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RESUMO

Estudos ja realizados sobre clones de seringueira cultivados no estado de Minas Gerais tém fornecido indicios que permitem
supor a existéncia de uma possivel associacdo entre a variabilidade fotossintética e a producdo de latex. Contudo, ainda é escasso 0
conhecimento acerca da assimilagéo de CO, e o transporte de carbono das folhas até a casca, onde a biossintese de latex ocorre de forma
mais intensa. Em todas as etapas desses metabolismos, as reagdes sdo reguladas por algumas enzimas-chave. Este trabalho propds-
se aavaliar a atividade da Rubisco e das principais enzimas de sintese e hidrdlise de sacarose, em plantas de um jardim clonal de
seringueira pertencentes aos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261, e suarelaco com o desempenho produtivo de plantas adultas e em
franca producéo. Os resultados sugeriram uma provavel associagao entre a atividade da Rubisco e das invertases (&cida e neutra) e o
desempenho produtivo dos clones. N&o houve evidéncias de tal associagdo, em relagdio a sacarose-fosfato sintase (SPS) e a sacarose
sintase (SuSy), cujas atividades ndo diferiram entre os clones avaliados. A hidrdlise de sacarose na casca foi exercida predominantemente
pelaacdo dainvertase &cida. Em proporgfes menores e equivalentes, essa atividade foi complementada pela SuSy e pelainvertase
neutra.

Termos para indexagdo: Seringueira, enzimas, |atex.

ABSTRACT

Previous researches on rubber tree clone cultivation in Minas Gerais state have provided evidences for a possible association
between photosynthetic variability and latex production. Nevertheless, knowledge about the CO, assimilation and carbon transport
from leaves to bark, where the latex biosynthesis is higher, is still scarce. In al steps of these metabolisms, the reactions are regulated
by some key enzymes. The aim of thiswork was to evaluate the Rubisco and the main enzymes of sucrose synthesis and hydrolysis
activitiesin rubber tree plants from a clonal garden, identified as RRIM 600, GT 1, and FX 2261 clones, and their relationship to
rubber productivity in the adult plants. The results suggested that the activities of Rubisco and invertases (acidic and neutral) are
probably associated to the rubber productivity. This association was no clear in relation to sucrose-phosphate synthase (SPS) and
sucrose synthase (SuSy), whose activity showed no difference among the clones. The sucrose hydrolysisin the bark was predominantly
catalyzed by the acidic invertase. In smaller and equivalent proportions, sucrose hydrolysis was complemented by the SuSy and
neutral invertase activity.

Index terms: Rubber tree, enzymes, latex.

(Recebido em 2 de maio de 2007 e aprovado em 2 de junho de 2008)

INTRODUCAO 8.742 mil (IRSG, 2006). Cerca de 90% dessa produgdo tem
i ~ ' origem em paises asi&ticos. No Brasil, a produgdo anual, em
Nos u.|t| mo; anos, a produggo mundla de borracha toneladas, de pouco mais de 100 mil, é insuficiente para atender
natural de seringueira[Hevea brasiliensis(Willd ex. Adr. de 55 consumo interno de 260 mil (GAMEIRO, 2004). A solucio
Juss) Muell.-Arg] tem sofrido flutuag3es, a despeito do  paraminimizar aimportacdo de borracha natural tem sido a
crescimento linear do seu consumo. Em 2005, aprodugdo  expansio da heveicultura, com plantas de alta produtividade
mundial, em toneladas, foi de 8.682 mil, paraum consumode  eléex de boa qualidade (ALVARENGA et d., 2003).
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As regides brasileiras de cultivo tradiciona da
seringueira s3o a Amazonia Tropical Umida, Mato Grosso
e Bahia. A expansdo da heveicultura privilegiou regides
cujo ambiente é desfavoravel ao desenvolvimento do fungo
Microcyclus ulel P. Henn V. Arx., causador do “mal sul-
americano das folhas” e principal obstaculo ao
desenvolvimento da seringueira nas regides tradicionais
de cultivo no Brasil (ROCHA NETO, 1979). No estado de
Minas Gerais, que responde por 2,5% da producdo nacional,
a heveicultura esta se expandindo no Sul de Minas,
Tridngulo Mineiro, Zona da Mata, Alto do S8o Francisco e
Vale do Rio Doce. Segundo Mesquita (2006a), a
produtividade méxima anual dos seringais mineiros é de
1.500 kg/ha, sendo superior a de tradicionais paises
produtores, tais como Tailandia (1.100 kg/ha), Indonésia
(750 kg/ha) e Mdésia (1.000 kg/ha).

A biossintese de latex resulta de uma complexa
cadeia de eventos biofisicos, nutricionais e metabdlicos,
gue se relacionam com as condicdes ambientais, producdo
e transporte de assimilados, disponibilidade de
carboidratos de reserva e demanda por outros drenos. A
utilizacdo do |&tex como principal objeto de exploragdo
econdmica da seringueirainduz aformacdo de drenos ndo
convencionais ha casca, onde sdo efetuadas as sangrias.
As sangrias freglientes, que se sucedem a abertura do
painel, tendem a estimular o sistema de assimilagéo de CO,
e transporte de carbono a atender a demanda de
carboidratos para a biossintese renovada de |atex na casca.

Estudos realizados por Mesguita (2006b) sugeriram
gue a produtividade de alguns clones de seringueira pode
ter relacdo com caracteristicas fisiol 6gicas e bioquimicas do
sistema fonte-dreno, as quais podem estar associadas tanto
aos processos de assimilagdo e transporte de carbono, como
a utilizagdo de assimilados na biossintese de borracha
natural. Miguel (2005) e Miguel et al. (2007) observaram que
em seringais cultivados na cidade de Lavras, MG, os
elevados valores de fotossintese liquida (umol CO,.m?.s?)
do clone RRIM 600 podem estar associados as altas
producdes de borracha natural desse clone, conforme
atestam os trabal hos sobre desempenho produtivo realizados
por Limaet al. (2002), Mesquita (2006a) e Oliveira (1999).
Contudo, as avaliagGes de Miguel (2005) basearam-se
apenas em informagBes sobre trocas gasosas e eficiéncia
fotoquimica dos fotossistemas. Novos estudos sobre a
aividade de algumas das principais enzimas que atuam
nesses processos poderiam elucidar melhor arelacdo entre
aassimilagéo de CO,, o transporte de carbono a partir dos
locais de sintese priméria de carboidratos simples e o
consumo dos assimilados nos érgdos que os utilizam como
precursores da biossintese de |atex.

A ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase
(Rubisco) é uma enzima-chave nas reagdes de assimilagéo
de CO,, com agéo decisiva para a eficiéncia de carboxilago,
com reflexos importantes na atividade fotossintética. Para
haver exportag&o de assimilados a partir dos tecidos-fonte,
a conversdo prévia de carboidratos primérios a sacarose
precede o carregamento do floema, cujas reacfes tém a
sacarose-P sintase (SPS) como enzima-chave. Nas células
laticiferas do caule, o descarregamento do floema se da
por meio da hidrdlise enzimatica da sacarose, catalisada
por invertase (e suas isoformas) e sacarose sintase (SuSy),
produzindo hexoses precursoras da biossintese do latex.

Na literatura, ndo haregistro de informagdes sobre
a atividade da Rubisco e da SPS, em seringueira. Existe,
portanto, uma ampla demanda de estudos que abordem a
atividade dessas enzimas e sua possivel associagdo com o
desempenho produtivo dos clones. Mesquita et al. (2006b)
buscaram estabelecer correlacdo entre a atividade da
invertase e da SuSy no latex e a producdo de alguns clones
cultivados em Lavras, MG. Em tecidos da casca, contudo,
pouco se conhece sobre uma possivel associagdo entre a
atividade das enzimas sacaroliticas e o desempenho
produtivo.

Objetivou-se, no presente trabalho, avaliar, em
plantas de seringueira oriundas de um jardim clonal
localizado em Lavras, MG, identificadas por clones que
apresentam desempenhos produtivos contrastantes (RRIM
600, GT 1 e FX 2261), apossibilidade de que a atividade da
Rubisco e das principais enzimas que atuam no
metabolismo de sintese e hidrélise de sacarose tenha
associacdo com o desempenho produtivo de plantas
adultas e em franca producéo, pertencentes a esses mesmos
clones.

MATERIAL E METODOS

Neste experimento, foram utilizadas plantas de
seringueiraidentificadas pelos clones RRIM 600, GT 1 e
FX 2261, pertencentes a um jardim clonal da érea
experimental do Setor de Fisiologia Vegetal, do
Departamento de Biologia, da Universidade Federa de
Lavras (UFLA). (BICALHO et d., 2008). O experimento foi
conduzido entre janeiro e margo de 2006, cujo periodo é
considerado quente e chuvoso. A atividade da Rubisco e
das enzimas de sintese e hidrdlise de sacarose, avaliada
nas plantas do jardim clonal, foi comparada com o
desempenho produtivo de plantas adultas dos mesmos
clones, com 18 anos de idade e em franca producéo,
cultivadas em area adjacente ao jardim clonal.

Para as andlises estatisticas, utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado, em trés tratamentos
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(clones) e cinco repeticdes (plantas), sendo que, os dados
referentes a atividade de cada enzima, em cada repeticéo,
foram resultantes de uma média de seis datas de coletas,
realizadas a cada duas semanas. A andlise de varianciafoi
feita com base na comparacdo de médias, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Foram coletadas amostras de casca e de folhas
completamente expandidas — “estadio D", que foram
submersas em nitrogénio liquido e, em seguida,
acondicionadas sob temperatura de —86°C, para posterior
utilizacdo. Nas folhas, as extragdes de Rubisco e SPS foram
feitas conforme Geigenberger & Stitt (1993), onde, aliquotas
de 500 mL do sobrenadante foram adicionadas a uma coluna
de 5 mL, contendo Sephadex G-25 previamente diluido em
agua, na proporcdo de 1:1 e o eluato foi utilizado nos
ensai 0s enziméticos.

O preparo dos meios de reacdo para a atividade da
Rubisco baseou-se em Geigenberger & Stitt (1993) e
Sharkey et al. (1991). Foram preparados dois meios de
reacdo, nos quais avaliou-se a atividade da Rubisco em
velocidadesinicial (V) etotal (V ., )- Numaplaca
de Elisa, o meio de reagdo para V., foi preparado,
inicialmente, com um volume de 125 uL, em solugédo
congtituida de bicinapH 8,0 100 mM, EDTA 1 mM, MgCl,
15mM, DTT 10 mM, NaHCO, 9,2 mM, 3-NADH 0,5 mM,
ATP2 mM, BSA 0,1%, fosfocreatina5 mM, fosfocreatina
quinase (PCK) 2 U mL?, fosfoglicerato quinase (PGK) 40
U mL* e glicera deido-3-P desidrogenase (GAP-DH) 40 U
mL1. Umaaliquota de 20 puL do extrato dessalinizado foi
adicionada ao meio de reacdo, juntamente com 100 mL de
agua. Por ultimo, foram adicionados 5 uL de RuBP 20,75
mM, completando-se o volume total do meio de reacdo
para250 uL. A preparacdo do meio de reacdo paraVv
seguiu os mesmos procedimentos adotados paraV, ;. »
exceto em relagdo as concentragtes de MgCl, e NaHCO,,
que foram, respectivamente, 20 mM e 25 mM. Apéds a
adicdo de RuBP aos meios de reagdo, observou-se a
oxidag&o de 3-NADH por 30 minutos, em leitura efetuada
a340 nm. Os resultados foram expressos em nmol CO, . g*
matériafresca. st.

O preparo dos meios de reagdo para a atividade
da SPS baseou-se em Foyer et al. (1994), Huber et al.
(1989) e Isopp et al. (2000). A semelhanca do ensaio
com aRubisco, foram preparados dois meios de reacéo,
para avaliacdo da atividade da SPS em velocidades
seletiva (V) e maxima (V,,,,). Para avaliar V,, ,
utilizou-se meio de reacdo (70 uL) com a seguinte
composicao: 14 uL de solugdo contendo HEPES-K OH
pH 7,450 mM, MgCl, 12mM, DTT 1 mM e UDPG 12
mM; 2,8 uL de uma solugdo contendo frutose-6-P 12

TOTAL

mM eglicose-6-P 36 mM; 30 uL do extrato enzimético
dessalinizado; e 23,2 uL de &gua. Frutose-6-P e glicose-
6-P foram adicionadas por Ultimo, parainiciar areagao.
O meio dereagdo paraV, foi semelhanteaodeV,,,,,
exceto pelaadicdo deinibidor Pi (KH,PO,) 10 mM e pelas
concentracdes de frutose-6-P e glicose-6-P,
respectivamente alteradas para2 mM e 6 mM.

Os meios de reacdo para a SPS permaneceram em
banho-maria, a 25°C, por 10 minutos. Depois, adicionaram-
se 70 uL de solucéo de KOH 30% a cada meio de reagdo,
seguido de fervura por 10 minutos. Em seguida, adicionaram-
se 1.000 uL de solucéo de antrona a cada meio de reacdo, em
banho-maria a 40°C, por 20 minutos. As leituras foram
realizadas a 620 nm, conforme Y emm & Willis (1954).

Nos tecidos da casca, asinvertases e a SuSy foram
avaliadas pelo método “in vivo”, conforme Cairo et a.
(2005), sendo que os aclcares redutores foram
quantificados conforme Miller (1959), cujas leituras foram
feitas a 540 nm.

O desempenho produtivo das plantas adultas foi
expresso pela producéo de borracha natural, por planta
(média de cinco plantas por clone), a cada sangria, nos
anos de 2002 a 2005. O sistema de sangria adotado foi o de
meia espiral (%2 S), com duas sangrias por semana,
espacadas de 3 a4 dias (d/3 e d/4).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Na Tabela 1, verifica-se a produgdo de borracha
natural de plantas adultas e em franca producdo, dos clones
RRIM 600, GT 1 e FX 2261, entre 2002 e 2005.

A producéo de borracha natural do clone RRIM
600 foi a maior, entre os clones avaliados, seguida das
producdes do clone GT 1 e do clone FX 2261 — esse Ultimo,
com producéo vérias vezes inferior a dos demais. Esses
dados confirmam o desempenho produtivo dos trés clones
em Lavras, MG, avaliado por diferentes pesquisadores
(LIMA et d., 2002; MESQUITA et al., 2006a; OLIVEIRA,
1999). Miguel (2005) encontrou elevados valores de
fotossintese liquida (umol CO,.m?.s?) no clone RRIM 600,
e sugeriu uma possivel associacdo entre estavariavel e o
desempenho produtivo dos clones. E possivel que a
produtividade seja um reflexo da variabilidade
fotossintética nos clones, embora sgja pouco provavel que
essa se constitua no Unico fator associado ao desempenho
produtivo.

A atividade da Rubisco ndo diferiu entre os clones
RRIM 600eGT 1, tantoemV ., cOmoemV._ ., masem
ambos essa atividade foi superior ado FX 2261 (Figural). O
estado de ativacdo da Rubisco variou entre 66% e 68%.
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Tabela 1 — Producdo anual de borracha natural (g 1&tex/sangria/planta) dos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261, cultivados
em Lavras, MG, de 2002 a 2005, nos meses de janeiro amarco. Os valores correspondem a producdo meédia, por planta
(média de cinco plantas), a cada sangria. Os nimeros entre parénteses correspondem ao erro padréo das médias. As
|etras comparam médias da producdo entre clones, num mesmo ano, com base no teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Fonte: Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA.

Clone Producéo anual de borracha natural (g latex/sangria/planta)
2002 2003 2004 2005
RRIM 600 62,11 (+ 5,65) a 59,71 (+ 8,47) a 53,58 (+ 7,92) a 57,12 (+ 6,02) a
GT1 34,05(x4.87)b 26,07 (+6,11) b 28,38 (£ 5,39) b 31,87 (x445) b
FX 2261 * *

5,52 (+ 1,98)

4,80 (£ 2,13) c

* |nformagdes ndo disponives.
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Figural—Atividade daRubiscoemV .. (colunasclaras) eV .. (colunas escuras), nosclones RRIM 600, GT 1 e

FX 2261. As barras em cada colunaindicam o erro padréo da média de cinco repeticdes. Letras minlsculas comparam

médlas deVINICIAL’
probabilidade.

Por constituir-se em etapa limitante para a
fotossintese, € comum que a atividade da Rubisco sga
investigada como uma das possiveis causas de variabilidade
fotossintética entre espécies e clones. Sua participacdo nas
reacOes de assimilagéo de CO, nafotossintese, atraves da
carboxilacdo da RUBP, caracteriza envolvimento intenso com
0s mecanismos fisiol égicos e bioguimicos constituintes do
sistema fonte-dreno (STITT & SCHULZE, 1994). Esses
resultados sugerem que a atividade da Rubisco pode ser
considerada como um dos fatores associados ao
desempenho produtivo dos clones (Tabela 1), especialmente
gquando se observam clones de produtividades mais
contrastantes, como RRIM 600 e FX 2261.

A atividade da SPS ndo diferiu entre os clones, tanto
emV, comoemV, . (Figura2). A atividade dessaenzima
tem se correlacionado com a producdo, em outras espécies
(GROF et ., 1998; PAVLINOVA et a., 2002; SARQUIS et
a., 1998). Algumas espécies de plantas lenhosas tém
revelado correlacdo positiva entre a atividade da SPS e o

enquanto |etras mailsculas comparam médias de V

com base no teste de Tukey, a5 % de

TOTAL’

crescimento cambia e a formag&o do cerne no tronco
(HAUCH & MAGEL, 1998; MAGEL et al., 2001;
SCHRADER & SAUTER, 2002). Contudo, os resultados
obtidos neste trabalho n&o apontaram para a atividade da
SPS como um dos fatores associados as diferencas de
produtividade entre os clones avaliados. O estado de
ativacdo da SPSfoi elevado (77% no RRIM 600, 67% no
GT 1 e 64% no FX 2261), sugerindo a inexisténcia de
associacdo entre a atividade dessa enzima e o desempenho
produtivo.

A producdo de agUcares redutores, resultante da
atividade hidrolitica total da sacarose “in vivo”, foi
semelhante nos clones RRIM 600 e GT 1 e, em ambos, superior
ado clone FX 2261 (Figura 3). A hidrdlise de sacarose nos
trés clones ocorreu, predominantemente, por intermédio da
invertase acida total (Figura 4). A atividade da invertase
neutra mostrou-se superior a da SuSy apenas nas plantas
do clone RRIM 600. Nos demais clones, ndo houve diferenca
estatigtica entre as atividades dessas duas enzimas.
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Figura2 — Atividade daSPSem V_, (colunasclaras)eV,,,,
(colunas escuras), nos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261. As
barras em cada coluna indicam o erro padrao da média de
cinco repeticdes. Letras mintsculas comparam médias de
V, » enquanto letras maiisculas comparam medias de V
com base no teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 3 — Atividade hidrolitica total da sacarose “in vivo”,
representada pela producdo de agUcares redutores nos
clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261. As barras em cada
colunaindicam o erro padréo da média de cinco repeticdes.
As letras comparam médias com base no teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
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Figura 4 — Participacdo relativa das enzimas invertase acida (1A), invertase neutra (IN) e SuSy na hidrélise de sacarose e
producdo de aglicares redutores, na casca de plantas dos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261. Em cada coluna na horizontal, os
numeros indicam valores absolutos (média de cinco repeticdes) da producdo de aglcares redutores (umol AR.g MFLh1),
resultantes da agéo de cada enzima, isoladamente. Letras maiUsculas na vertical e letras mintisculas na horizontal comparam

médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

E possivel que a atividade hidrolitica da sacarose
seja um reflexo de peculiaridades do método “in vivo”,
agui empregado para avaliar a atividade das enzimas
sacaroliticas. Por basear-se na incorporacdo do tecido
vegetal fragmentado — e ndo do extrato enzimatico — ao
meio de reacdo, o método “in vivo’ permite melhor
guantificag@o da atividade da invertase &cida da parede
celular, com reflexos na atividade invertésica &cida totdl
conforme ja haviam constatado Cairo et al. (2005). Por outro
lado, admite-se como mais dificil, por esse método, a
guantificacdo da atividade das invertases solGveis (neutra
do citosol e acida do vacuolo) e da SuSy. Para ser
hidrolisada, por agcdo da invertase neutra e da SuSy, a

sacarose presente no meio de reacdo precisa ser
transportada, através da membrana plasmatica, para o
citosol. E, para ser hidrolisada pelainvertase acida vacuolar,
a sacarose ainda requer mais um transporte, através do
tonoplasto, para chegar ao vactolo. Cabe ressaltar, ainda,
gue os aglcares redutores produzidos pela hidrolise
dessas enzimas solUveis tém que percorrer o trajeto
inverso, ou seja, migrarem do interior da célula parao meio
extracelular, a fim de possibilitar a sua quantificagdo no
meio de reac&o.

O emprego do método “in viva” tende a favorecer,
portanto, a quantificacdo de aglicares redutores produzidos
pelaagdo dainvertase &cida da parede celular. Acreditamos,
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contudo, que essa sgja, de fato, a via preferencia de
hidrdlise da sacarose nos tecidos da casca de seringueira,
umavez que, por diferencas de tamanho das moléculas, as
hexoses podem ser transportadas pela membrana
plasmética mais facilmente que a sacarose.

Estudos tém demonstrado que alguns aspectos
anatémicos da casca podem ter influéncia decisiva sobre a
relacdo entre a intensidade de hidrdlise de sacarose e a
producdo de latex. Segundo Azzini et al. (1988), acascaéo
principal componente do tronco da seringueira responsavel
pela producdo de létex, transporte e armazenamento de
assimilados produzidos na folha. Além dos vasos
laticiferos, estéio presentes na casca, proximo ao cambio,
0s elementos de tubos crivados, as células
parenquimatosas e os raios medulares.

O nimero médio de anéis | diciferos é o fator inerente
ao clone mais importante do sistemalaticifero (WEBSTER
& PAARDKOOPER, 1989), a0 passo que 0 himero de vasos
laticiferos € um carater determinante da producéo em
seringueiras (HO et al., 1973). Mesquita et al. (2006b)
verificaram que os nimeros de células e anéis | aticiferos
sdo maiores no clone RRIM 600 e menores no clone FX
2261. Essas caracteristicas podem explicar avariacdo da
atividade sacarolitica entre os clones, observada no
presente trabalho.

A partir da hidrélise de sacarose, as hexoses
produzidas atuam como moléculas precursoras da sintese
de isoprendides, sendo a borracha a principal substancia
de carater isoprendide do latex. Tendo em vista o
desempenho produtivo dos clones (Tabela 1), os resultados
referentes a atividade conjunta das enzimas invertases e
SuSy sugerem uma possivel associacao entre esse
parametro e a produtividade dos clones.

Em relagdo & maioria das enzimas avaliadas em plantas
do jardim clonal, os resultados sugeriram uma provavel
associacdo entre a atividade da Rubisco e dasinvertases e
0 desempenho produtivo de plantas adultas e em franca
produco. Tal associacdo ndo se mostrou t&o evidente em
relacdo a SPS e a SuSy, cujas atividades foram semel hantes,
nos clones avaliados. A hidrélise de sacarose na cascafoi
exercida, predominantemente, pela agdo dainvertase &cida.
Em proporc6es menores e eguival entes, essa atividade foi
complementada pela SuSy e pelainvertase neutra.

CONCLUSOES

Em relacdo & maioria das enzimas avaliadas em
plantas do jardim clonal, os resultados sugeriram uma
possivel associagdo entre a atividade da Rubisco e das
invertases e o desempenho produtivo de plantas adultas e

em franca producéo. E pouco provével que esse tipo de
associacdo se aplique a SPS e a SuSy, cujas atividades
foram semelhantes, nos clones avaliados. A hidrdlise de
sacarose na casca foi exercida predominantemente pela
acdo da invertase acida. Em propor¢des menores e
equivalentes, essa atividade foi complementada pela SuSy
e pelainvertase neutra.
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