos maiores que os encontrados em folhas nfo
tratadas. , )

N.© 45 — Idéntico tratamento ao da planta n.° 39, feito a 3 de Se-
tembro de 1943. A brotacdo décorreu normalmente e, durante ela, nos
dias 10 a 24 de Setembro, foram examinados véarios foliolos, sendo
encontradas células com 2n = 36 e 2n = 72 cromosomios. As folhas
cresceram normalmente e uma delas foi observada ter 5 foliolos, em:
lugar do ntimero normal, que é 3. Em Novembro, nova contagem,
revelou umcamente células com 2n = 36 cromosomios.

CLONE B-3381 — Desse clone somente foi tratada uma
planta:

N.° 46 — Uma gema lateral foi tratada com gotas de colchicina
a 0,5%, em solucdo aquosa de glicerina a 5%, nos dias 1.° e 2 de Se-
tembro de 1943. Em 11 de Setembro examinamos um foliolo, encon-
trando 2n == 36 cromosomios. Em 18 desse mesmc¢ més encontramos
um foliolo com células tendo tanto 36 como 72 cromosomios, e a 22 do
mesmo més encontramos um foliolo com 2n = 36-72-144 cromosomios.
As folhas desenvolveram-se com alteracdes morfologicas, em mosaico.
Em 18 de Outubro comecou segunda brotacdo, e em fins desse més
determinamos 2n — 36 cromosomios em foliolos dessa brotagdo.

CLONE B-3384 — Trabalhamos com 4 plantas desse clone.

N.° 47 — Em 3 de Setembro uma gema lateral recebeu uma inje-
¢d0 de colchicina a 0,5% em solugdo aquosa de glicerina a 5% . A bro-
tacdo desenvolveu-se lentamente, e somente foi obtida uma folha, e
esta rudimentar. A brotacdo estacionou, e outra gema, siuada pré-
xima do local tratado, desenvolveu-se. Em 27 de Outubro examina-
mos um foliclo dessa nova brotagéo, encontrando 2n = 36 cromosomios.

N.° 48 — Idéntico tratamento ao da planta n.°® 47. A. brotagdo
desenvolveu-se naturalmente e a 11 de Setembro pudemos examinar
citologicamente um foliolo tratado, encontrando 2n — 36 cromosomios.

- O broto desenvolveu-se bem, porém sdmente com uma folha priméria
de aspecto normal € as folhas secundéarias todas com alteracdes mor-
folégicas, . bastanle espessas e deformadas. Observamos estomatos
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muito grandes nessas folhas, porém em foliolos obtidos da brotagao
seguinte, somente observamos células com 2n = 36 cromosomios.

N.© 49 — Um broto com 2 cm. de comprimento foi envolvido em
uma camisa de colédio, contendo algoddo embebido em uma solugido
aquosa de colchicina ‘a 1%. O tratamento prolongou-se por 24 horas
e quando o algoddo foi retirado ainda estava bastante htmido. Um
contra-tempo nao nos permitiu examinar material colhido dessa planta.

N.° 50 — Idéntico tratamento ao da planta n.® 47. A brotagdo
decorreu ncrmalmente e sempre encontramos 2n = 36 cromosomios.
Em 26 de Outubro examinamos algumas folhas primarias, da roseta
tratada, encontrando estomatos majores que em folhas nao tratadas.
" Exame dos foliolos da segunda brotagdo, porém, revelaram somente
células com 2n = 36 cromosomios.

CLONE F-212 — Tratamos as 3 pla?ltas seguintes:

N.%2 52 — Durante dois dias seguidos, 1.° e 2 de Setembro de 1943,
uma gema lateral foi tratada com gotas de colchicina a 0,5% em so-
lucdo aquosa de glicerina a 5%. Posteriormente desenvolveram-se
7 brotos nessa planta, e tendo sido perdida a etiqueta correspondente,
nao pudemos distinguir aquele que havia sido tratado. Entretanto,
um déles, examinado, revelou unicamente células com 2n = 36 cro-
mosomios.

N.© 53 — Tratamento idéntico ao da planta n.® 52. A brotagio
decorreu normalmente, sendo. encontradas unicamente células com
2n = 36 cromosomios.

N.° 54 — Em 21 de Agosto de 1943 a gema apical foi tratada com
uma solucdo aquosa de colchicina a 1%. No dia seguinte foi repetido
o tratamento, e no dia 23 de Agosto a gema recebeu uma injegdo da
colchicina a 1% em solucdo aquosa de glicerina a 10%. Em 31 de
Agosto examinamos um foliolo do broto tratado, encontrando 2n = 36
cromosomios. O broto desenvolveu-se en-
curvado, com as folhas primaérias externas
um tanto deformadas; as internas apresen- ”
tavam-se com desenvolvimento atrazado. ~ A
Em 6 de Setembro examinamos um foliolo
* da parte interna da curvatura do broto, en-
contrando 2n = 72 cromosomios. Foi obser-
vado que no lado da cicatriz deixada pela
injecdo, ndo havia folhas, e que as do lado ” F,g_ 4
oposto se apresentavam deformadas, em mo-  Hevea brasiliensis — Enxerto
saico. Outros exames citolégicos revelaram de F-212. Metafose somatico

: oI em meristema de folha nova
tecido soméatico com 2n = 36-72 cromoso- PR e 1 e,
mios. Na figura 4 apresentamos uma me-

tado com solugdo de colchi-
tafase de célula normal dessa planta. cina a 19%. 2n=36. 1650 x.

)
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velou 2n = 36-72 cromosomios. Na figura 6 apresentamos uma meta-
fase' em célula com 36 cromosomios.

CLONE F-1710 — Também somente uma planta déste
clone, foi tratada.

N.° 71 — Em 21 de Agosto de 1943 a gema apical foi tratada com
gotas de uma solugio aquosa de colchicina a 1% e esse tratamento foi
repetido no dia seguinte. No dia 23 foi feita uma injecdo com colchi-
cina a 1% em solugdo aquosa de glicerina a 10%. O broto desen-
volveu -se muito lentamente e somente a 20 de Outubro foi possivel
colher material em boas condigBes para exame citolégico, que revelou
2n — 36-72 cromosomios. Na figura 6 apresentamos uma metafase em
célula com 36 cromosamios.

CLONE GX-8349 — Trabalhamos com 3 plantas desse
clone.

N.° 75 — Em 19 de Outubro de 1943 o broto apical, com mais ou
menos 3 c¢cm. de comprimento, foi envolvido numa camisa de colédio,
contendo algodao embebido em eolchicina a 1% em solu¢do agquosa
de glicerina a 10%. O tratamento prolongou-se por 24 horas. No dia
26 de Outubro foi verificado que a parte apical do broto estava com-
pletamente queimada e que as gemas estavam mortas. -

N2 76 — Em 19 de Outubro de 1943, o broto apical, que estava
com aproximadamente 3 c¢m. de comprimento, foi envolvido numa
camisa de coldodio, contendo algoddo bem embebido numa solugao
aquosa de colchicina a 0,25% .. A camisa foi protegida do sol, por meio
de sombra. O tratamento durou 48 horas. Em 26 de Outubro o broto
tinha aproximadamente 6 cm, de comprimento e apresentava leves
sinais de queimadura. Em 7 de Novembro foi possivel colher material
em condigdes de ser estudado citologicamente, sendo encontradas uni- .
camente células com 2n = 36 cromosomios.

N.° 77 — Em 21 de Agosto de 1943 a gema apical foi tratada com
gotas de uma solugdo aquosa ‘de calchicina a 1%, e esse tratamento foi
repetido no dia seguinte. Em 23 de Agosto foi feita uma injecdo com
colchicina a 1% em solucdo aquosa de glicerina a 10%. Em 5 de No-
vembro foi observado que as folhas secundarias haviam caido e que
as folhas primdrias apresentavam-se algo deformadas, e com suas ge-
mas axilares j4 brotando. Da brotagdo dessas gemas axilares, bem
como da de outras gemas laterais, foi colhido material e feito exame"
citolégico, sendo sempre encontrados 36 cromosomios.
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Tamanho e nimero de estomatos em fol’has tratadas com col-
chicina.

De acordo com as observagdes descritas nos periodos an-
teriores, em muitas plantas foi observado que o tratamento
havia conduzido a um aumento no tamanho dos estomatos das
folhas €, a0 mesmo tempo, a uma reduc¢io no seu niimero.

Resumindo, tal fato foi observado nas seguintes plantas:
Clone F-315, n.° 5, n.2 16 e n.° 17; Clone B-14, n.° 39 e n.° 44;
Clone F-1620, n.° 64 e n.° 65.

Tais resultados ndo indicam que em outras plantas tam-
bém ndo tivessem ocorrido as mesmas altera¢ées morfolégicas
" aqui. citadas, pois, nesse ponto, nosso protocolo de campo foi
- falho, pele fato de nio termos examinado todas as folhas tra-
tadas, de todas as plantas estudadas, o que deveria ter sido

‘ felto, gl se quizesse obter resultados mais conclusivos sobre'
esse assunto.

Para o caso da planta n.° 16, do Clone F-315,V tomamos uma
‘folha tratada, em que haviamos observado as mencionadas al-
. teragbes morfoldgicas, e uma folha ndo tratada, colhida da ro-
: seta anterior, e estudamos esse material em laboratério. Em
primeiro lugar determinamos o nuimero de estomatos por mili-
metro quadrado, o que foi feito por contagem do nimero en-
. contrado em 15 pontos diversos de cada uma das folhas. Na
folha tratada com colchicina, encontramos uma média de 146,65
estomatos por mm.2, enquanto na folha nio tratada essa média
se elevou a 351,10. Houve, portanto, uma redugio no ndmers
de estomatos, na propor¢io de aproximadamente 2,5:1.

Em seguida, determinamos a dimensio do maior didmetro
dos estomatos, o que foi-feito em 50 éestomatos de cada folha
em estudos. Nos quadros II e III apresentamos os result'ados
dessas medidas,. que sio apresentados em unidades do micro-"
metro ocular usado. ‘
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QUADRO II -—— Comprimento de 50 estomatos de uma folha, tratada
com colchicina, da planta DC4-16 (F-315), em unida-
des do micrometro ocular (Média — 18,95) . '

. 19,0 19,0 19,0 185 20,5
21,0 19,0 19,0 18,5 19,0
17,0 17,0 18,0 19,0 19,0
20,5 ° 21,0 17,5 b 5 19,5
18,5 30 1 200 19,0 19,5
18,0 16,5 19,0 19,0 20,0
19,5 £ P Y 15D 21,0
17,0 17,0 18,0 18,5 19,5
17,0 20,0 20,0 17,0 19,0 -
17,5 20,5 - 185 20,0 20,5

Como para o aumento em que feram feitag as observacoes,
uma divisdo do micrometro ocular equivalia a 1,655 micra, obti-
vemos para a média da folha tratada

18,95 x 1,655 = 29,47 micra

QUADRO.III — Comprimento de 50 estomatos de uma folha normal
(ndo tratada) da planta n.° DC4-16 (¥F-315), em uni-

dades do micrometro ocular (Média —. 13,06).
12,0 13,5 13,0 13,5 14,0
13,0 12,5 13,0 13,0 12,5
13,0 14,0 12,0 13,0 13,0
14,5 13,0 14,5 13,0 14,5
12,0 13,0 12,0 15,0 13,0
13,0 - 12,0 12,0 13,0 14,0
14,0 13,5 13,0 13,0 14,0
13,0 13,0 13,5 14,0 13,0
12,5 13,0 13,5 sk R 12,5
10,0 12,5 13,0 © 14,0 13,0

Tendo sido feitas as medidas, sob o mesmo aumento que
no easo anterior, o comprimento médio dos estomatos dessa
folha era portanto

18,06 x 1,555 = 20,31 micra
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Esses resultados mostram que, enquanto numa folha nor-
mal os estomatos tinham um comprimento médio de 20,81 mi-
cra, huma folha tratada com colchicina tal dimensdo havia cres-
cido para 29,47 micra, ou seja um aumento de quasi 50% nessa
medida linear.

CONCLUSOES:

a) 39 enxertos de seringueira, representando 12 clones,
foram tratados com colchicina, de varias maneiras. Da bro-
tacdo desenvolvida de gemas tratadas, foram examinados cito- -

~ logicamente vérios foliolos de cada planta, sendo encontradas
células com 2n = 36 cromosomios em todos os clones estudados
(F-315, GS-16, B-14, B-3363, B-3381, B-3384, 212, F-1620,
F-1705, F-1710 e GX-349) menos no clone F-409 (em que sé
foram observadas células com 2n = 72 cromosomios). Foliolos
contendo - células com 2n = 72 cromosomios foram observados
nos clones F-315, B-3363, B-3381, F-212, F-409, F-1620 e F-1710.
“Foliolos com células contendo 2n = 144 cromosomios sdmente
foram observados nos clones F-315 e F-3381.

b) Das 89 plantas tratadas, em 16 foram observados folio-
los contendo células com 2n = 72 ou 2n = 144 cromosomios, isto

é, em 16 plantas houve duplicacio e re-duplicacio do seu ni-
mero de cromosomios.

¢) Com excepe¢ao do clone F-409, em todos 0S8 casos em que
foi observada alteracio no ntimero de cromosomios, os foliolos
examinados citologicamente apresentavam tecido de constitui-
¢d0 mixopléide.

d) Em todos os casos, apés novo desenvolv1mento das plan-
tas (segunda brotacio), sd0mente foram encontrados foliolos
contendo células comr-2n = 36 cromosomios.

.e) Em certos casos, apesar: de nio ter sido observada du-

: phcagao do ntimero de cromosomios da planta, foram observa-
das altera¢bes morfolégicas nas folhas (deformacdes, aumento
ou diminuicdo do nimero de foliolos, etc.) e, também, alteracio
no tamanho e nimero dos estomatos, que se apresentavam
malores e em menor quantidade, em folhas tratadas, que na-
=% quelas .que ndo -haviam recebido tratamento. '
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f) Na planta n.° 16 (clone ¥-315) verificamos que numa
folha normal, nio tratada, havia 351,10 estomatos de 20,31
micra de comprimento, por mm.2, enquanto que numa folha
tratada, dessa mesma planta, hayia unicamente 146,65 esto-
matos de 29,47 micra, por mm.2.

g) Os 12 clones examinados tém, normalmente, 2n = 36
cromosomios em seu tecido somatico,

5. ENSAIO-

. Diante dos resultados obfidos com os ensaios anteriores,
que revelaram muitas falhas na técnica da aplicacio da col-
chicina, resolvemos — antes de montarmos um outro ensaio
com enxertos de seringueira — trabalhar ainda com plantas
obtidas de sementes, para estudos também de téenica. Com o .
fito de se poder aproveitar o material tratado, em estudos pos-
teriores, resolvemos, também, trabalhar com sementes colhidas
de seringueiras conhecidas. Antes, porém, de darmos inicio a

. essas investigacdes, resolvemos fazer ainda algumas experién-

cias preliminares, com sementes de seringueiras guaisquer,

Em 15 de Janeiro de 1944 tomamos 60 sementes de serin-
gueira, procedentes da regiao “Ilhas”, e as descascamos cuida-
dosamente. Em seguida, colocamos grupos de sementes —-

10 em cada caso — em calxas de Petri, contendo o seguinte:

a) 25 cc. de solucio aquosa de colchicina a 0,25%
b) idem, a 0,125%

c) idem, a 0,063%

d) idem, a 0,032%

e) idem, a 0,016%

f) 25 cc. de 4gua distilada.

No dia seguinte foi feita a seguinte observacio:

a) 1 semente embolorada e 1 podre ‘

b) idem X

d) 2 sementes emboloradas "
f) 2 sementes emboloradas, 1 podre e 1 machucaﬂa‘



Luiz O. T. Mendes — Duplicagdo de cromosomios da seringueira 39

* Depois de 48 horas das sementes permanecerem imersas
no liquido, foram lavadas e colocadas em outras caixas de Petri,
contendo 25 cc. de 4dgua distilada. Nessa ocasido (17 de Ja-
neiro) foi observado:

a) 1 semente podre
e) 2 sementes podrés

As sementes permaneceram na agua durante dois dias,
'sendo, entao, colocadas em cdmara himida, sbbre. algodao hi-
dréfilo humedecido e recoberto por papel de filtro. Nessa oca-
sido (4 dias depois de iniciado o ensaio), 3 sementes da série
f estdavam comecande a germinar.

Em 22 de Janeiro era a seguinte a situacio da experlencm
(resumo das observagoes feltas até essa data):

a) 6 sementes podres e 1 embolorada
b) - 8 sementes podres e 1 embolorada
d) 5 sementes podres e 2 emboloradas
e) 2 sementes podres -

f) 5 sementes podres e 2 emboloradas e sementes ger-
minando.

Uma das sementes em germinacio, da série f, ji apresen-

sentava radicula com 3 mm. do comprimento.

Dessa data em diante foi-se verificando a germinacdo de
mais algumas sementes, das varias séries, todas elas com as
raizes de aspecto normal. Vimos, entdo, que o método apre-
sentava um grande inconveniente, pelo fato das raizes da se-
ringueira {(como normalmente acontece) se desenvolverem
sempre com varios dias de antecedéncia sdbre o caule e, para
0 nosso caso, era este que nos interessava tratar com colchi-
cina. Lembramos, entdo, que talvez o caminho a seguir fosse,
primeiramente, por a germinar as sementes e, depois, proceder
a0 tratamento com solucido de colchicina, nas plantas ja com
o caule féra da protecdo proporcionada pela casca da semente.
Assim, as sementes que postericrmente germinaram, foram
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tratadas com solugdo de colchicina, e as plantas transferidas
primeiramente para um calxao contendo- serragem de madeira
humedecida e, depois, para 0 campo. Por falta de tempo e em

virtude do material ndo oferecer interesse, ndo foram elas exa- - -

- minadas citologicamente, apesar de em algumas notarmos en-
grossamento do caule. :

Para o tratamento de sementes clonals recorremos & Cia.
Ford Industrial do - Brasil, em Belterra pedindo que nos' en-
viasse sementes colhidas de clones de seringueira reconhecidos
como resistentes & “Moléstia das Folhas”. O pedido foi satis-
feito, tendo-nos sido enviadas sementes ilegitimas dos clones
F-170 (I-2279 em 3 de Abril de 1944, e 1-2294, em 12 do mesmo’
més) ; F-851 (I-1957 em 8 de Fevereiro de 1944), F-409 (I-2266
em 22 de Marco de 1944 e I-2284 em 3 de Abril de 1944) e F-489.

~ Em Fevereiro e Marco de 1944 trabalhamos com as semen-

_ tes ilegitimas dos clones F-351, F-409 e F-489. As sementes
foram postas a germinar em caixas contendo serragem de ma-
deira humedecida. Quando a ' germinacio estava suficiente-
mente adiantada, eram as plantinhas completamente mergulha-
das em solu¢do de colchicina contida em vaso de vidro, com o
caule voltado para baixo, mas sempre de maneira que as raizes, '

também, ficassem completamente mergulhadas na solu¢do. As .

plantas foram quasi que gxclusi,vamente tratadas com solucdo
aquosa de colchicina a 0,25%, sendo 9 delas. (F-351) tratadas
" durante 7 horas em solu¢do aquosa de colchicina a 0,50%. O
tempb do tratamento variot de 6 a 21 horas. Depois do trata-
mento foram as plantas novamenfe plantadas em caixas con-
tendo serragem de madeira humedecida, e assim mantidas em
laboratério por espaco de tempo suficiente para verifica(;éo'
daquelas que morreram em virtude do tratamento. Mais tarde,
foram transplantadas para cestos contendo terra e, finalmente,

transplantadas para o campo, juntamente com outras, dos mes-
mos clones que nio haviam sido tratadas. Assim, num dos..
atuais lotes destinados a experimentagio com hibridos I.A.N.,
no Instituto Agronomico do Norte, em Belém, na tltima linha -
foram -assim dispostas as plantas obtidas dessa série de trata-
mentos: : ' ' 5
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F-351 —58 plantas — 0,25% durante 6 a 21 horas
I‘-351 — 27 plantas — sem tratamento
F-351 — 9 plantas — 0,50 % durante 7 horas

. F-409 — 23 plantas — sem tratamento
F-409 — 7 plantas — 0,25% durante 6 horas
F-489 — 5 plantas —0,25% durante 6 horas
F-489 — 7 plantas — sem tratamento.

Em, virtude de actimulo de servigo, nessa época, tal mate-
rial ndo poude ser examinado citologicamente e mesmo mais
tarde nio poude éle ser convenientemente estudado. Muitas
morreram, e em vérias das atualmente existentes, se notam

. alteracdes morfolégicas. Em tempo - oportuno seri estudado
. esse material.

Seedlmgs ilegitimos de F- 170

Em 3 de Abril recebemos um lote de 169 sementes ilegiti-
mas de F-170, e no dia 12 desse mesmo més um outro lote, de
. 66 sementes, nos veiu ter &s mios (respectivamente I-2279 e
1-2294). Logo apés o recebimento desse material, puzemos as
sementes a germinar, em caixas contendo serragem de madeira
.convenientemente humedecida, mantidas dentfo do’ proprlo
Iaboratério.

A medida que as sementes iam germinando, e o cauliculo
atingia aproximadamente 2 cm. de altura, eram as plantas
cuidadosamente retiradas da serragem, lavadas e colocadas em
vasos, de vidro contehdo a solu¢do de colchicina na concentra-
¢lo desejada, onde totalmente mergulhadas permaneciam tempo
previamente determinado. As plantas, no recipiente contendo
a solugdo, eram colocadas com o caule para baixo, afim de evi-.
‘tar que, por qualquer motivo, ficasse sua extremidade féra do
liquido. Depois de tefmmado o tratamento, as plantinhas eram
'passadas em agua corrente e novamente plantadas em caixas
contendo serragem de madeira humedecida, tambem mantldas
‘no laboratério.

Sempre que os foliolos das plantas tratadas atingiam bom
desenvolvimento para isso, era coletado material e feito exame
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citolégico, recebendo entdo, cada planta, uma etiqueta' com o -
resultado desse exame. :

Muitas sementes germinaram e as plantas se desenvolve-
ram sem que houvesse oportunidade de trati-las. Esse lote
ficou constituindo as testemunhas do ensaio. ' ;

O tratamento dos seedlings e seu exame citolégico foi feito
durante os meses de Abril a Junho de 1944. Posteriormente,
em Julho, foram as plantas, num total de 190, plantadas a meia
sombra, num dos ripados do “Instituto Agronomleo do Norte,
para posteriores estudos.

De um total de 235 sementes recebidas de Belterra, germl-
naram 190, ou 80,8%. Dos seedlings obtidos, 88 nio puderam
ser tratados, constituindo o lote testemunha, e os demais foram.
tratados da maneira descrita.adiante.

Tratamento 1 — 13 seedlings foram tratados com uma so-
lugdo aquosa de colchicina a 0,20%, durante 3 horas. Em
12 deles observamos células normais com 2n = 36 cromosomios,
e somente num verificamos duplica¢ido desse niimero (2n = 72),
as folhas em mosaico (plahta n.° 90) (*).- As 13 plantas estao
vivas.

Tratamento 2 — 28 seedlings foram tratados com uma so-
lucdo aquosa de colchicina a 0,20%,»duran}e 6 horas. Foi obser-
vada duplicagdo do nimero de cromosomios em 3 plantgxs
(2n = 72). Atualmente estiao vivas 19 .plantas desse lote, tendo
morrido 9, entre as quais dpuas que tinham 2n = 72 cromoso-
mios. Somente resta viva uma planta com 2n = 72 cromoso-
mios (n.° 79). ;

Tratamento 3 — 19 seedlings foram tratados com uma
solucdo aquosa de colchicina a 0,20%; durante 9 horas. Em -
duas plantas (n.° 125 e 183) foi observada duplicacio de seu
nimero de cromosomios. (2n = 72). Dessas 19 plantas, 2 mor-
reram, e as demais estdo vivas, 1nc1us1ve aquelas duas com
2n = T2 cromosomios.

Tratamento 4 — 12 seedlings foram tratados com uma -
solucdo aquosa de colchicina a 0,20%, durante 24 horas Em

(*) A numeragdo das plantas é dtual (Outubro de 1945) e ndo a primitiva, de:
1 a 190 (feita quando foram os seedlings transferidos para o ripado).
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8 plantas ndo foram notadas alteracdes citolégicas, em duas -
encontramos 2n = 72 cromosomios e em duas 2n = 72-144 cro-
mosomios. Desgsas 12 plantas, 7 morreram e entre elas as 4 que
tinham mostrado alteracbes citolégicas.

Tratamento 5 — 4 seedlings foram tratados com uma so-
lucdo aquosa de colchicina a 0,25% durante 6 horas. Em duas
dessas plantas observamos 2n = 72 cromosomios. Atualmente
_estdo vivas somente 2 plantas desse lote, inclusive uma com
2n'= 72 cromosomios (n.° 135). :

Tratamento 6 — 4 seedlings foram tratados com uma so-

" lucdo aquosa de colchicina a 0,25% durante 9 horas. Néo fo-

ram notadas alteracbes citolégicas e atualmente se encontram
vivas 3 dessas plantas.

\
v

Tratamento 7 — 9 seedlings foram tratados com uma so-
lu¢do aquosa de colchicina a 0,40%,. durante 8 horas. Em
3 plantas foi observada duplicacio do seu niimero de cromoso-
mios (2n = 72). Atualmente estio vivas 6 plantas desse lote,
entre as quais as 3 em que havia sido notada alteragio citols-
gica (ns. 151, 154 e 155).

Tratamento 8 — 10 seedlings foram tratados com uma
solucdo aquosa de colchicina a 0,40%, durante 6 horas. Em
3 plantas foi observada duplicacio do seu nimero de cromoso-
mios (2n = 72). Atualmente estio vivas 9 plantas desse lote,
inclufndo as 8 atrias mencionadas (ns. 144, 145 e 146).

- Tratamento 9 — 3 seedlings foram tratados com uma
solu¢do aquosa de colchicina a 0,40%, durante 9 horas. Em
2 plantas observamos duplicacio no seu numero de cromoso-
mios (2n = 72). 'Desse lote s6 resta viva uma planta com
2n = 72 cromosomios (n.° 140).

Tratamento 10 — 88 seedlings sem tratamento com ‘solu-
¢ao de colchicina. Restam vivas 80 plantas desse lote.

No quadro IV apresentamos um resumo dos resultados
obtidos com a série de tratamentos atras mencionada.
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QUADRO 1V — Resultados obtidos com com o tratamento de seedlings
ilegitimos de F-170, com solugdo aquosa de colchicina
a varias concentragbes e durante varios tempos.

SEEDLINGS N.o DE PLANTAS ]
TRATAMENTO AT s o et Ry R Pl;mm“
T':::- Al;::a- ait, Vivc/ss Mortas | mortas | X :::
1-020%- 3 h 13 1 7.8 13 0 0.0 no 90
2-0,20% - 6 h 28 3 10,7 19 9 32,1 no 79
3-0,20% - S h 19 2 10,5 17 2 10,5 | no 125
n® 133
4-0,20% - 24 h. 12 4 33,3 5 7 58,3 —
5-0,25% - 6 h. 4 2 50,0 2 2 50,0 no 135
6-0,25% - 9 h. 4 0 0,0 3 1 '25,0 =
7-0,409% - 3 h. 9 3 33,3 6 3 33,3 n.o 151
no 154
. n0 155
8-0,40% - 6 h.| 10 3 30,0 9 1 . 10,0 no 144
& g n0 145
: n.o 146
9-0,40% - S h. 3 2 66,6 1 2 66,6 no 140
1 #
Total ....... 102 20 18,7 75 27 24,2
10-s/ trat.,..... 88 — — 80 8 9,1 L

* " Apesar dos dados apresentados no quadro IV néo serem
conclusivos; ‘alguma orienta¢cdo pode ser obtida para futuros
ensaios, em que se deseje tratar 'sementes de seringueira com

- colchicina. ol s :

CONCLUSOES

a) Para o tratamento de sementes de seringueira, com
colchicina, o melhor método, consiste em primeiramente po-las
a germinar, e sdmente iniciar o tratamento quando o cauliculo
tem aproximadamente 2 cm. de comprimento e estd com o te-
cido meristematico completamente livre da protecio fornecida
pela semente (nesse estadio a radicula tem, geralmente, mais.
de 5 cm. de comprimento). i '

b) Dos 4 tempos estudados para tratamento de sementes
com solucdo aquosa de colchicina a 0,20%, o que maior, porcen-
tagem de alteragdes produziu foi 24 horas, porém a porcenta-
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gem de plantas que morreram, depois do tratamento, foi muito
grande, e nenhuma das que se encontravam alteradas citologi-
camente, resistiu. Ao mesmo tempo, 0 mesmo tratamento, du-
~ rante unicamente 3 horas, conduziu & obten¢do de uma porecen-
tagein muito baixa de plantas alteradas citologicamente, porém
todas as plantas que assim foram tratadas, ainda estdo vivas.

¢) Para a concentracio de 0,20% de colchicina, em solu-
¢do aquosa, o tempo 6timo para a duraciio do tratamento de
sementes de seringueira parece estar entre 6 e 9 horas.

d) O ndimero de sementes tratadas com solu¢do aquosa
de colchicina a 0,25% (nos tempos de 6 ¢ 9 horas) foi muito
pequeno para se pretender concluir algum fato de seus resul-
tados. 4

e) Para uma concentracdo de colchicina a 0,40%, em so-
‘lucdo aquosa, bons resultados foram obtidos quando as semen-
tes foram tratadas durante 8 a 6 horas. .

VI — AS ALTERAGOES MORFOLOGICAS OBSERVADAS
NUM GRUPO DE SEEDLINGS DE SERINGUEIRA, TRATA-
'DOS PELA COLCHICINA '

Em capitulos anteriores ja nos referimos a varios tipos de
alteragGes morfolégicas observadas em seringueiras tratadas
pela colchicina, e aqui ndo convém novamente tratar desse
assunto. Apenas gueremos fazer um ligeiro apanhado de uma
populacdo de seedlings de seringueira, tratados pela colchicina,
entre os quais existem plantas com 2n =72 cromosomios e
plantas normais, .com 2n = 36 cromosomios.

Os 190 seedlings ilegitimos de F-170, constantes do qua-
dro 1V, foram plantados em ripado, como j& foi anteriormente
mencionado. Desse grupo de plantas, 102 haviam sido trata-
das com solug¢do aquosa de colchicina, a varias concentracdes
e durante varios tempos, e 88 ndo haviam recebido tratamento
algum. Dessas plantas, estio atualmente vivas (Outubro
de 1945) 75 das que foram tratadas, e 80 das nfo tratadas, e
entre aquelas 75, em 12 haviamos anteriormente determinado

. 2n = 72 cromosomios em tecido somatico (foliolos novos).
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Observacdes feitas nessas plantas revelaram que quasi
todas as que tinham, anteriormente, revelado 2n = 72 cromo-
somios, apresentavam folhas mais espessas ao tacto. Para uma
verificacido mais exata do fato, foi medida a espessura de folic-
los colhidos dessas plantas (*). : : :

Como ja foi dito atras, todas as plantas encontram-se plan-
tadas em ripado, e, por isso, aproximadamente sujeitas a con-
dicbes idénticas de insolacdo. O ripado é de tal férma cons-
truido que as plantas recebem cerca de 50% da luz que recebe-
riam si fossem plantadas a pleno sol. Esse fato deve ser levado
em conta, pois os resultados que vamos apresentar nao podem
ser comparados com os obtidos de plantas cultivadas a pleno
sol que, parece, normalmente apresentam maior espessura nas
folhas, que nas cultivadas na sombra, ou a meia sombra. -

A principio pretendiamos medir a espessura de 10 foliolos.
de cada planta (10 mensurag¢bes em cada foliolo), porém mais
tarde decidimos medir 10 foliolos unicamente de 50 plantas
(ndo tratadas pela colchicina, e que serviriam de testemunhas),
e, também, 10 foliolos de todas as plantas em’ que, anterior-
mente, haviamos observado duplicagdo do seu niimero de cro-
mosomios. Também foram, ainda, feitas 10 mensuragdes em
1 foliolo de cada uma das demais plantas (tratadas pela col-
chicina, porém com namero normal de cromosomios).

O trabalho foi iniciado em Outubro de 1945, por nés, po-
rém, depois, resolvemos entregi-lo ao assistente Rubens Lima,
que desconhecia por completo quais plantas haviam sido. tra-
tadas, e quais as que nfo o haviam. Todas as medidas de es-
pessura das folhas, das quais tlramos as médias dpresentadas
'1este trabalho, foram efetuadas{)elo referido agrénomo.

A{pos as mensuragoes referldas, quando recebemos os da-
dos obtidos, para serem analisados, verificamos logo: a) grande
uniformidade na espessura das folhas de plantas normais; b)
em quasi todas as plantas que, anteriormente, haviam revelado
2n = 72 cromosomios, a espessura das folhas era sobremaneira

(*) Parao isso nos servimos de um oparelho fabricado por Henry L. Scotf, em uso
no Loborotério, de Tecnologia da Borrocha do Instituto Agronémico do Norte. Esse apa-
relha dé os resultodos em 5/10000" (0,127 mm.) e a leitura pode ser feita com apro-
ximagdo de 1/2 divisda, isto’ é 25/100. 000" (0,00635 ‘mm.}.
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maior que a2 de plantas com unicamente 2n = 36 cromosomios
. (eonfirmando, portanto, o Que haviamos notado pelo simples
tacto). i . i
Os dados colhidos sdo de tal férma interessantes que re-
solvemos ‘proceder a um estudo mais detalhado do assunto, fi-
cando sua analise completa para um trabalho posterior, no qual
pretendemos adicionar algumas outras observacdes de inte-
- resse. Assim, néste trabalho, deixamos de lado o estudo de
50 seedlings ndo tratados, e de 1 planta que nio apresentava
folhas, sob o ripado, em condicGes normais para serem exami-
nadas, e nos referiremos unicamente as demais 104 plantas.
No quadro V apresentamos o resumo das observacoes fei-
. tas em 92 seedlings ilegitimos de F-170, tratados com colchicina
-a varias concentracoes e durante varios tempos, plantas essas
em que nfo foram notadas alteracées morfolégicas e, nas quais,
anteriormente, observiramos o niimero normal de cromosomios
(2n = 86). Nesse quadro os valores obtidos ji4 foram conver-
tidos para o sistema métrico, sendo tabulados em mm.

QUADRO V — Espessura de folhas de seedlings ilegitimos de ¥-170,
tratados e nao tratados com colchicina, porém: todos
com 2n = 36 cromosomios. §

TRATAMENTO P ESPESSURA DAS FOLHAS — mm.
NS de : :

Conc. % Tempo - h. ‘plantas . Minima Mdéxima Média
0,20 3 12 0,107 0,143 0,129
0,20 6 18 0,109 0,142 0,129
0,20 9 15 0,109 0,145 - 0,130
0,20 24 5 0,118 0,146 0,129
0,25 6 1 — — 0,122
0,25 9 3 0,123 A0,147 0,136
0,40 3 2 0,120 0,131 0,126
0,40 6 6 0,115 0,128 0,118
TEEAY ] e 62 0,107 0,147 .0,128
Testemunhas .... 30 0,108 0,143 0,127
Gde. Total ...... | T 92 0,107 0,147 0,128
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Pelos resultados apresentados no quadro V verifica-se a

mencionada uniformidade da espessura das folhas. As varia-
¢Oes sdo muito pequenas e, no geral, as médias sdo todas muito
préximas entre si. B interessante notar-se que, nesse caso, de
cada planta tinha sido colhida uma amostra muito redyzida,
constante de um tunico foliolo, no qual foram efetuadas 10 men-
suracdes, ao acaso. Vé-se que o tratamento das plantinhas ecom
colchicina, nio levou a alteragdes morfolégieas em plantas nas
quais ndo havia sido notada duplicagdo do seu ntimero de cro-
mosomios. :
: No quadro VI apresentamos os resultados obtidos nas
mensuracoes da espessura de folhas colhidas de plantas tra-
tadas pelé. colchicina e nas quais haviamos, anteriormente,
contado 2n = 72 cromosomios. Para cada planta foram efetua-
das 10 mensuragdes em cada um dos 10 foliolos colhidos. :

QUADRO VI — Espessura de folhas de seedlings ilegitimos de F-170,
tratados com colchicina e com o numero duplicado de
cromosomios (2n = 72).

ESPESSURA DAS FOLHAS — mm.

s LA Minima Mdéxima - Média
79 0,189 0,209 . 0,107
125 _ 0,189 0,204 0,196
133 : o 0,192 0,183
135 0,174 0,193 0,179
145 | 0,154 0,168 0,160
151 G e 0,182 0,175
155 - s 0,157 0,169 0,164
Média . .. 0,154 : 0,209 - 0,179

O estudo dos resultados apresentados no quadro VI mostra
maior variabilidade na espessura das folhas dessas plantas,
com 2n = 72 cromosomios, que na de plantas com 2n = 36 cro-
mosomios (quadro V). Também, verifica-se que a espessura
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das folhas foi grandemente aumentada, em todos os casos, e
que a média da espessura dessas folhas — 0,179 mm. — au- .
_ mentou de 39% em relacdo & média da espessura das folhas :
normais — 0,128 mm.

Nesse quadro ndo foram incluidos os resultados observa-
.dos em outras plantas, nas quais, também, haviamos anterior-
mente encontrado 2n = 72 cromosomios, pelo seguinte: a) - em
; 3 delas, a espessura observada nas folhas, si bem que superior
3 notada em plantas com 2n = 86 cromosomios, mostrou-se bas-
tante inferior & observada nas demais plantas com ntmero du-
plicado de cromosomios (plantas: 140, 144 e 154) ; possivelmente
o tratamento ndo havia sido completo, isto é, é provavel que
tenha se desenvolvido uma gema de tecido com 2n = 36 cromo-
somios (tal fato-procuraremos verificar mais tarde); b) em
2 delas (90 e 146) observamos mosaico; na planta n.° 99 as-
folhas sdo geralmente de uma coloragio verde clara, com areas
de um verde mais escuro; na planta n.° 146 ha folhas com es-
pessura inteiramente normal (finas) e folhas inteiramente
alteradas (grossas), evidentemente parecendo tratar-se, em
ambos os casos, de quimeras.

. No quadro VII apresentamos os resultados obtidos com as
medidas feitas em 10 foliolos de cada uma das plantas 140, 144
e 154 (10 mensuragoes em cada um)

QUADRO "VII—Espessura das folhas de seedlings ilegitimos de F-170,
tratados com colchicina e nos quais haviamos obser-
vado duplicagdo no seu numero de' cromosomios

(2n = 72).
ESPESSURA DAS FOLHAS — mm,
. M.9 DA PLANTA : ;
N Minima Mdxima - Média
v 140 | 0,141 ' 0,151 0,147
144 ~ 0,130 g 9,156 - [ -0,140
154 | 0,127 0,144 . 0,135
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No quadro VIII apresentamos as obsei‘vagées feitas nas
plantas 90 e 146. . ;

\

QUADRO VIII — Espessura das folhas de quimeras obtidas de seedlings
ilegitimos de F-170, tratados pela colchicina. ;

ESPESSURA DAS FOLHAS — mm,
N.0 da - ;
FiE OBSERVACSES

planta . Minimo Méxima Média

90 - 0,095 0,152 0,100 ] Manc¢has verde-claro

90- 0,108 0,152 0,127 Manchas verde-esc.
146 0,116 0,142 10,125, | Folhas normais X
146 0,157 0;166 0,162 Folhas alteradas

A planta n.° 90, em Qutubro de 1945, sdmente apresentava
folhas na Gltima roseta, e em nimero de 13. Dessas 13 folhas,
6 eram de colora¢do verde-claro, sem mancha alguma na pagins
superior, e com raras areas de um verde mais escuro, irregu-

lares, na pagina inferior. As outras 7 folhas eram assim cons-
tituidas (pagina superior): 1) 1 foliolo verde-claro, foliolo cen-
tral metade verde-escuro e metade verde-claro, outro foliolo
verde-escuro; 2) 1 foliolo lateral metade verde-claro e metade
verde-escuro, os outros 2 verde-escuro; 3) os dois foliolos late-
rais com mancha grande be‘rde-escuro, o foliolo central intei-
ramente verde-claro; 4) dois foliolos laterais verde-claro, o cen-
tral com pequena mancha verde-escuro; 5) 1 foliolo lateral
verde-claro e o outro com pequena mancha verde-escuro, e o
central thetade verde-claro e metade verde-escuro; 6) 1 foliolo
lateral verde-claro, e outro metdde verde-claro e metade verde-
escuro, o centrol com pequena mancha verde-escuro; 7) 1 fo-
liolo lateral verde-claro e o outro e o central com pequenas man-
chas verde-claro. Na pagina inferior os foliolos apresentam
manchas verde-escuro, irregulares (mais claras que as da pa-
_ gina superior) cuja 'posigﬁ.o independe da posicio das manchas
localisadas na paAgina superior; os estomatos sio mais cons-
picuos nas manchas escuras que nas claras. '



Luiz 0. T. Mendes — Duplica¢io de cromosomios da seringueira 51 . -

A planta n.° 146 nio mais tem folhas nas 3 primeiras ro-
setas; as duas seguintes apresentam folhas de tamanho nor-
_mal; em seguida h4 duas outras rosetas com folhas de tamanho
reduzido (aproximadamente 1/3 de comprimento das folhas
" normais) ; a Ultima roseta tem folhas todas com tamanho nor-
*mal, e delas é que foram colhidos os foliolos para estudos sdbre
sua espessura. Entre estas ha folhas com os 3 foliolos de pe-
- quena espessura (normais), folhas com os 3 foliolos com grande
espessura (alterados) e, também, folhas com 1 foliolo lateral
normal, o central metade normal e metade alterado, e o outro
foliolo lateral inteiramente alterado. Néste caso, parece estar-
mos em presenca de uma quimera sectorial.

VII — SUMARIO E CONCLUSOES

Y

1 — Em trabalhos de selecio da seringueira a ‘“Moléstia
das Folhas”, causada pelo fungo Dothidella ulei, encontram-se
aproximadamente 100 a 120 plantas suficientemente resisten-
tes & moléstia, para cada grupo de 1.000.000 de seedlings estu-
dados. : . ‘

2 — A selecdo de seringueiras de alta capacidade de pro-
ducio exige o estudo de grandes populagdes de plantas e, para
o caso de regides onde ocorre a “Moléstia das Folhas”, necessa-
rio se torna dispor, portanto primeiramente de grandes popula- -
¢Oes de plantas ja anteriormente selecionadas como resistentes
3 referida moléstia, o que torna a investigacdo excessivamente
trabalhosa e consumidora de tempo.

8 — Segundo estudos anatdmicos da casca da seringueira,
realisados por Gunnéry (*%), em plantas de alta capacidade de
producdo se encontram tubos crivados de grande didmetro asso-
ciados a vasos latiferos grossos, enquanto em seringueiras de
baixa capacidade de producéo os tubos crivados sio de pequeno
diametro e associados a vasos latiferos finos. _

4 — Lancando-se mao da correlagio atrids mencionada,
serd possivel a eliminacfo, com pequena idade, de grande ni-
mero de seringueiras nada prometedoras quanto a sua futura
produtividade. :
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5 — Investigacoes feitas em grande niimero de plantag re-
velam que, com a duplica¢do do seu niimero de cromosomios,
pela acdo da colchicina, no geral obteem-se plantas com esto-
matos maiores, folhas mais grossas, etc., enfim, obtem-se plan-
tas com células maiores que nas plantas normais, nio tratadas.

6 — O autor, considerando que um tubo crivado ou um vaso
latifero nada mais é sinfo uma sucessio de células e, conside-
rando o que foi discutido em 3, supde que sera possivel obter-se
um aumento na producao de latex de seringueiras de baixa pro-
dugio, pela duplica¢do do seu nimero de cromosomios, pela a¢do
da colchicina. Assim, sera possivel abreviarem-se os trabalhos
de selecdo, pelo aproveitamento de grande niimero de clones de
seringueira, ji selecionados como resistentes a “Moléstia das
Folhas”, porém de baixo rendimento emlatex, duplicando-se o
seu nimero de cromosomios e, consequentemente, aumentando-
se sua capacidade de producao.

7 — De acordo com investigacdes anteriormente efetuadas
por outros autores, Hevea brasiliensis Muell. Arg. tem 2n = 36
cromosomios, e isso é confirmado pelos estudos que o autor efe-
tuou no Instituto Agrondmico do Norte. Também tem 36 cro-
mosomios em seu técido somatico Hevea spruceana (Benth.)
Muell. Arg. As opinides ainda néo sao concordes si tais serin-
gueiras, com 2n = 36 cromosomios, sdo di — ou tetraploides.

8 — Para a contagem do mimero dé cromosomios em
tecido somatico da seringueira o autor adotou a técnica de
Baldwin (*), com ligeiras modificagbes, semipre com 6timos re-
sultados. As preparacbes eram feitas a partir de folfolos bas-
tante novos, com 10 a 15 mm. de comprimento, -

9 — Virios ensaios foram efetuados pelo autor, em Belém, |
com o fito de obter duplicagio do nfimero de cromosomios de
Hevea brasiliensjs, tanto a partir de plantas novas, como de
enxertos, de sementes-ainda nfio germinadas e de sementes em
germinacio. Uma téenica que deu bons resultados foi desen-
volvida a partir de sementes em germinacio. Para o caso do
tratamento de plantas ja enxertadas, a técnica adotada nao deu
resultados satisfatérios, necessario se tornando modifica-la
convenientemer.te. ' .

#
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10 — Pela acdo da colchicina o autor poude obter tecido so-
matico da seringueira com células contendo 2n = 72 e 2n = 144
. cromosomios. Na maioria dos casos, porém, o tecido  resultante
do tratamento com colchicina era de constituicio mixopléide
(2n =36 e 2n =172, ou 2n = 36, 2n =72 e 2n = 144 cromoso-
mlos, num mesmo foliolo).

11— 0s seguintes clones de Hevea brasiliensis tém 2n = 36
cromosomios : B-14, B-3363, B-3381, B-3384, F-212, F-315,
F-1620, F-1705, F-1710, GS-16 e GX-349. Seedlings ilegitimos
dos seguintes clones também apresentaram 2n = 36 cromoso-
" mios: PB-86, TJ-1, F-170, E-351, F-409 e F-489. ‘

12 — Foram observados varios tipos de alteragbées morfo-
légicas em plantas tratadas pela colchicina: folhas gigantes; -
alteracido no niimero de foliolos (que normalmente é de 3), sendo
observadas folhas com 1 a 7 folfolos; deformagdes dos folfolos
(alteragbes na férma, tamanho e textura); soldagem de folfo-
los, costa-a~costa; major espessura das folhas; maior tamanho
~ dos estomatos com consequente reducio do seu ntimero rela-
“tivo, ete.

13 — Numa folha tratada pela colchicina, do clone F-315,
foi observado que os ‘estomatos tinham 29,47 micra no seu
-maior difmetro, e eram em namero de 146,65 por mm., en-
guanto em folha nio tratada, da mesma planta, os estomatos
tinham 20,31 micra em seu maior diimetro e eram em nimero
“de 351,10 por mm.2,

14 — Em 92 seedlings ilegitimos dé F-170, com 2n = 36
eromosomios, o autor encontrou uma espessura média de
0,128 mm., nas folhas desenvolvidas a meia sombra, em ripado;
em 7 seedlings ilegitimos do mesmo clone, com 2n = 72 cromo-
somios (duplicacdo obtida artificialmente por meio da colchi-
cina) o autor obteve uma espessura média de 0,179 mm. em
folhas também desenvolvidas a meia sombra, no mesmo ripado.

_ 15 — Em dois casos, de um grande lote de seedlings ilegi-
timos de F-170, obtidos a partir de sementes em germinacgao
e tratadas com solucdo de colchicina, o autor obteve quimeras.
Ainda nao foi verificado de que tipo sao essas qulmeras, pare-
_ cendo que uma é do tlpO sectorial.

’
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16 — O-autor tem fundadas esperancas em conseguir au-
mentar a producao de latex de seringueiras de baixa producio,
e altamente resistentes & “Moléstia das Folhas” — sem, com
isso, torn-las mais "susceptiveis a essa enfermidade — por
meio da duplicacdo do seu nimero de cromosomios, obtida a
partir de uma adequada técnica de tratamento, e sua sucessiva
multiplicacdo por enxertia. : :

17 — E pensamento do autor dar prosseguimento ao tra-
balho da seguinte férma:

a) multiplicar, por enxertia, as plantas ilegitimas de F-170,
com 2n =172 cromosomios e, também, uma série de plantas
desse mesmo lote, porém com 2n = 36 cromosomios, e instalar
um ensaio para estudar comparativamente sua producgdo e re-
sisténcia & “Moléstia das Folhas”;

b) para o caso da quimera n.° 146, parece possivel dela
obtérem-se por enxertia, plantas com 2n = 36 e plantas com
2n = 72 cromosomios. Nesse caso, multiplicd-las em escala con-
veniente e estudar comparativamente seu rendimento em latex
e, ainda, a influéncia da duplica¢io do niimero de cromosomios
na sua resisténcia as moléstias; :

c¢) duplicar o niimero de cromosomios de varios clones de
seringueira, ja provados como res1stentes a “Moléstia das Fo-
lhas”, e posteriormente, estudar a produt1v1dade de cada clone,
com o0 ntmero normal de cromosomios, €m comparacido com
material obtido desse mesmo clone, porem com numero dupli-
cado de cromosomios; 3 : :

d) duplicar o nimero de cromosomios de vérios clones de
seringueira, de alta produt1v1dade porém muito susceptiveis
4 “Moléstia das Folhas”, como, por exemplo: TJ-1, TJ-16,
PB 186, WAR-4, etc. e estudar as consequéncias dessa dupll-
cacido no grau de resisténcia 3 referida moléstia.

VIII — SUMMARY

1 — During the selection work of Hevea brasiliensis strains,
resistant to the Leaf Blight (Dothidella ulei), it was found
that the number of resistant plants per one million seedhngs -
studied was about 100 to 120.



Luiz O. T. Mendes — Duplicagdo de cromosomios da seringueira 55

" 2 — Because of the low percentage of resistant seedlings
it 'will be understood that, in regions where the Leaf Blight
exists, the total number of plants to })e studied in order to
obtain yield as well as resistance- becomes enormous. Yield
investigations, of course, can take place only among seedlings
which previously have been selected for resistance.

8 — According to the studies of the bark of Hevea bra-
siliensis made by Gunnery (*°) it was found that the sieve
tubes and latex vessels in high yielding clones were of larger
diameter than they were in low yielding clones, or seedlings.

4 — Making good use of the knowledge just mentioned
it should be possible to eliminate the larger part of a seedling
population and carry along only the promising ones.

5 — Investigations made in a large number of plants
reveal that a doubling of chromosomes by the use of colchicine
generally produces plants with larger stomata, thicker leaves,
ete. “As a ‘whole, colchicine treated plants have larger cells than
untreated plants have.

6 — Considering that the sieve tubes and the latex vesseis
are nothing but a series of cells, and considering the fact
discussed under 3, the author believes that it will be possible
to increase the production of latex in the somewhat lower
yielding resistant selections by the usage of colchicine and .
thereby a doubling of the chromosomes. If so, the selection
work would: be considerable easier since the better ones of
the large number of resistant selection already made could be
utilized directly for field plantations.

_ . 7 — A number of authors who have made studies of the
Hevea brasiliensis Muell. Arg, have given the chromosome
number of this species as 2n = 36. This was confirmed by the
author: during his studies made at the Instituto Agrondmico
do Norte. The H. spruceana also has 36 chromosomes. There
is still some indecision among the various authors if those
" plants are di - or tetraploid.

8 — The method employed in the determination of chro-
mosomes in the somatic tissues of H. brasiliensis was a slight
modifications of that used by Baldwin (). The results were
‘always satisfactory. The preparations for the counts were
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made from very young leaflets, at a time when they were about
10 to 15 millimeter long.

9 — Various experiments were run by the author at the
Belém Institute in order to obtain a doubling of chromosomes in
the H. brasiliensis. The éxperiments included young seedlings
«and 'budded stumps as well as germinated and ungerminated
seeds. The best results wete obtained with germinated seeds.
In the case of budded stumps, the results were not satisfactory

- and experiments with these will be-continued under modified
procedures.

10 — By the action of colchicine the author was able
to obtain a chromosome number of 2n =72 and 2n = 144
in the cells of the somatic tissues. In the majority of cases
however, the colchicine treatment caused a mixoploid condi-
tion of 2n = 36 and 2n = 72, or 2n = 36, 2n = 72 and 2n = 144
in the same leaflet. :
11 — The following clones of H. brasiliensis have
2n = 86 chromosomes: B-14, B-3363, B-3381, B-3384, F-212,
F-315, F-1620, F-1705, F-1710, GS-16 and GX-349. Illegitimate
seedlings of clones PB-86, TJ-1, F-170, F-351, F-409, also have
2n = 36. -
12 — Various morphological changes were observed in the
~ colchicine treated plants, such as: gigantic leaves, deformation
of leaflets (form, size and texture), fusion of the leaflets and
thicker leaves. Also the nymber of leaflets, which normally
is 8; could be found in numbers from 1 to 7. As mentioned
under 5, the stomata often were found to be considerably larger
» than in untreated leaves but at the same time the number per
area was reduced.

13 — By examination of a leaf from a colchicine treated
-plant of F-315, it was found that the average, largest diameter,
of the stomata was 29,47 micra with a number of 146,65 per
mm.2. The corresponding figures from an untreated leaf of'

* the same plant were 20.31 micra and 351.10 per mm.2.

14 — Among 92 illegitimate seedlings of F-170 with
2n = 86 chromosomes, the author encountered an average leaf
thickness of 0.128 mm. The plants from which the leaves
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were taken were growing under half shade in a green house
(slat construction). Among 7 illegitimate colchicine-treated
seedlings of the same clone and growing under the same condi-
tions the chromosome number was 2n = 72 and the average
-leaf thickness 'was 0.179 mm.

15 — In a large plot of illegitimate seedlings of IF-170,
colchicine-treated at the time of germination, the author
obtained two chimeric plants. Up to this time the chimeric
type has not been verified but one of them is believed to be
of the sectorial type.

16 — The author has great expectation that colchicine
treatments, and thereby doubling of the chromosomes, may
increase the production of latex in clones ordinarily low in
yield and also increase the resistance to the leaf blight. It is
yet necessary to improve the tecnic of the colchicine treatment
but it is firmly believed that once the stabilization of the
increased chromosome number has taken place, by seed
treatment or treatment of buddings, this new character will
reproduce without change in the buddings made thereafter.

17 — It is the author’s plan to proceed with these new
studies in the following manne‘;‘,-

a) To multiply, by buddings, the illegitimate and colchicine-
treated seedlings of F-170 that have been found to possess a
chromosome number of 2n = 72. At the same time an equal
number of untreated seedlings from the same source will be
budded and planted under equal condition. By the time the
. two series come into production a comparison can be made
between both yield and resistance.

b) In the case of the chimeric plants mentioned under 15,
it is reasonable to expect that plants of different chromosome
number can be obtained. That is, some of the buds of the
plants may give a 2n = 36 value and others a 2n = 72 value.
If so, each of the two categories will be multiplied in convenient
number later to be compared' in regard to yield and resistance.

¢) To make a comparative test between two groups of the
same clones, highly resistant to the Leaf Blight. The same
number of each clone will be represented in each of the two
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groups. One group will have colchicine-treated plants with
doubled number of chromosomes while the other will remain
as an untreated check in order to compare the yields of one
group to the yields of the other.

d) To make a comparatlve test bet'Ween two groups of
the same clones, high in yield but low in resistance. For
instance TJ-1,, TJ-16, PB-186, WAR-4, etc. The test will be
carried along as under c.
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