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Resumo — O objetivo deste trabalho foi verificar o envolvimento dos glicosideos cianogénicos na incom-
patibilidade, por translocacéo, do clone de seringueira IPA 1 com copas enxertadas com clones de outras
espécies de Hevea. Determinou-se, na casca dos clones de painel IPA 1, Fx 4098 e Fx 3864, a atividade
das enzimas B-glicosidase, B-diglicosidase e B-cianoalaninassintase (f-CAS) e o desenvolvimento de
combinagdes de enxertos, tendo como clone de painel o [PA 1 e como copa enxertada, clones de baixo ou
alto potencial cianogénico (HCN-p). Dosou-se o HCN-p de folhas jovens e maduras de clones de copa
ja conhecidos como compativeis ou incompativeis. A atividade de f-CAS no IPA 1 foi baixa, sendo alta
no Fx 3864 ¢ intermediaria no Fx 4098. Esse fato, associado a maior atividade da B-glicosidase e
B-diglicosidase encontradas no IPA 1, confere a este clone extrema sensibilidade ao cianeto. Os enxertos
com clones de baixo HCN-p nas folhas jovens mostraram-se compativeis, bem como com os clones em
que o alto HCN-p nas folhas jovens permanece alto nas folhas maduras. Os clones incompativeis
apresentaram alto HCN-p nas folhas jovens e significativa reducdo nas maduras. Essas evidéncias
refor¢cam a hipotese de a incompatibilidade ser causada pela translocagdo de linustatina, das folhas dos
clones enxertados, para o caule do IPA 1. Os sintomas se assemelham aos de secamento do painel de
sangria, indicando o envolvimento da cianogénese na sua evolugao.

Termos para indexacdo: enxertia, glicosideo, linamarase, metabolismo.

Effect of the cyanogenesis on the incompatibility of crow clones
of Hevea spp. budded onto IPA 1

Abstract — The objective of this work was to verify the role of the rubber tree cyanogenic glycosides in
the incompatibility of the IPA 1 clone (Hevea brasiliensis) with budded crowns of clones of other
species of Hevea. The activity of the following enzymes involved in the cyanide metabolism was
determined: B-glycosidase, B-diglycosidase and f-cyanoalaninesynthase (B-CAS). These enzymes
were studied in the stem bark of the clones IPA 1, Fx 3864 and Fx 4098. Clones of high and low
cyanogenic potential (HCN-p) were crown budded on IPA 1, and the development of the budded
plants was recorded. The HCN-p of young and mature leaves of other crown clones known as compatible
or incompatible was determined. The B-CAS activity of IPA 1 was found to be as low as in
non-cyanogenic plants while it was very high in Fx 3864 and intermediate in Fx 4098. IPA 1 displayed
higher B-glycosidase and B-diglycosidase activities, which, together with the very low B-CAS activity,
determine the extreme sensitivity to cyanide of'this clone. Crown clones of low HCN-p in young leaves
were compatible, as well as those with high HCN-p in young leaves, but keeping it high in the mature.
In incompatible clones the HCN-p is reduced in mature leaves. These evidences support the hypothesis
that the incompatibility is caused by the translocation of linustatin, from the leaves to the stem of
IPA 1. The incompatibility symptoms resemble some aspects of the Tapping Panel Dryness, suggesting
a relationship of TPD with cyanogenesis.

Index terms: grafting, glycosides, linamarase, metabolism.
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No entanto, em ensaios de testes de clones de
copa, constatou-se a incompatibilidade por
translocacdo nas combina¢des onde o painel foi o
clone IPA 1 (H. brasiliensis) e as copas, clones pro-
venientes de H. pauciflora e H. guianensis
var. marginata. O primeiro sintoma dessa incompa-
tibilidade, em enxertos com trés a quatro lancamen-
tos foliares, € a auséncia do escoamento do latex no
caule do IPA 1, abaixo da unido do enxerto, devida a
coagulac@o do latex nos laticiferos, seguindo-se
necrose da casca do [PA 1 e amorte do enxerto apos
o anelamento completo da casca (Moraes & Moraes,
1996).

O fato de aplicacdes de solugdes de linamarina e
cianeto de potassio (KCN) no caule do painel do
IPA 1 terem revelado alta sensibilidade e a existéncia
de combinag¢des compativeis com clones de copa de
Hevea nitida CPAA C64 e CPAA C65
(Moraes, 1999) —espécie com potencial cianogénico
extremamente baixo (Lieberei, 1988), em comparaco
com os clones Fx 4098 e Fx 3864 —fortaleceu a hipd-
tese de que os sintomas de incompatibilidade tenham
sido provocados por compostos cianogénicos trans-
portados das copas incompativeis para o painel
(Moraes et al., 2001), o que evidencia a necessidade
do estudo das enzimas relacionadas com o metabo-
lismo do cianeto.

A linamarina, glicosideo cianogénico do género
Hevea, é produzida em grande quantidade pelas fo-
lhas jovens, principalmente no estadio C de desen-
volvimento (Dijkman, 1951), e ¢ armazenada no
vactiolo. A enzima responsavel pela degradacéo des-
se glicosideo e liberacdo do cianeto (HCN) ¢ a
linamarase, localizada exclusivamente no apoplasma,
sendo necessario o rompimento do tecido para ha-
ver contato entre ela e o substrato (Lieberei, 1988).

O transporte do glicosideo cianogénico na planta
intacta s6 € possivel pela adi¢do de mais uma unida-
de de glicose a molécula da linamarina, trans-
formando-a no diglicosideo linustatina, o qual ¢ imu-
ne a agdo da linamarase apoplasmica, permitindo seu
transporte através dos sistemas condutores do ve-
getal (Selmar, 1993).

Outra enzima envolvida no metabolismo das subs-
tancias cianogénicas ¢ a B-cianoalaninassintase, que
catalisa areagdo entre o HCN e a cisteina, formando
B-cianoalanina e sulfeto de hidrogénio (Floss et al.,
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1965; Blumenthal-Goldschmidt et al., 1968; Castric
et al., 1972). Esse metabolismo ¢ muito vantajoso para
as plantas, ja que o produto 3-cianoalanina pode ser
metabolizado para asparagina, que, por sua vez, pode
ser incorporada no metabolismo geral da planta
(Miller & Conn, 1980). Em espécies néo-
cianogénicas, a presenga dessa enzima esta relacio-
nada com o mecanismo de desintoxicagdo na sintese
endodgena de etileno, onde ha formagdo de HCN na
fase em que o acido carboxilico aminociclopropano
(ACC) é transformado em etileno (Peiser et al., 1984;
Goudey et al., 1989).

O objetivo deste trabalho foi verificar o
envolvimento dos glicosideos cianogénicos da se-
ringueira na incompatibilidade por translocagdo apre-
sentada pelo clone [PA 1 (Hevea brasiliensis), com
copas enxertadas com clones de outras espécies de
Hevea.

Material e Métodos

As coletas e as analises dos materiais vegetais foram
realizadas na Embrapa-Centro de Pesquisa Agroflorestal
da Amazonia Ocidental (CPAA), Municipio de Manaus,
Estado do Amazonas, situado nas coordenadas 3°8'5" de
LS e 60°1'0" de LW. As amostras de casca do caule, para
determinagdo da atividade enzimatica, foram colhidas do
antepenultimo langamento de hastes de cerca de um ano,
de plantas de jardim clonal, dos clones de H. brasiliensis
IPA 1, Fx 4098 e Fx 3864; as duas tltimas testemunhas
sdo compativeis com todas as copas enxertadas.

A determinagdo da atividade de -cianoalaninassintase
(B-CAS) foi feita pelo método descrito por
Blumenthal-Goldschmidt et al. (1963). Esse método con-
siste na determinagdo da atividade da enzima em um grama
de casca do caule em 2 mL de tampao tris/HCI 50 mmol L-!,
pH 8,2 homogeneizada em gral. Apos a homogeneizagao,
o material ¢ centrifugado por uma hora, a 20.000 g, entre
0°C e 6°C. Transfere-se 1 mL do sobrenadante para frasco
de vidro com capacidade para 30 mL, ¢ adiciona-se 0,5 mL
de KCN, 50 mmol L', diluido em tamp3o tris 50 mmol L-!,
pH 8.2, e em seguida, 0,5 mL de I-cisteina, 10 mmol L-!,
diluida no mesmo tampdo, e, posteriormente, incuba-se
por 30 minutos a 30°C. Em seguida, acrescenta-se a mis-
tura 0,5 mL de N-N-dimetil-p-fenilenodiamina
20 mmol L!, em HCI 7,2 mol L', ¢ 0.5 mL de FeClj,
30 mmol L', em HCI 1,2 mol L-!, obtendo-se um volume
final de 3 mL. Deixa-se em repouso por 20 minutos a 30°C,
depois da centrifuga¢do a 1.000 g, por 10 minutos.
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As leituras de absorvancia a 650 nm foram comparadas
com curva-padrao de Na,S, de 0,04 mmol L' a
0,167 mmol L', a partir de solugdo-estoque de Na,S
(0,1 mol L"), titulada por iodometria, apds precipitagdo
do sulfeto com cloreto de zinco amoniacal (Scott, 1939;
Morita & Assumpc¢do, 1990). Os resultados em
absorbancia foram convertidos em nmol H,S" s g

Na determinagdo da atividade das enzimas f-glicosidase
(linamarinase) houve o seguinte procedimento (Selmar,
1986): 1 g de casca do ultimo langamento, com foliolos
maduros, foi recortado em pedagos retangulares de aproxi-
madamente 2 X 3 mm, ¢ moida em gral de porcelana
pré-resfriado, com 4 mL, de NaH,PO,, 0,067 mol L-'.
O extrato foi decantado apds compressdo do residuo fi-
broso, que foi moido novamente com 5 mL de NaH,PO.,
0,067 mol L-!. O extrato final, livre da maior parte do resi-
duo fibroso foi centrifugado a 20.000 g por 1 hora, entre
0°C e 6°C. O sobrenadante foi filtrado em membrana
Milipore, sob pressdo de 2,5 barias, e lavado trés vezes,
com filtra¢do nas mesmas condig¢des, com 30 mL de tam-
pdo de fosfato, pH 6,5, 10 mmol L, a cada lavagem, para
eliminacdo de pigmentos e possiveis inibidores da enzima.
O volume final do extrato foi reduzido para 5 mL, na ulti-
ma filtragdo, e guardado em geladeira. Apos a confecgdo do
extrato, determinou-se a atividade da enzima [3-glicosidase
(linamarinase), com a retirada de 0,1 mL do extrato e dilu-
ido em 2,4 mL de agua destilada ¢ 0,5 mL de
p-nitrofenilglicopiranosideo (20 mmol L") a pH 5,6 ¢ adi-
¢do de 2 mL de NayCOs, 0,5 mol L', a fim de paralisar a
atividade da enzima e evidenciar a colorac@o do p-nitrofenol
liberado. A leitura da absorbancia foi feita a 400 nm, ¢ cal-
culada a quantidade de p-nitrofenol liberado por grama de
matéria fresca de casca por minuto.

A determinagdo da B-diglicosidase (linustatinase) foi
feita nos extratos da enzima, de acordo com o método
descrito por Selmar (1986), através do meio de incubacdo
com 2 mL de amigdalina, 12,4 mol L-!, em tampdo
Mcllvaine (1921) 50 mmol L-!, pH 4,5 € 0,5 mL do extra-
to da enzima. A mistura foi incubada durante 1 hora, a 30°C.
A reagdo foi interrompida pela adicdo de 1 mL de NaOH
1 mol L1, acrescentando-se 0,5 mL de tampao Macllvaine
(1921) 50 mmol L', pH 7 ¢ 1 mL de HCI 1 mol L, pro-
cedendo-se, em seguida, a reagdo de colorag@o com kit
Spectroquant da Merck, para dosagem de cianeto em solu-
¢d0. A leitura da absorbancia foi feita a 585 nm, e converti-
das em nmol CN-'hlg!.

No teste de enxertia de clones de copa de baixo poten-
cial cianogénico, no clone IPA 1, foram utilizados os clones
Fx 4512 (H. benthamiana), PL 22 (H. pauciflora), PUA 5
(H. pauciflora) e PUA 9 (H. pauciflora), cujo potencial
cianogénico (HCN-p) ¢ muito baixo (Lieberei, 1988), e,
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como contraprova, o clone CPAA C 13 (H. pauciflora x
H. guianensis var. marginata). Essas enxertias foram
efetuadas em ramos laterais de plantas de IPA 1 decapita-
das em jardim clonal.

A partir dos primeiros sintomas de incompatibilidade
nas folhas dos enxertos de copa, até o aparecimento de
lesdes necrdticas no porta-enxerto, foram colhidos seg-
mentos de aproximadamente 3 x 15 mm, da casca do caule
do IPA 1, abaixo da placa do enxerto, fixados em FAA e
seccionados a mao livre no sentido longitudinal radial.
As laminas com os cortes em agua destilada e cobertas
com laminula foram observadas ao microscopio 6tico, com
ocular 18x e objetivas 25x ou 40x.

O potencial cianogénico (HCN-p) de clones de copa de
seringueira foi determinado em folhas jovens (estadio C) e
maduras (penultimo lancamento) dos clones de painel IPA 1
(H. brasiliensis) ¢ de copa IAN 6158 (H. brasi-
liensis X H. benthamiana), Fx 985 (H. brasiliensis) e
CPAA C 65 (H. nitida), CPAA C 06 (H. paucifiora),
CPAA C 13 (H. pauciflora x H. guianensis var. margi-
nata), CPAA C 14 (H. pauciflora x H. guianensis
var. marginata), CPAA C 50 (H. pauciflora x
H. rigidifolia), CBA 1 (H. pauciflora) ¢ CNS G 124
(H. pauciflora).

O método de determinacdo do HCN-p das folhas foi
adaptado por Lieberei (1986) e Selmar (1986).
A glicosidase obtida das folhas da seringueira e utilizada
para liberacdo total do cianeto, na dosagem do HCN-p das
folhas, foi parcialmente dessalinizada por meio da lavagem
com tampdo fosfato, pH 6,5, 10 mmol L-!, com filtragao
em membrana Milipore, tipo PTGC, sob pressdo cons-
tante de 2,5 barias. O tampao fosfato foi adicionado em
parcelas de 50 mL, a cada lavagem, consumindo-se um
total de 300 mL. Apos a adi¢do dos ultimos 50 mL de
tampao, a filtragdo sob pressdo continuou até atingir o
volume de 15 mL. A lavagem da proteina com o tampao
permitiu também a eliminagdo do cianeto presente nas fo-
lhas de seringueira, cujo conteudo foi determinado de acor-
do com Selmar (1986).

Para maior seguranga quanto ao desempenho da enzima
extraida, fez-se um teste de sua capacidade de hidrolise
com solucdo de linamarina na concentragdo de
0,238 mg mL-!, correspondendo a 25,04 mg L-! de CN-,
determinando-se o cianeto liberado de acordo com Selmar
(1986), e obteve-se o valor esperado com a hidrélise com-
pleta do glicosideo pela acdo da enzima adicionada ao meio
de reacdo.

As determinagdes da atividade das enzimas e do HCN-p
das folhas de seringueira foram realizadas em trés repeti-
¢des, e cada planta constituiu uma repeti¢@o; todas foram
escolhidas ao acaso. Os resultados foram submetidos a
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analise de variancia (teste F), e as médias, comparadas pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade (Pimentel-Gomes,
1990).

Resultados e Discussio

A atividade da B-CAS do [IPA I
(0,015 nmol H,S s g1+ 0,007) foi sete vezes menor
do que a do Fx 4098, e 13 vezes menor, em compara-
¢éo com a atividade do Fx 3864 (Figura 1). Esses re-
sultados corroboram a hipdtese de que no IPA 1 a
fixagdo do cianeto em compostos ndo-cianogénicos
¢ menos eficiente do que nos demais clones testa-
dos; este resultado € coerente com os de Moraes
etal. (2001), com relagdo aos teores mais elevados
de HCN livre encontrados nesse clone apds a aplica-
¢do de linamarina, bem como com a sua extrema sen-
sibilidade ao cianeto, se comparada a do Fx 3864.

Os valores de atividade de B-CAS dos clones
Fx 3864 e Fx 4098 sdo da mesma ordem de grandeza
dos relatados por Umbach (1989), e explicam também
as diferencas de resposta ao KCN e a linamarina,
entre o Fx 4098 e o Fx 3864 observadas por Moraes
et al. (2001). A atividade muito baixa de B-CAS en-
contradano IPA 1 é um exemplo extremo da variagédo
de atividade dessa enzima, observada também por
Umbach (1989) em diferentes espécies de Hevea.
Além disso, ¢ equivalente a de espécies
ndo-cianogénicas (Miller & Conn, 1980). Esses ni-
veis de atividade sdo suficientes apenas para a fixa-
¢éo de pequena quantidade de HCN liberada na sin-
tese de etileno.

A atividade de B-glicosidase na casca do caule
no clone IPA 1 foi de 7,12+0,66 umol p-NP g-! min’!,
valor duas vezes maior que os encontrados nos
clones Fx 4098 e Fx 3864 (Figura 1). Cercade 17% da
atividade enzimatica foi encontrada no filtrado dos
extratos dos trés clones, o que indica que a membra-
na utilizada ¢ permeavel pelo menos para a forma
monomérica da enzima. A atividade mais alta de
[-glicosidase encontrada no caule do IPA 1 compro-
va sua alta capacidade de hidrolisar linamarina. Esse
fato, associado a atividade muito baixa de B-CAS,
acarreta numa maior concentragdo de HCN livre
(Moraes et al., 2001), apos aplicagdo de solugdes de
linamarina no caule desse clone.
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Figura 1. Atividades da P-cianoalaninassintase,
B-glicosidase e B-diglicosidase, medidas pelo tiossulfato
(H,S), p-nitrofenol (p-NP) e cianeto (CN"), respectiva-
mente, na casca dos clones IPA 1, Fx 4098 e Fx 3864.
Meédias com letras distintas diferem entre si a 1% de pro-
babilidade pelo teste de Tukey.
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A atividade da B-diglicosidase na casca do caule
doIPA 1 (2,620 nmol CN!' hora! g1+ 0,190) foi cer-
ca de quatro vezes maior que os valores obtidos em
relacdo aos clones Fx 4098 e Fx 3864 (Figura 1). Com-
parando-se os resultados dos tratamentos de
linamarina com os de enxertia com clones incompati-
veis, observa-se uma grande diferenca de intervalo
de tempo entre a coagulag@o do latex e a necrose da
cascado IPA 1 (Tabela 1); tal fato pode estar relacio-
nado a atividade das enzimas envolvidas, ou seja: a
maior atividade da -glicosidase, liberando mais ra-
pidamente a linamarina aplicada, apressaria o
surgimento dos sintomas, enquanto nos enxertos o
constante transporte em baixa concentragdo da
linustatina, aliado a baixa atividade da
B-diglicosidase, aumentaria esse intervalo.
A atividade da B-diglicosidase, mais alta no IPA 1,
comparada a dos outros dois clones, refor¢a a hipo-
tese da ago da cianogénese na incompatibilidade
desse clone com copas enxertadas de varios clones.

Nos enxertos dos clones considerados de baixo
HCN-p (FX 4512, PL 22, PUA 5 e PUA 9) (Lieberei,
1986), as brotag¢des desenvolveram-se normalmente
e ndo houve reducdo do escoamento do latex ou
qualquer outro sintoma de incompatibilidade por
translocag@o no IPA 1, abaixo dos enxertos em cres-
cimento.

Os enxertos do clone CPAA C 13 inicialmente apre-
sentaram aspecto sadio e vigoroso, superando, em
alguns casos, os clones de baixo HCN-p. Porém, a
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partir do segundo lancamento do enxerto, deixou de
escoar latex no IPA 1, inicialmente cerca de 10 cm
abaixo da placa do enxerto, e, posteriormente, até no
caule principal decapitado, com cerca de 3 cm de di-
ametro. No inicio do terceiro lancamento, passou a
ser verificada necrose da casca do ramo lateral en-
xertado, a partir das proximidades da placa de enxer-
to, estendendo-se para baixo até o caule principal.
As folhas do enxerto tornaram-se cloroticas, murcha-
ram, e em seguida apresentaram secamento progres-
sivo, sete dias apos a necrose da casca ter atingido
um anelamento completo. Sintomas semelhantes fo-
ram descritos por Moraes & Moraes (1996), quando
se observou a incompatibilidade por translocagéo
pela primeira vez em Hevea.

Em cortes da casca do caule foi também verificada
a coagulag@o do latex nos laticiferos, e a presenga de
células com incluséo de tanino. No tecido necrotico
acumulou-se uma substancia escura, semelhante a
descrita na sindrome do secamento de painel de san-
gria (Fay & Hébant, 1980). Tais sintomas de incom-
patibilidade foram mais nitidos que nas primeiras
observagdes de sua ocorréncia, sendo, portanto, idén-
ticos aos produzidos pela aplicagdo de linamarina, e,
em parte, pela aplicacdo de KCN (Moraes et al., 2001),
exceto quanto ao intervalo entre a coagulagdo do
latex nos laticiferos e o aparecimento da necrose em
toda a espessura da casca.

Para permitir a comparag@o entre o HCN-p de fo-
Ihas no estadio C com o de folhas maduras, os dados

Tabela 1. Efeito de doses de linamarina (mg L") sobre o escoamento do latex e indugdo de necrose em toda a espessura
da casca, aplicadas durante cinco dias consecutivos nos clones de seringueira IPA 1, Fx 4098 ¢ Fx 38641,

Linamarina Dias ap6s a aplicacdo
(mgL™ 2 4 10
IPA1 Fx4098 Fx 3864 IPA1 Fx4098 Fx3864 IPA1 Fx 4098 Fx 3864 IPA1  Fx4098 Fx 3864
0,04 N N N N N N X N N XXX N N
1 0 0 3 0 0 3 0 0 3 0 0
0,20 N N N N N N XX N N XXX N N
3 0 0 3 0 0 3 0 0 3 0 0
1,00 N N N N N N XX N N XXX N N
3 0 0 3 0 0 3 1 0 3 1 0
5,00 N N N N N N XX N N XXX XX N
2 0 0 3 2 0 3 2 0 3 2 0
25,00 N N N N N N X N N XX XX N
1 1 0 2 3 0 3 3 0 3 3 0
125,00 N N N N N N X N N XX N N
0 0 0 0 2 0 3 3 0 0 3 0

(DN: auséncia de necrose; X: necrose até 10 cm abaixo do topo; XX: necrose até 30 cm abaixo do topo; XXX: necrose em todo comprimento do ramo (60 a
80 cm); 0: escoamento normal, a partir da proximidade do topo cortado; 1: sem escoamento até 30 cm abaixo do topo; 2: sem escoamento até 30 cm abaixo

do topo; 3: sem escoamento em todo o comprimento do ramo (60 a 80 cm).
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estdo expressos com base na massa de folhas fres-
cas (Tabela 2). Quando calculados com base na
massa das amostras secas, tratando-se de folhas jo-
vens, os valores situam-se na faixa de 0,17 a
3,53 mg CN- g'! de folha seca, enquanto os apresen-
tados por Lieberei (1988) estdo nas faixas de:
1 a 5 mg CN-g'! de folha seca, nos clones de HCN-p
baixo (PUA 7, PUA 10 e PL 22);de 5a10 mg CN-g'!
de folha seca, nos clones de HCN-p médio (IAN 2829,
PB 86, Fx 25) e de 10 a 15 mg CN- g'! de folha seca
nos clones de HCN-p alto (RRIM 600, IAN 717 e
GT1), o que corresponde a 20 até 30% dos teores de
N considerados altos na analise foliar de seringueira
(Shorrocks, 1964).

Em outras espécies cianogénicas, Miller & Conn
(1980) encontraram valores de HCN-p préximos aos
da Tabela 2: 0,765, 0,996 ¢ 0,552 mg de HCN por gra-
ma de folhas frescas de Phaseolus lunatus, da parte
aérea fresca de plantulas de Sorghum bicolor e da
parte aérea fresca de plantulas de Linum
usitatissimum, respectivamente. Cooke (1978), estu-
dando cianogénese em mandioca, observou que nas
duas cultivares com conteudos mais elevados de
cianeto, os teores eram de 0,137 e 0,97 mg por grama
de matéria fresca da epiderme e de 0,009 € 0,097 mg
por grama de matéria fresca do tubérculo.

As diferencas entre os dados da Tabela 2 e os
valores de HCN-p encontrados por Lieberei (1988)
sdo dificeis de explicar, tendo-se em conta que a ati-

Tabela 2. Potencial cianogénico (HCN-p), em mg de
cianogénio por grama de matéria fresca, de folhas novas e
maduras de clones de copa compativeis e incompativeis
com o clone de painel IPA 1, em seringueira(®.

Clones Folha nova Folha madura
Copa incompativel

CNSG 124 0,39699abcA 0,02097cB

CPAA C06 0,43038abA 0,03015cB

CBA 1l 0,32917bcdA 0,01915cB

CPAA C50 0,23214cdeA 0,02217cB

CPAAC14 0,20919deA 0,01289cB

CPAAC13 0,15389fA 0,01315cB
Copa compativel

Fx 985 0,47941abA 0,41577abA

IAN 6158 0,30830bcdeA 0,26344bA

CPAA C65 0,02895fA 0,02128cA
Clone de painel

IPA 1 0,54201aA 0,55349aA

(UMédias seguidas de mesma letra, maitiscula na linha e minuscula na
coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 1% de probabilidade.
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vidade da 3-glicosidase foi praticamente a mesma da
enzima semi-purificada em coluna de Sephadex G 150
utilizada por Lieberei (1986), cerca de 0,2 umol p-NP
min’!, e que no teste com linamarina houve hidrélise
completa, com concentragdo de linamarina no meio
de incubag@o correspondendo ao HCN-p mais alto
relatado por Lieberei (1988).

Por outro lado, para efeito de classificagéo (baixo,
médio ou alto HCN-p), os valores observados para o
clone CPAA C 65 de Hevea nitida o classifica como
de baixo HCN-p, confirmando os resultados de
Lieberei (1988) com essa espécie; além disso, os
clones Fx 4512, PL 22, PUA 5 e PUA 9, classificados
por Lieberei (1988) como de baixo HCN-p, mostra-
ram-se compativeis com o [PA 1.

A compatibilidade dos clones de baixo HCN-p
reforga a hipotese de incompatibilidade causada por
translocacdo de glicosideo cianogénico das folhas
para o caule. Alguns clones compativeis apresenta-
ram HCN-p alto nas folhas jovens (Tabela 2). Nesse
caso, porém, constatou-se que o HCN-p permanece
alto nas folhas maduras, indicando maior tempo de
armazenagem nos vacuolos ou menor intensidade
de metabolizagdo dos compostos cianogénicos nas
folhas, que, de qualquer modo, resultariam em menor
exportagdo desses compostos para o caule.

Os altos valores do HCN-p do IPA 1 nos foliolos
jovens e nas folhas maduras mostram que a incom-
patibilidade ¢ determinada pela translocagéo, ou néo,
do glicosideo cianogénico das folhas, pois, ao con-
trario, o clone IPA 1 seria uma impossibilidade biolo-
gica.

Nos clones incompativeis, 0 HCN-p ¢ alto nas
folhas jovens e apresenta significativa redug@o nas
folhas maduras (Tabela 2), indicando translocag@o
das folhas para o caule, ou também, presumivelmente,
metabolizag¢@o mais rapida nas folhas que nos clones
compativeis. A ocorréncia da incompatibilidade su-
gere que a translocagdo deve ser o processo predo-
minante, ou mesmo exclusivo. Nas folhas maduras
dos clones incompativeis, os valores de HCN-p fo-
ram relativamente uniformes e ndo diferiram signifi-
cativamente, enquanto nas folhas maduras dos
clones compativeis 0 HCN-p mostrou-se muito vari-
avel entre clones (Tabela 2).



Efeito da cianogénese na incompatibilidade entre clones

Além do prazo da evolucdo dos sintomas e da
demonstragdo da atividade de B-diglicosidase na
casca do caule do IPA 1, a inferéncia de que nos
enxertos incompativeis ocorre o transporte de
linustatina das folhas para o caule baseia-se princi-
palmente na impossibilidade do transporte da
linamarina, por causa da presenga de B-glicosidase
no apoplasma e na conclusdo de que o transporte é
feito apds a transformacdo da linamarina no
diglicosideo linustatina. Outro indicio que também
corrobora a hipdtese do transporte via linustatina ¢
a presenga desse diglicosideo e a auséncia de
linamarina no exsudado dos nectérios extraflorais dos
pecidlulos das folhas de seringueira (Selmar et al.,
1987), que tém composi¢do semelhante a do fluido
dos tubos crivados, bem como no exsudado do
endosperma de sementes em germinagdo, com
epicotilo em crescimento, que mobiliza a reserva de
N da semente, pela prévia transformag&o da linamarina
em linustatina, além da auséncia de linustatinase no
apoplasma da seringueira (Gruhnert et al., 1994).

As evidéncias apresentadas com os testes de
aplicag@o de KCN e linamarina (Moraes et al., 2001),
no estudo das enzimas envolvidas e do potencial
cianogénico dos clones de copa e inclusive do [PA 1
apontam de forma convergente para a hipdtese do
efeito da cianogénese na determinagdo de incompa-
tibilidade verificada com certos clones de copa en-
xertados sobre o [PA 1.

Os resultados deste trabalho apontam, além dis-
so, para um fato de alcance bem maior, quando se
constata a semelhanga dos sintomas da incompati-
bilidade com os do secamento do painel de sangria
descritos por Fay & Hébant (1980). Tal possibilidade
torna-se ainda mais plausivel, considerando-se que
o clone de copa CNS G 124, de alto HCN-p em foliolos
jovens e com grande redugdo nos foliolos maduros,
provocou incidéncia muito alta de secamento de pa-
inel quando enxertado sobre painel Fx 4098, logo nos
primeiros meses de sangria (Moraes & Moraes, 1999).
Varios autores tém relatado que depois do
reenfolhamento anual, quando a copa inteira de plan-
tas adultas de H. brasiliensis tém foliolos jovens, de
HCN-p mais alto, ocorre incidéncia mais severa de
secamento do painel (Rands, 1921; Volema, 1949;
Compagnon et al., 1953; Parajonthy et al., 1975).
Os resultados expdem também aspectos novos de
interesse no estudo do secamento do painel, com refe-
réncia ao papel das enzimas estudadas neste trabalho
e sua relacdo com a cianogénese na casca do caule.
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Conclusdes

1. A incompatibilidade por translocagdo em en-
xertos de copa dos clones sobre o clone IPA 1 ¢ de-
vida a translocagdo de glicosideo cianogénico das
folhas dos clones de copa, para o caule do IPA 1.

2. A expressdo de incompatibilidade das copas,
com o IPA 1, esta associada a uma atividade muito
baixa de B-cianoalaninassintase na casca do caule.

3. A atividade muito alta de $-cianoalaninassintase
na casca do Fx 3864 o protege dos efeitos da
cianogénese, impedindo o acimulo de HCN livre.

4. Os sintomas de incompatibilidade se asseme-
lham aos de secamento de painel de sangria, indi-
cando o efeito da cianogénese na sua evolugdo.
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