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RESUMO GERAL

As rotas relacionadas com a hidrélise da sacarose sdo consideradas
ponto de partida para a biossintese do latex e as principais enzimas que atuam
nesse processo sdo a sacarose sintase (SuSy) e as diferentes isoformas das
invertases. No entanto, ndo se sabe qual é a contribuicdo relativa de cada uma
dessas enzimas na disponibilizagdo de hexoses para o metabolismo. Outro
aspecto importante para a heveicultura ¢ a producdo de mudas dos clones
melhorados e/ou selecionados, que ndao dependam unicamente do processo de
enxertia, a exemplo do enraizamento de brotagdes caulinares. Entretanto,
caracteristicas quimicas e ou anatdmicas podem inviabilizar a utiliza¢do desse
método. Diante do exposto, esse trabalho foi realizado com o objetivo
caracterizar as condi¢Ges apropriadas pelos ensaios in vitro e in vivo das
atividades das enzimas envolvidas na hidrélise de sacarose (invertases e suas
isoformas e sacarose sintase) em folha e casca, além de avaliar se constituintes
quimicos e ou caracteristicas anatdmicas das brotagdes constituem ou ndo
limitagdes ao enraizamento de brotagdes em seringueira. O material vegetal
utilizado para avaliagdo da atividade das enzimas invertases (e suas isoformas) e
sacarose sintase (SuSy) foi coletado em 5 plantas adultas de seringueira do
clone RRIM 600, com 22 anos. Para o experimento de propaga¢do, o material
vegetal (brotagdes caulinares) foi coletado no jardim clonal, o qual passou por
um processo de poda para induzir novas brotagdes. Os resultados permitiram
concluir que, em tecidos de folha e casca de seringueira, a hidrdlise da sacarose
foi exercida, predominantemente, pelas invertases acidas. Para os ensaios
enzimaticos no tecido de folha, as condi¢Ges apropriadas foram: ensaio in vivo:
pH 3,5 para invertase acida e 7,5 invertase neutra, concentra¢do de sacarose 200
mM e temperatura de 37°C; ensaio in vitro: pH 3,5 para invertase acida e 6,0
invertase neutra, a concentragdo de sacarose 200 mM e temperatura de 37°C.
Para os ensaios enzimdticos no tecido de casca as condi¢des apropriadas foram:
ensaio in vivo: pH 3,5 para invertase acida e 6,5 invertase neutra, concentragdo
de sacarose 200 mM; ensaio in vitro: pH 4,0 para invertase acida e 6,5 invertase
neutra, concentragdo de sacarose 200 mM e temperatura de 37°C. Ocorreu
hidrolise ndo enziméatica da sacarose na faixa de pH 2,0-3,5. A propagagdo
assexuada por estaquia em seringueira ndo se mostrou promissora. Foi
observado que as auxinas ndo induziram o sistema radicial e que as brota¢des
caulinares com sete semanas de desenvolvimento apresentaram uma bainha de
esclerénquima perivascular continua, possivelmente atuando como uma barreira
anatomica a emergéncia do primordio radicular. O latex da seringus
promoveu um efeito inibitério no enraizamento de mandioca, quando e:
foram submetidas a diferentes tempos de imersao.



Palavras chaves: Hevea brasiliensis. Atividade enzimatica. Isoformas de
invertases. Propagacdo vegetativa.



ABSTRACT

The pathways related to the hydrolysis of sucrose are considered the
starting point for the biosynthesis of latex and the key enzymes involved in this
process are the sucrose synthase (SuSy) and different isoforms of invertases,
however, the relative contribution of each of these enzymes in the hexoses
production for the metabolism is not known. The production of selected and/or
improved clones is another important aspect to the culture of rubber trees
beyond simply depending on grafting process, following the example of rooting
shoot cuttings, however chemical and/or anatomical characteristics can derail the
usage of this method. Thus, this study aimed to characterize the appropriate
conditions for in vitro and in vivo tests on the activities of the enzymes involved
in the hydrolysis of sucrose (invertases and their isoforms and sucrose synthase)
in the leaf and bark, in addition to assess whether chemical components and/or
anatomical characteristics of sprouts constitute limitations to rooting of the
structures in rubber trees. The plant material used for evaluating the activity of
the invertase enzymes (and its isoforms) and sucrose synthase (SuSy) was
collected from 5 adult plants of rubber trees from clone RRIM 600 at 22 years of
age. The plant material (shoot cuttings) was collected in a clonal garden for the
plant material propagation experiment, in which the plants were submitted to
pruning to induce new shoots. The results led to the conclusion that in the leaf
and bark tissues from rubber trees, the hydrolysis of sucrose was carried out
predominantly by the acidic invertases. The appropriate conditions for the
enzymatic assays in leaf tissues were: in vivo assay: pH 3.5 for the acidic
invertase and 7.5 for the neutral invertase, 200 mM sucrose concentration and
temperature of 37 °C; in vitro assay: pH 3.5 for the acidic invertase and 6.0 for
the neutral invertase, 200 mM sucrose concentration and a temperature of 37 °C.
The appropriate conditions for the enzymatic assays in the bark tissue were: in
vivo assay: pH 3.5 for the acidic invertase and 6.5 for the neutral invertase, 200
mM sucrose concentration; in vitro assay: pH 4.0 for the acidic invertase and 6.5
for the neutral invertase, 200 mM sucrose concentration and a temperature of 37
°C. Non-enzymatic hydrolysis of sucrose occurred in the range of pH 2.0-3.5.
The asexual propagation by stem cuttings in the rubber tree did not prove to be
promising. It was observed that the auxins did not induce the rooting system and
that the stem budding showed a continuous perivascular sheath of sclerenchyma
after seven weeks of development, possibly acting as an anatomical barrier
towards the emergence of the root primordium. The rubber tree latex promoted
an inhibitory effect on the rooting process of cassava, when these were subjec
to different immersion times.

Keywords: Hevea brasiliensis. Enzyme Activity. invertase isoforms. Vegetative
propagation.
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1 INTRODUCAO

A seringueira ¢ considerada uma das culturas mais importantes do
mundo, por ser a maior fonte de borracha natural, matéria-prima utilizada na
manufatura de uma grande quantidade de produtos essenciais para a
humanidade. A evolug¢do da produgdo e do consumo de borracha natural no
Brasil mostra que o consumo cresce em taxa bem superior a produgdo, gerando
déficits e importacdes crescentes do produto.

Alguns autores (CAIRO et al., 2009; MIGUEL et al., 2007) sugerem que
o estudo sobre o metabolismo que envolve a producdo de latex pode ser uma
ferramenta importante para a distingdo de clones mais promissores,
principalmente as rotas relacionadas com o sistema fonte/dreno que envolve a
assimilacdo de CO,, e também o transporte de sacarose a partir dos locais de
sintese primaria de carboidratos (fonte) e o consumo dos assimilados nos 6rgaos
que os utilizam como precursores da biossintese de latex (drenos).

Em seringueira, tém sidos realizados estudos relacionados com as
enzimas envolvidas no metabolismo do carbono, principalmente as enzimas de
hidrolise de sacarose, tais como a sacarose sintase (SuSy) e as invertases, tanto
na fonte como no dreno (CAIRO et al., 2009; OLIVEIRA; OLIVEIRA; DELU
FILHO, 2006). Na avaliacdo da atividade dessas enzimas, utilizam-se ensaios
diferentes in vitro e in vivo, apresentando dados que ndo permitem identificar
qual isoforma atua de forma mais intensa, principalmente em relagdo a atividade
das invertases acida vacuolar e da invertase 4cida apoplastica e também a
distingdo entre as atividades da invertase neutra e da SuSy.

Cairo (2007) sugere que o emprego do ensaio in vitro favorece a
quantifica¢do de agucares redutores produzidos pela a¢do das enzimas soluveis
(invertase neutra, invertase acida vacuolar ¢ SuSy). J4 pelo ensaio in vivo, tende
a quantificar predominantemente o produto da acdo da invertase dacida

apopléstica. Sendo assim, estudos envolvendo a determinagdo das condig¢des
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apropriadas dessas enzimas em seringueira devem ser realizados para
compreender a contribui¢do de cada uma na disponibilizacdo de hexoses para a
biossintese de latex.

Outro aspecto importante para o crescimento da heveicultura no pais ¢ a
producdo de mudas de clones melhorados e ou selecionados, que ndo dependam
unicamente do processo de enxertia, a exemplo do método de propagacdo rapida
da mandioca desenvolvido pelo CIAT (COCK et al., 1976). Isso porque se deve
levar em consideragdo que o processo de enxertia apresenta alguns
inconvenientes, como: os porta-enxertos produzidos podem apresentar
heterogenieidade, incompatibilidade entre enxerto e porta-enxerto, além de as
sementes apresentarem carater recalcitrante e, portanto, invidveis para o
armazenamento, impedindo a produ¢do de mudas em diferentes épocas do ano.

A utilizacdo do enraizamento de brota¢des caulinares ¢ uma alternativa
para substituir a producdo de mudas por enxertia (borbulhia) utilizando porta-
enxertos oriundos de sementes, a fim de se obter um nimero elevado de mudas
com rapidez, baixo custo, manuten¢do das caracteristicas desejaveis do clone
matriz e mudas uniformes em todas as épocas do ano e, ainda, que permitam ser
utilizados em grande escala comercial. Entretanto, os estudos de enraizamento
de brotacdes de seringueira realizados até o momento niao t€ém sido bem
sucedidos, provavelmente devido a interferéncia de inibidores quimicos e/ou
barreiras anatdmicas presentes nas estacas/brotacdes.

Diante do exposto, formulou-se, aqui, a hipotese de que as enzimas
sacarose sintase (SuSy) e as diferentes isoformas das invertase estdo atuando na
hidrolise de sacarose. No entanto, ndo se sabe a contribuicdo relativa de cada
uma dessas enzimas na disponibilizagdo de hexoses para o metabolismo da
biossintese de latex. Considera-se também a hipoétese de que o enraizamento de

brotagdes caulinares pode ser uma opg¢do viavel para a produgdo de mudas
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clonais em seringueira, entretanto, caracteristicas quimicas e/ou anatomicas
constituem ou ndo limitagdes que podem inviabilizar a utilizagdo desse método.
No intuito de testar a viabilidade destas hipdteses, o presente trabalho foi
realizado com o objetivo de caracterizar as condi¢gdes apropriadas, pelos ensaios
in vitro e in vivo, das atividades das enzimas envolvidas na hidrélise de sacarose
(invertases e suas isoformas e sacarose sintase) em folha e casca, além de avaliar
se constituintes quimicos e ou caracteristicas anatdmicas das brotagdes

constituem ou ndo limitagdes ao enraizamento de brotagdes em seringueira.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Exploracdo da seringueira

A seringueira pertence ao género Hevea, da familia Euphorbiaceae,
sendo encontrada naturalmente em uma &area muito ampla, que abrange a
Amazonia Brasileira, Bolivia, Colombia, Peru, Venezuela, Equador, Suriname e
Guiana. O género Hevea compreende as seguintes espécies: H. brasiliensis, H.
guianensis, H. benthamiana, H. nitida, H. rigidifolia, H. camporum, H.
sipruceana, H. microphylla, H. camargoana, H. paludosa e H. pauciflora, das
quais a Hevea brasiliensis [(Willd. Ex. Adr. de Juss.) Muell.-Arg.] ¢ a mais
importante e a Unica cultivada e explorada comercialmente, por apresentar maior
capacidade produtiva e qualidade de latex superior as demais (SECCO, 2008).

A heveicultura tem se destacado como mais uma op¢ao ao agronegocio,
pois, além de fornecer a matéria-prima essencial, borracha natural, para a
fabricagdo de uma ampla variedade de produtos para a induastria
(automobilistica, materiais médico-hospitalares, calcados, moéveis, etc.), suas
sementes lipidicas podem ser utilizadas para a produ¢do de biocombustiveis. Em
termos de beneficios sociais e econdmicos, destaca-se pela sua capacidade de
geragdo de emprego, aumento da renda familiar, fixacdo do homem no campo,
desenvolvimento econdmico local e regional, receita com a venda da borracha e
valorizagdo da terra.

Nos ultimos anos, os beneficios da heveicultura tém sido reconhecidos,
também, pela otica da sustentabilidade ambiental. A crescente concentragdo de
CO; na atmosfera a taxa de 0,4% ao ano, causada por fatores diversos, tem
provocado elevagdes na temperatura média mundial, além de contribuir para
uma queda na qualidade do ar. A producdo de fitomassa em plantas arboreas e

de grande porte, como a seringueira, associada a producdo continua de latex,
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resulta no “sequestro” de carbono, promovido pela fotossintese das plantas, cujo
processo contribui para a redug¢do da concentragdo de CO, no ar atmosférico,
amenizando os problemas do “efeito estufa”. Ha estudos que evidenciam que
alguns seringais podem gerar redugdes certificadas de emissdes de até 249,6
toneladas de CO,/ha.ano (JACOVINE et al., 2006; NISHI et al., 2005). O
cultivo de seringueira pode, ainda, contribuir para a protecdo do solo contra
erosdo e para a recuperagao de areas degradadas.

Atualmente, os maiores produtores mundiais de borracha natural sdo os
paises  asiaticos, principalmente  Tailandia, Indonésia e Malasia
(INTERNATIONAL RUBBER STUDY GROUP - IRSG, 2009). A produgdo de
borracha natural mundial em 2008 foi superior a 10,1 milhdes de toneladas,
sendo 93,2% oriundas de paises asiaticos (IRGS, 2009). A demanda mundial por
borracha acompanha o crescimento da produgdo mundial de bens como um todo.
Caso a demanda continue crescendo com a atual taxa, o mundo enfrentard um
déficit na oferta de borracha natural de um milhdo de toneladas em 2020
(GAMEIRO; GAMEIRO, 2008).

Apesar de o Brasil ser o pais de origem da Hevea brasiliensis e possuir
areas aptas ao seu cultivo e tecnologia disponivel, contribuiu, em 2008, com
pouco mais de 1% da produgdo mundial (117,6 mil toneladas). A participagdo
brasileira no consumo mundial foi de 351,8 mil toneladas, exibindo um déficit
de cerca de 70%, que ¢ suprido com importagdes do produto (IRGS, 2009).

A histdria da produgdo da borracha natural brasileira mostra que o pais
desfrutou da condi¢do de principal produtor e exportador mundial no inicio do
século XX, passando a ser, hoje, importador desta matéria-prima
(BERNARDES; VEIGA; FONSECA FILHO, 2000). O estado de Minas Gerais
destaca-se por apresentar uma grande area climaticamente favoravel ao
desenvolvimento da cultura e por ser uma area nao favoravel ao

desenvolvimento do fungo Microcylus ulei (P. Henn.) von Arx. (CAMARGO;
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MARIN; CAMARGO, 2003). Além disso, os seringais mineiros apresentam
produtividade média de 1.500 kg de borracha seca/ha.ano. Estes indices, quando
comparados com as médias dos principais paises produtores, como Tailandia,
Indonésia, e Malasia, cujas produtividades médias variam entre 750 e 1.100
kg/ha.ano, colocam o estado entre as regides mais produtivas do mundo
(CAVALCANTE; CONFORTO, 2006; COSTA et al., 2008; MESQUITA et al.,
2006b).

2.2 Sistema fonte e dreno: producao e transporte de sacarose na biossintese

de latex em seringueira

Com a evolucao dos vegetais superiores, ocorreu a divisdo de fungdes
entre as diferentes células, tecidos e 6rgdos, além do desenvolvimento de um
sistema de controle e transporte entre 0s mesmos, para a interconexiao e a
coordenacdo dos trabalhos realizados em diferentes tecidos (WALDLAW,
1990).

Devido a dindmica dos metabolitos formados nos tecidos fonte e os
assimilados nos tecidos dreno, a planta tende a acumular matéria seca no 6rgao
de armazenamento. Fonte ¢ o conjunto de 6rgdos ou tecidos responsaveis pela
producdo e exportagdo de metabolitos, a partir dos intermediarios sintetizados no
processo fotossintético. O dreno é o conjunto de 6rgdos ou tecidos que utilizam
ou armazenam os metabolitos produzidos e exportados pela fonte. E evidente a
integracdo entre fonte e dreno, sendo a demanda intimamente associada ao
fornecimento de fotoassimilados.

O controle da integragdo entre a fonte e o dreno se da pela forte relagdo
existente entre os tecidos. A exportagdo de sacarose das células foliares
representa o principal fator de ligacdo entre a assimilagdo do carbono pela fonte

e a sua utilizagdo no dreno (ROITSCH; EHNE, 2000).
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A seringueira ¢ considerada um sistema produtivo composto por folhas,
que sdo responsaveis pela producdo de fotoassimilados e por outros 6rgaos
(folhas, raizes, caule e ramos, flores e frutos), que sdo consumidores desses
fotoassimilados, pelo menos em uma parte de sua vida. A biossintese de latex e,
consequentemente, a producdo de borracha, sdo o resultado de uma complexa
cadeia de eventos biofisicos, nutricionais e metabolicos que estdo relacionados
com fatores diversos, tais como a varia¢do das condi¢des climaticas, a produgdo
e o transporte de fotoassimilados, a disponibilidade de carboidratos de reserva e
a demanda por outros tecidos drenos das arvores (CAIRO et al., 2009;
MESQUITA et al., 2006a, 2006b; MIGUEL et al., 2007).

Nas folhas de seringueira (tecidos-fontes), por meio do processo
fotossintético, sdo produzidos os carboidratos, os quais devem ser transportados
para os drenos (células laticiferas), onde ocorre o descarregamento do floema.
Devido a limitagcdes de natureza quimica para o transporte no floema, os
carboidratos simples, que t€m carater redutor, devem ser convertidos a sacarose
por uma seqiiéncia de reagdes catalisadas pelas enzimas sacarose-P sintase (SPS)
e sacarose-P fosfatase, sendo a SPS a enzima reguladora do processo.

A particdo desses fotoassimilados € complexa, pois ha uma alteracao na
relagdo fonte-dreno, apods o inicio da sangria, observando-se uma redugdo no
ritmo de crescimento das plantas, tendo em vista que a partigdo dos
fotoassimilados produzidos nas folhas, em particular a sacarose, antes
direcionada para atender apenas a demanda dos diferentes Orgios-drenos
naturais da planta, passa a ser fortemente dirigida a reconstitui¢do do latex
extraido por meio da sangria ¢ da regeneragdo da casca (VIRGENS FILHO,
2008), tornando-se importantes drenos induzidos durante a fase de producao da
cultura (CAIRO et al., 2009; MESQUITA et al., 2006b; VIRGENS FILHO,
2008).
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A sacarose ¢ um dissacarideo formado pela ligagdo glicosidica entre o
carbono 1 da glicose e o carbono 2 da frutose, sendo, portanto, um aguicar ndo
redutor. E o principal produto transportado via floema e distribuido entre
diferentes orgdos da planta, atuando como uma importante fonte de carbono e
energia (WELHAM et al., 2009).

O transporte de sacarose do tecido fonte (carregamento do floema) para
o dreno (descarregamento do floema) ainda ndo estd completamente elucidado
em todas as espécies vegetais, mas o suprimento de sacarose ¢ um passo
limitante para o crescimento dos tecidos dreno. Utilizando sacarose marcada
com isotopo radioativo e analisando a composi¢do da seiva apoplastica de frutos
de tomates, foi mostrado que a sacarose pode ser descarregada simplasticamente
e ou apoplasticamente (DAMON et al., 1988).

Quando o descarregamento ocorre pela rota simpléstica, os solutos sdo
transferidos entre as células via espaco citosélico (plasmodesmas) e na rota
apopléstica, os solutos sdo transferidos via parede celular. Quando a sacarose ¢
descarregada pelo simplasto, ela pode ser preferencialmente hidrolisada pela
sacarose sintase, pela invertase neutra ou pela invertase 4cida do vactiolo
(ROBINSON; HEWITT; BENNETT, 1988) e, quando ela ¢ descarregada pelo
apoplasto, ela é preferencialmente hidrolisada pela invertase acida da parede
celular (DAMON et al., 1988). Essas atividades regulam a entrada da sacarose
em diferentes rotas bioquimicas, como respiracdo ¢ biossintese de
polissacarideos, para a parede celular ou para armazenamento. Como tais
enzimas estdo envolvidas no descarregamento e, consequentemente, na alocagao
de carbono nos drenos, interferindo no crescimento e metabolismo, o papel
metabodlico dessas enzimas de clivagem e/ou de sintese da sacarose ¢ motivo de
muitos estudos. Assim, a rota de descarregamento do floema pode ser diferente

nao apenas pelo tipo de dreno, mas também pelo seu estddio de
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desenvolvimento, fun¢do e condi¢des de crescimento ¢ mais de uma rota pode
existir ao longo do desenvolvimento do tecido (GEROMEL, 2006; HO, 1988).

As plantas parecem possuir varios transportadores de sacarose para
coordenar o transporte nos diversos tecidos, em diferentes estidios de
desenvolvimento e sob vérias condi¢des ambientais (WILLIAMS; LEMOINE;
SAUER, 2000). Tais transportadores devem mover os agucares contra um
gradiente, para concentrd-los nos elementos de tubo crivado, estabelecendo
condi¢des que proporcionem o mecanismo de translocacdo do floema.

O primeiro transportador de sacarose foi isolado de espinafre e sua
atividade funcional estudada por expressdo heterdloga de seu cDNA em
Saccharomyces cerevisiae  (SoSUTI1) (RIESMEIER; WILLMITZER,;
FROMMER, 1992). Isso possibilitou a investigacdo do papel e da localizagdo
dos transportadores de sacarose e a elucidacdo do mecanismo de carregamento e
desacarregamento do floema em plantas superiores (MATSUKURA et al.,
2000). Assim, varios outros cDNAs codificadores de cotransportadores H'-
sacarose foram isolados, dentre eles: StSUT1 de batata (RIESMEIER;
WILLMITZER; FROMMER, 1994), SUC1 e SUC2 de arabidopsis (SAUER;
STOLZ, 1994), e PmSUC1 ¢ PmSUC2 de Plantago major (GAHRTZ; STOLZ;
SAUER, 1994). Estes transportadores sao proteinas altamente hidrofobicas, cuja
estrutura consiste de dois grupos de seis regides a-hélice transmembranas, que
se separam por uma alca citoplasmatica central (WILLIAMS; LEMOINE;
SAUER, 2000). Sua localizacdo no complexo ETC-CC (elementos do tubo
crivado - célula companheira) esta, provavelmente, relacionada com a sua
fun¢do de mediar a captagdo de sacarose no floema, a partir do apoplasto
(KHUN et al., 1996; RIESMEIER; WILLMITZER; FROMMER, 1992).

Em seringueira, ainda ndo ¢ conhecido o tipo de descarregamento que
ocorre nos drenos. Sabe-se, no entanto, que as enzimas de hidrdlise de sacarose

tém forte relagdo com o desempenho produtivo das plantas.
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O processo de biossintese de latex estd intimamente relacionado com
rotas metabodlicas geradoras de energia, como também processos anabolicos
(PUJADE-RENAUD et al., 1994). A sequéncia de reagdes que participam da
biossintese de latex envolve a hidrolise da sacarose, cujo processo libera hexoses
para iniciar a glicdlise e gerar piruvato, o qual serd convertido pela enzima
piruvato desidrogenasse a acetil-CoA. A partir do acetil-CoA, inicia-se o
anabolismo de isoprenos com o consumo de energia, nas formas de NADPH e
ATP, o que permite a formacdo do isopentenil difosfato (IPP), unidade basica da
borracha.

Nos drenos, a sacarose pode ser hidrolisada, por intermédio da agdo
catalisadora de duas enzimas: invertases (e suas isoformas), que hidrolisam a
sacarose em glicose e frutose, que sdo enzimas que possuem um baixo K, para
sacarose (7 a 15 mM) e sacarose sintase (SuSy), que converte sacarose ¢ UDP
em frutose e UDP-glicose, uma enzima que possui um K, para a sacarose
relativamente alto (40 a 200 mM) e a atividade da enzima ¢ limitada pelas
concentragdes de sacarose e UDP no citosol. Esse processo de hidrolise da
sacarose ¢ considerado o ponto de partida para a biossintese do latex, pois essas
enzimas assumem importante papel como reguladores metabdlicos, uma vez que
atuam fornecendo hexoses para atender & demanda metabolica da biossintese de
latex.

As plantas possuem um grupo de invertases que sdo definidas como
acidas e neutras, baseadas no pH 6timo de reagdo (ROITSCH; GONZALEZ,
2004; STURM, 1999; TYMOWSKA-LALANNE; KREIS, 1998). As invertases
acidas estdo localizadas no vacuolo (invertases acidas soliveis) ou associadas a
parede celular (invertases acidas insoluveis), enquanto as neutras (invertase
neutra soluvel) estdo localizadas no citosol (STURM, 1999; TYMOWSKA-
LALANNE; KREIS, 1998).
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Embora a enzima SuSy catalise uma reag@o reversivel para a reacdo de
sintese de sacarose (GEIGENBERGER; STITT, 1993), sua principal fungdo
fisiolégica estd relacionada a clivagem da sacarose nos orgaos drenos
(HAWKER, 1985), sendo bastante facilitada pela elevada concentracdo de
sacarose no floema e nas regides de descarregamento do floema (KRUGER,
1993). Desde a sua descoberta, por Leloir e colaboradores, em 1955 (CARDINI;
LELOIR; CHIRIBOGA, 1955), a SuSy tem sido reconhecida como de
importante papel em varios processos metabolicos de plantas. Trata-se de uma
glicosil transferase, cuja agdo enzimatica tem sido associada a determinacdo da
forca de drenos (ZRENNER et al, 1995) e tecidos vegetativos em
desenvolvimento (PFEIFFER; KUTSCHERA, 1995).

Existem evidéncias de que a agdo predominante desta enzima € no
sentido da clivagem da sacarose, produzindo UDP-glicose e frutose. De acordo
com Kruger (1993), pelo menos trés argumentos sustentam essas evidéncias.

O primeiro argumento tem relacdo com a distribuicdo da SuSy em
diferentes tecidos. A atividade da SuSy ¢ geralmente baixa em células
fotossintéticas e gliconeogénicas e €, muitas vezes, alta em tecidos com intensa
atividade de crescimento, os quais dependem da sacarose como o seu substrato
respiratério. Este € um aspecto que precisa ser mais bem estudado no processo
de regenaracdo de casca de seringueira.

Em segundo lugar, em alguns tecidos, a atividade das invertases ¢ muito
menor que a da SuSy, mostrando-se insuficiente para catalisar o metabolismo da
sacarose. Um bom exemplo disso é o tubérculo da batata, no qual as invertases
acida e alcalina tém atividades tdo baixas que a SuSy parece assumir quase
integralmente a clivagem da sacarose. Por fim, estudos realizados com mutantes
de milho revelam que uma reducdo dos niveis de SuSy em endosperma em
desenvolvimento restringe a capacidade desse tecido de metabolizar sacarose

(BOYER, 1985).
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Varios relatos tém indicado que a biossintese de borracha ¢ fortemente
regulada pela disponibilidade de sacarose, sendo considerado um fator limitante
nas regides dreno (MORAES et al., 1978; TANGPAKDEE et al., 1997; TUPPY,
1985). Além disso, estes trabalhos sugerem que o fluxo de sacarose nas células
laticiferas ¢ regulado pela sua hidrélise, o que envolve as enzimas responsaveis
pela sua sintese e degradagdo. Varios trabalhos t€ém evidenciado essas enzimas
como responsaveis pelo fluxo e hidrolise de sacarose nos tecidos drenos
(NGUYEN-QUOC; FOYER, 2001; STURM, 1999).

Em alguns trabalhos tem sido demonstrado que a atividade das
invertases soltiveis do “soro C” tem relag@o positiva com a produtividade, uma
vez que indica a capacidade de regeneracdo do latex entre sangrias consecutivas
(MESQUITA et al., 2006a).

Segundo Mesquita et al. (2006a), tanto a SuSy como as invertases
soliveis promovem a hidrdlise da sacarose em aglicares redutores no “soro C”
da seringueira, sendo a invertase neutra a enzima mais efetiva na clivagem da
sacarose. Segundo os autores, a atividade da SuSy, quando comparada a da
invertase neutra, ¢ pelo menos duas vezes menor, porém, a participacdo efetiva
de cada uma dessas enzimas no latex e sua relagdo com a biossintese do mesmo
ainda ndo estdo claramente elucidadas e careces de estudos mais aprofundados,
especialmente quanto a caracterizacdo das mesmas e metodologias de extragdo
e ensaio.

Cairo et al. (2009), avaliando plantas de seringueira em um jardim
clonal, verificaram que a variacdo sazonal das condi¢cdes ambientais pode
provocar oscilagdes na atividade das enzimas invertases ¢ SuSy. Sendo a
atividade dessas enzimas nos clones avaliados (RRIM 600 e GT 1) mais elevada
no periodo quente e chuvoso do que no periodo frio e seco. Vale ressaltar que a
temperatura parece ter sido o fator ambiental que exerceu maior influéncia sobre

a variagdo da atividade enzimatica. Segundo os autores, estes resultados sugerem



28

uma possivel associag@o entre a atividade das invertases e SuSy e o desempenho
produtivo de plantas adultas e em franca producao. Entretanto, novos estudos em
plantios clonais comerciais devem ser realizados para confirmar tais resultados,
uma vez que essas informagoes foram obtidas em plantas de um jardim clonal e,
portanto, com caracteristicas de plantas jovens.

Segundo Cairo et al. (2009), a hidrdlise de sacarose na casca foi exercida
predominantemente pela agdo da invertase acida e, em proporgdes menores ¢
equivalentes, essa atividade foi complementada pela acdo da SuSy e da invertase
neutra. Para analisar a atividade dessas enzimas, os autores testaram os métodos
de extragdo “in vivo” e “in vitro” e verificaram que o método “in vivo” detectou
atividade das enzimas até oito vezes maior que no método “in vitro”.

Os autores sugerem que, devido as possibilidades maultiplas de
otimizagdo das metodologias para avaliacdo da atividade das invertases em
tecidos da casca de seringueira, novas investigacdes sejam realizadas, pois ainda
ndo se sabe qual a verdadeira contribuicdo das isoformas das invertases
(invertases soliveis e insoluveis) e da propria SuSy no metabolismo de
biossintese de latex.

De acordo com Cairo et al. (2009), a atividade da enzima SuSy e da
invertase neutra apresentam atividades semelhantes. A tunica diferenga nas
condi¢des de ensaio, in vitro e in vivo, foi a utiliza¢do da uridina difosfato
(UDP), ou seja, a metodologia utilizada ndo separa a atividade das enzimas,
podendo estar atuando as duas enzimas em conjunto.

Outra questdo a ser elucidada é que o emprego do ensaio in Vivo
favorece a quantificagdo de agucares redutores produzidos pela atividade da
invertase acida apoplastica e ndo pela invertase acida vacuolar, uma vez que o
material vegetal ¢ adicionado diretamente ao meio de reagdo (CAIRO, 2007).
No entanto, os transportadores de sacarose podem estar atuando nesse ensaio,

fazendo com que ocorra a agdo das diferentes enzimas de hidrolise de sacarose.



29

2.3 Producéao de mudas por enraizamento de brotagdes caulinares

A enxertia por borbulhia é o método de propagagdo utilizado na
producdo comercial de mudas de seringueira, mas apresenta alguns
inconvenientes que podem dificultar a produgdo comercial de mudas e obtengdo
de plantas uniformes quanto ao sistema radicular. Os porta-enxertos sao
oriundos de sementes de seringais nativos ou cultivados. As sementes
apresentam carater recalcitrante, ou seja, perdem rapidamente o poder
germinativo quando o seu teor de agua é reduzido a valores inferiores a 30%
(BONOME, 2006; CHIN et al, 1981). Esta -caracteristica dificulta o
armazenamento das sementes, restringindo a oferta de mudas em determinadas
épocas do ano (FONSECA; FREIRE, 2003).

Os porta-enxertos produzidos para a producdo de mudas de seringueira
podem apresentar heterogeneidade e ser incompativeis com os enxertos. Além
disso, as interagdes fisiologicas entre porta-enxerto e enxerto podem influenciar
os dados de produgdo do clonado.

A formagdo de muda de seringueira por enxertia, nas “regides escapes”,
como Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Goias ¢ Parand, pode variar de
18 a 24 meses. Esse longo periodo no viveiro aumenta o custo da muda, por
promover aumentos de gastos na utilizagdo de mao-de-obra e de defensivos e
fertilizantes.

A superacdo destes aspectos na produgdo de mudas pode ser obtida com
o enraizamento de brotagcdes caulinares por ser uma alternativa que substitui a
utilizacdo de sementes na propagacdo da seringueira e, por conseguinte,
minimizar os problemas dessa cultura. Ainda sdo escassas as informagdes acerca
da producdo de mudas de seringueira que n3o dependam unicamente do
processo convencional de enxertia (borbulhia). A propagacdo por estaquia,

especialmente por meio do enraizamento de brotagdes caulinares, a semelhanga
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do que ¢é feito com a propagacgdo rapida da mandioca (Manihot esculenta L.
Crantz) (COCK et al., 1976), poderia constituir num método agronomicamente e
comercialmente viavel, que permita a obtencdo de uma grande quantidade de
plantas com rapidez e baixo custo, com as mesmas caracteristicas de sistema
radicular e copa do clone matriz de origem, promovendo a manutencdo das
caracteristicas desejaveis da planta matriz propagada.

O enraizamento de estacas/brotagdes caulinares é um processo
complexo, estando associado a estresse por dano mecédnico, mudangas nas
relagdes de 4gua na planta e perda de influéncias correlativas devido a separagdo
da parte aérea do sistema radicular original, sendo regulado pela interacdo de
multiplos fatores, como fito-hormonios, carboidratos, compostos fenolicos,
estado fisiologico da planta-mae e caracteristicas genéticas, substancias
nitrogenadas e aminoacidos (HARTMANN et al., 2002).

A obtencdo de plantas pelo enraizamento de estacas/brotagdes caulinares
€ um processo impraticavel para algumas espécies que ndo tém a composicio
quimica enddgena necessaria. Esse entrave pode ser resolvido com o emprego de
alguns reguladores vegetais, especificamente do grupo das auxinas e de
cofatores do enraizamento, cuja fungdo & estimular acelerar e uniformizar o
enraizamento de estacas de plantas de dificil enraizamento (ONO et al., 1994;
ZANETTE, 1995).

O sucesso na propagacdo de uma espécie por esse método varia,
principalmente, de acordo com a época do ano, o balango hormonal e outras
substancias necessarias ao enraizamento (PEDRAS; SILVA, 1997). Sendo
assim, varios sdo os fatores que estdo envolvidos no processo de enraizamento
de estacas, tanto fatores exdgenos como enddgenos, podendo-se citar estado
fisiologico da planta matriz (presenga de carboidratos, substincias nitrogenadas,
aminoacidos, auxinas, compostos fenolicos e outras substincias), periodo e

posicdo de coleta do material vegetal, juvenilidade, estiolamento, presenca de
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folhas e gemas, idade da planta matriz e fatores do ambiente, como
disponibilidade de agua, Iluminosidade e substrato (GOMES, 1986;
HARTMANN et al., 2002).

A indugdo do sistema radicial ¢ provocada pela acdo do acido indol
acético (IAA), uma auxina natural, que atua em conjunto com carboidratos,
compostos nitrogenados e vitaminas. A primeira auxina isolada foi o acido indol
acético (IAA) que, junto com o acido indol butirico (IBA), forma o grupo de
auxinas mais conhecidas. Essas substincias tém como principal fungdo regular o
alongamento celular e as respostas a estimulos unidirecionais, conhecidos como
tropismo, além de agir no crescimento apical do caule, na divisdo da carioteca,
no desenvolvimento de frutos, na abscisdo foliar ¢ na formacdo de raizes
adventicias em estacas (BENINCASA; LEITE, 2004).

A biossintese do IAA estd associada aos tecidos com rapida divisdao
celular e crescimento, especialmente nas partes aéreas. Porém, quase todos os
tecidos vegetais sdo capazes de produzir baixos niveis de IAA. Os meristemas
apicais, as folhas jovens, os frutos e as sementes em desenvolvimento sdo os
principais locais de sintese. Os niveis de IAA livre nas plantas sdo controlados
por mecanismos de biossintese, conjugacdo, degradagdo, transporte e
compartimentalizacdo. Esse processo pode ser influenciado por fatores do meio
ambiente e pela idade fisioldgica da planta ou do 6rgao (BENINCASA; LEITE,
2004).

Ap6s a aplicagdo de auxinas exdgenas, ocorre transporte polar, causando
o rapido aciimulo dessa substidncia na por¢do basal. O actimulo de auxina
causara a formacdo de uma dilatag@o ou calo. Esse calo é constituido por muitas
células parenquimatosas, resultantes dos novos centros meristematicos
formados, ou da ativag@o de células do cAmbio. As células destes tecidos podem
vir a se diferenciar, formando os primérdios radiciais. No entanto, a formagdo de

raizes adventicias e de calos é independente. A iniciagdo radicial decorre da
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atividade do meristema resultante da desdiferenciacdo das células
parenquimaticas do calo. O desenvolvimento de raizes adventicias pode ser
dividido em quatro estagios: desdiferenciagdo de células diferenciadas
especificas; formacdo de raizes iniciais a partir de certas células localizadas
proéximas aos tecidos vasculares; desenvolvimento de raizes iniciais em
primordios radiciais organizados e crescimento e emergéncia dos primordios
(HARTMANN et al., 2002).

Segundo Kersten, Lucchesi e Gutierrez (1993), as respostas a aplicacao
do IBA sdo bastante variaveis, principalmente com relagdo a concentragdo, ao
tempo e a profundidade de imersdo, ao tipo de estaca, época de realizagdo, de
cultivares e de formulagoes. Porém, com relagdo as concentragdes de auxina, as
estacas geralmente respondem de maneira tipica, mostrando um aumento
progressivo de enraizamento e qualidade das raizes com a elevacdo das
concentragdes de auxina até um ponto maximo. A partir desse ponto ocorre um
decréscimo na resposta, devido a problemas de toxicidade. Em concentragdes
insuficientes pode haver a pouca formacgdo de raizes e os calos formados podem
ndo desdiferenciar para a formagdo de raizes. J4 em concentra¢des supradtimas
podem ocorrer o amarelecimento e queda prematura das folhas das estacas,
necrose da base ou necrose total das estacas (MESEN, 1997).

Existem muitos métodos para aplicar quantidades suficientes de
reguladores vegetais em estacas caulinares. Segundo Weaver (1982), no método
de imersdo rapida, a estaca permanece por, aproximadamente, 5 segundos, em
solugdo alcodlica de auxina concentrada (500 a 10.000 mg L™). Segundo
Ferreira et al. (2009), o tratamento das estacas com AIB a 8.000 mg L™, na
forma de solucdo concentrada, no verdo, foi o mais efetivo em promover o
enraizamento das estacas (14%) de Sapium glandulatum (Vell.) Pax, conhecida

vulgarmente como leiteiro ou pau-de-leite.
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Assim, a acdo das auxinas varia de espécie para espécie. Varios autores,
trabalhando com diversas espécies, relataram o efeito positivo de tratamentos
utilizando auxinas (GRACA et al., 1988; MONTALBETTI; HORMAZABAL,
1992; ONO et al.,, 1994; POGGIANI; SUITER FILHO, 1974). Alcantara,
Abramides e Alcantara (1983), trabalhando com vérias espécies de forrageiras,
constataram que o acido indol butirico, em baixas concentragdes, incrementou a
porcentagem de enraizamento das estacas.

As substancias promotoras da formagdo de raizes estimulam de um
modo mais eficaz as estacas de espécies de dificil enraizamento, ou seja, aquelas
que apresentam maior quantidade de cofatores favoraveis e menor quantidade de
substancias inibidoras. Ha espécies cujas estacas ndo enraizam bem em
condicdes naturais, mas, quando tratadas com IAA ou seus andlogos sintéticos,
emitem raizes com facilidade. Estacas de determinadas espécies de dificil
enraizamento necessitam ser mergulhadas em agua para retirar os inibidores
quimicos, para depois serem tratadas pelas substincias indutoras de
enraizamento (ALVARENGA; CARVALHO, 1983).

Janick (1966) também observou que algumas espécies podem ter seu
enraizamento dificultado, ndo por apresentarem baixos niveis de auxina
endogena, mas por apresentarem inibidores de enraizamento que atuam em
antagonismo as auxinas, retardando os processos de crescimento ¢
desenvolvimento das plantas. Trabalhos com estacas de videira de dificil
enraizamento mostraram que a lavagem em agua remove esses inibidores.

Além da concentragdo endogena de auxina, outros fatores influenciam o
enraizamento de estacas/brotagdes caulinares. A oxidagdo de compostos
fendlicos, fendmeno responsavel pela liberacdo de exsudatos toxicos ao tecido
da estaca, tem sido apontada como fator que reduz a capacidade de
enraizamento. O controle das reagdes de oxidagdo desses compostos pode vir a

favorecer a formagao de raizes (FACHINELLO et al., 1994).
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Com relacdo a idade das plantas matrizes, em geral, estacas/brotacdes
caulinares provenientes de material vegetativo juvenil enraizam com maior
facilidade; quanto mais juvenis, mais rapida ¢ a formacao das raizes, melhor é a
qualidade do sistema radicial formado e menor é a probabilidade de barreiras
anatémicas que podem interferir negativamente para a formacdo de raizes
adventicias (HARTMANN et al., 2002).

Outra questdo fundamental ¢ a influéncia dos fatores externos no
enraizamento de estacas/brotacdes caulinares, a 4gua, a temperatura e o substrato
sd0 0s que merecem uma atencdo especial. A necessidade da agua para o
enraizamento se fundamenta no fato de que, recém-colocadas no substrato, ainda
ndo possuem raizes e, portanto, ndo tém como absorver agua suficiente para
compensar a transpiracdo e o crescimento de novas brotacdes.

A nebulizagdo artificial, além de conservar a umidade elevada, reduz a
temperatura da folha, mantendo uma pelicula sob a mesma, permitindo a
realizagdo do estaqueamento em ambientes de maior luminosidade (COSTA
JUNIOR, 2000). A temperatura é outro importante fator que influencia o
enraizamento das estacas/brotagdes, por condicionar diretamente o metabolismo
das células das folhas e da base das estacas/brotagdes.

O ambiente em torno das estacas/brota¢des caulinares deve ser muito
umido, de 80% a 90%, e com temperatura amena, o que se consegue mediante
uso de nebulizacdo intermitente. A elevada umidade que se obtém, em camara
de nebulizagdo, mantém vivas as estacas até que se enraizem, ja que faz baixar a
temperatura e a transpiracao da folha, em razdo de uma pelicula de dgua que se
forma em torno da mesma (RALLO; DEL-RIO, 1990). A taxa de transpiracio
pode ser controlada por meio da redug@o da area foliar das estacas, retirando-se
as folhas basais e ou cortando-se as remanescentes pela metade.

O substrato ¢ um outro fator que afeta o enraizamento ¢ desempenha

papel importante, especialmente em espécies de dificil enraizamento. De acordo
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com Couvillon (1998), um substrato ideal é aquele que retém um teor de agua
suficiente para evitar a dessecacdo da base da estaca e, uma vez saturado, tem
espaco poroso adequado para facilitar o enraizamento e evitar o
desenvolvimento de doengas. O substrato tem papel fundamental no
desenvolvimento das raizes das estacas, devendo apresentar baixa densidade,
boa capacidade de absor¢do e retencdo de agua, boa aeragdo e drenagem, para
evitar o acumulo de umidade, além de estar isento de pragas, doencas e
substancias toxicas (KAMPF, 2000; WEDLING; GATTO; PAIVA, 2002), bem
como disponibilidade e viabilidade econdmica. Segundo Oliveira (2000), uma
excelente alternativa € o uso de areia ou vermiculita.

Estudos antigos mostram resultados positivos em relagdo ao
enraizamento de estacas de seringueira (BAPTIST, 1939; MENDES, 1959). No
entanto, em estudos mais recentes nao tem sido obtido sucesso em relagdo ao
enraizamento de brotacdes caulinares. Esses autores recomendam a avaliagao de
pesquisas que investiguem as caracteristicas anatdmicas e bioquimicas da
propria espécie, como a presenga de inibidores quimicos e barreira anatomica,
que podem estar impedindo o desenvolvimento de raizes e, consequentemente, a
producdo de mudas por esse método de propagacao.

Em algumas espécies de dificil enraizamento, como a seringueira, tem
sido mencionado que barreiras anatomicas especificas, como a presenga de
fibras e esclereideos no floema primario do caule, formando um anel continuo
nesta regido, podem bloquear mecanicamente os primoérdios de raiz
(BEAKBANE, 1961; MEDRADO; APPEZZATO-DA-GLORIA; COSTA,
1995). Em caules mais velhos, a presenca de uma bainha de esclerénquima
perivascular pode constituir um obstaculo no desenvolvimento das raizes
(LOVELL; WHITE, 1986). A literatura sugere que a quebra da barreira de

esclerénquima, se ndo ¢ o principal fator para o enraizamento, deve facilitar o
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desenvolvimento de primérdios (MEDRADO; APPEZZATO-DA-GLORIA;
COSTA, 1995).

Medrado, Appezzato-da-Gléria e Costa (1995) verificaram, em seu
trabalho, a presenca de uma bainha continua de fibras perivasculares na base da
estaca do clone de seringueira RRIM 600, o que poderia dificultar a passagem de
primordios radiculares. Esta barreira, apesar de ndo ser o unico fator de
impedimento ao enraizamento (GOODIN, 1965; HARTMANN et al., 2002;
SACHS; LORETI; BIE, 1964), pode se somar as barreiras quimicas que
porventura estejam interferindo na capacidade de enraizamento da seringueira.
No entanto, ndo se sabe quando se inicia a formagao dessa barreira nessa espécie
e se realmente esse impedimento € o unico fator que pode estar impedindo a
formacao de raizes adventicias em brota¢des de seringueira.

A presenca do latex nas brotacdes pode ser um impedimento quimico a
iniciacdo radicular, visto que o latex é constituido por uma complexa mistura de
diferentes componentes. Um dos componentes majoritarios do latex € o Cis e ou
trans poli-isopreno. Outros constituintes presentes no latex e relatados em
estudos fitoquimicos s@o polissacarideos, flavanoides, lipideos, fosfolipidios e
proteinas, ficando comprovada também a existéncia de alcanos, cetonas
triterpénicas, triterpenoides, agucares e 4cidos graxos (UZABAKILIHO;
LARGEAU; CASADEVALL, 1987).

O latex de Hevea brasiliensis ¢ um sistema polidisperso no qual
particulas negativamente carregadas de varios tipos estdo suspensas em um soro.
Trés tipos de particulas predominam: particulas de borracha, que constituem de
30% a 45% (em massa) do latex; os Iutoides, que constituem de 10% a 20% ¢ os
chamados complexos de Frey-Wyssling (FW) (RIPPEL, 2005). O soro no qual
as particulas estdo dispersas ¢ chamado de soro C.

As particulas de borracha natural contém centenas de moléculas de

hidrocarboneto e sdo envolvidas por um filme de proteinas e fosfolipidios, que
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lhes confere carga negativa, promovendo estabilidade coloidal das particulas.
Aproximadamente 27% do contetido total de proteinas no latex recém-coletado
estdo adsorvidos na superficie das particulas de borracha e acredita-se que parte
das proteinas esteja no interior das particulas (RIPPEL, 2005).

Os lutoides formam o segundo componente principal do latex de Hevea
brasiliensis. Eles sdo constituidos de proteinas (solaveis ¢ insolaveis),
fosfolipidios e sais minerais (AUZAC; JACOB; CHRESTIN, 1989), ligados ou
circundados por membranas. O contetido dos lutoides é chamado soro B e
contém varios cations, principalmente calcio, magnésio, potassio e cobre e
proteinas cationicas (RIPPEL, 2005). Os complexos de Frey-Wyssling sao
constituidos de carotenoides e lipidios, conferindo a borracha sua coloragdo mais
ou menos amarela (SETHURAJ; MATHEW, 1992).

O soro do latex natural contém diferentes espécies quimicas, como
carboidratos, eletrolitos e proteinas, e bases nitrogenadas, como colina, além de
aminoacidos, &nions inorgdnicos (fosfatos e carbonatos), sais minerais
encontrados no soro B e mais outros de rubidio, manganés, soédio, potassio,
cobre, magnésio, ferro e zinco (AGOSTINI, 2009). O principal carboidrato
encontrado € o quebrachitol (ou 1-metil inositol) e, até o0 momento, ndo se sabe
qual a sua fung¢do bioldgica no latex. A principal implicagdo dos carboidratos no
latex é que estes sdo oxidados microbiologicamente a acidos volateis (formico,

acético e propidnico) (AGOSTINI, 2009; BLACKLEY, 1997).
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CAPITULO?2

ENZIMAS ENVOLVIDAS NA HIDROLISE DE SACAROSE EM CASCA
E FOLHA DE SERINGUEIRA [Hevea brasiliensis (Wild. ex. Adr. de Juss.)
Muell. Arg.]
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RESUMO

As rotas relacionadas com a hidrdlise da sacarose sdo consideradas
ponto de partida para a biossintese do latex e as principais enzimas que atuam
nesse processo sdo a sacarose sintase (SuSy) e as diferentes isoformas das
invertases. No entanto, ndo se sabe a contribui¢do relativa de cada uma dessas
enzimas na disponibiliza¢do de hexoses para o metabolismo. Diante do exposto,
este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar as condi¢des
apropriadas, pelos ensaios in vitro e in vivo, das atividades das enzimas
envolvidas na hidrolise de sacarose (invertases e suas isoformas e sacarose
sintase) em folha e em casca. O material vegetal utilizado para avaliacdo da
atividade das enzimas invertases (e suas isoformas) e sacarose sintase (SuSy) foi
coletado em 5 plantas adultas de seringueira do clone RRIM 600, com 22 anos.
Os resultados permitiram concluir que, em tecidos de folha e casca de
seringueira, a hidrélise da sacarose foi exercida, predominantemente, pelas
invertases acidas. Para os ensaios enzimaticos no tecido de folha, as condigdes
apropriadas foram: ensaio in vivo: pH 3,5 para invertase acida e 7,5 invertase
neutra, a concentragdo de sacarose 200 mM e temperatura de 37°C; ensaio in
vitro: pH 3,5 para invertase acida e 6,0 invertase neutra, a concentragdo de
sacarose 200 mM e temperatura de 37°C. Para os ensaios enzimaticos no tecido
de casca, as condi¢des apropriadas foram: ensaio in vivo: pH 3,5 para invertase
acida e 6,5 invertase neutra, a concentragio de sacarose 200 mM; ensaio in vitro:
pH 4,0 para invertase acida e 6,5 invertase neutra, a concentracdo de sacarose
200 mM e temperatura de 37°C. Ocorreu hidrdlise ndo enzimatica da sacarose na
faixa de pH 2,0-3,5.

Palavras chave: Hevea brasiliensis. Atividade enzimatica. Isoformas de
invertases. Sacarose sintase.
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ABSTRACT

The pathways related to the sucrose hydrolysis are considered the
starting point for the biosynthesis of latex and the key enzymes involved in this
process are the sucrose synthase (SuSy) and different isoforms of invertases,
however, the relative contribution of each of these enzymes to produce hexoses
for the metabolism is not known. Thus, this study aimed to characterize the
appropriate conditions for in vitro and in vivo tests on the activities of the
enzymes involved in the hydrolysis of sucrose (invertases and their isoforms and
sucrose synthase) in the leaf and bark. The plant material used for evaluating the
activity of the invertase enzymes (and its isoforms) and sucrose synthase (SuSy)
was collected from 5 adult plants of rubber trees from clone RRIM 600 at 22
years of age. The results showed that in the leaf and bark tissues from rubber
trees, the hydrolysis of sucrose was carried out predominantly by the acidic
invertases. The appropriate conditions for the enzymatic assays in leaf tissues
were: in vivo assay: pH 3.5 for the acidic invertase and 7.5 for the neutral
invertase, 200 mM sucrose concentration and temperature of 37 °C; in vitro
assay: pH 3.5 for the acidic invertase and 6.0 for the neutral invertase, 200 mM
sucrose concentration and a temperature of 37 °C. The appropriate conditions for
the enzymatic assays in the bark tissue were: in vivo assay: pH 3.5 for the acidic
invertase and 6.5 for the neutral invertase, 200 mM sucrose concentration; in
vitro assay: pH 4.0 for the acidic invertase and 6.5 for the neutral invertase, 200
mM sucrose concentration and a temperature of 37 °C. Non-enzymatic
hydrolysis of sucrose occurred in the range of pH 2.0-3.5.

Keywords: Hevea brasiliensis. Enzyme Activity. invertase isoforms. Sucrose
sinthase.
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1 INTRODUCAO

A borracha natural (cis-polisopreno) ¢ um produto de grande
importancia econdmica, extraido da seringueira, e utilizado em diversas areas da
industria. A sintese do cis-polisopreno ocorre no citoplasma de células altamente
especializadas, conhecidas como laticiferas, as quais tém alta demanda
metabdlica de energia. A sacarose ¢ um dos precursores para a sintese de
borracha, podendo ser um fator limitante na produgdo de latex (DUSOTOIT-
COUCAUD et al., 2009).

Os estudos de processos metabolicos envolvidos na produgdo de latex
sdo complexos, pois envolvem varias reagdes, sendo estas reguladas pela acdo
de algumas enzimas. Estudos realizados por Mesquita et al. (2006a) sugerem
que a produtividade de alguns clones de seringueira pode ter relagdo com
caracteristicas fisiologicas 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 et al. (2007) relataram que os elevados valores de fotossintese
liquida em seringais cultivados em Lavras, MG, do clone RRIM 600, podem
explicar as altas producdes de borracha natural, conforme atestam os trabalhos
sobre desempenho produtivo realizados por Lima et al. (2002), Mesquita et al.
(2006b) e Oliveira (1999). Além disso, Cairo et al. (2009) sugerem uma possivel
associagdo entre a atividade da rubisco e das invertases em folhas e casca de
seringueira, respectivamente, com o desempenho produtivo de plantas adultas e
em franca produgao.

Nas células laticiferas do caule, nas quais ocorre o descarregamento do
floema, a hidrélise enzimatica da sacarose € considerada o ponto de partida para
a biossintese do latex que ocorre por intermédio da agdo catalisadora das
enzimas invertase (e suas isoformas) e sacarose sintase (SuSy), produzindo

hexoses para atender a demanda metabdlica. A parti¢do desses assimilados ¢
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complexa, devido & competicao entre o dreno artificial, imposto pela sangria e os
drenos naturais da planta.

No catabolismo da sacarose, as invertases hidrolisam a sacarose em
glicose e frutose, e a SuSy converte sacarose ¢ UDP em frutose e UDP-glicose,
sendo as enzimas responsaveis pela clivagem da sacarose em plantas. As
invertases ¢ SuSy apresentam papel chave na disponibilizagdo de hexoses, no
desenvolvimento, no crescimento e no particionamento de carbono (KOCH,
2004; STURM; TANG, 1999).

As plantas tém um grupo de invertases que sdo definidas como acidas e
neutras, baseadas no pH otimo de reagdo (ROITSCH; GONZALEZ, 2004;
STURM, 1999; TYMOWSKA-LALANNE; KREIS, 1998). As invertases acidas
estdo localizadas no vactolo (invertases acidas soliveis) ou associadas a parede
celular (invertases acidas apoplastica), enquanto as neutras (invertase neutra
soluvel) estdo localizadas no citosol (STURM, 1999; TYMOWSKA-
LALANNE; KREIS, 1998).

A enzima SuSy catalisa também uma reagao livremente reversivel para a
sintese de sacarose (GEIGENBERGER; STITT, 1993), embora a sua principal
fungdo fisiologica seja a clivagem da sacarose nos orgdos drenos (HAWKER,
1985), sendo bastante facilitada pela elevada concentragdo de sacarose no
floema nas regides de descarregamento (KRUGER, 1990).

Viarios relatos tém indicado que a biossintese de borracha ¢ fortemente
regulada pela disponibilidade de sacarose, sendo considerada fator limitante nas
regides dreno (CHOW et al., 2007; MORAES et al., 1978; TANGPAKDEE et
al., 1997). Estes mesmos autores sugerem que o fluxo de sacarose nas células
lactiferas ¢ regulado pela sua hidrolise, assim envolvendo as enzimas
responsaveis pela sua sintese e degradagao.

Cairo et al. (2009), avaliando a atividade das invertases e SuSy em

diferentes métodos de ensaio in vivo e in vitro, observaram que, no método in
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Vvivo, a atividade das enzimas foi até oito vezes superior ao observado no método
in vitro. Os autores verificaram, ainda, que a hidrolise de sacarose na casca foi
exercida predominantemente pela acdo da invertase acida total e, em proporcdes
menores, essa atividade foi complementada pela SuSy e pela invertase neutra,
que tiveram atividades equivalentes. No entanto, ndo foi possivel concluir a real
contribui¢do de cada isoforma da invertase ¢ da SuSy no processo de hidrolise
de sacarose.

Diante do exposto, formulou-se, aqui, a hipotese de que as enzimas
sacarose sintase (SuSy) e as diferentes isoformas das invertase atuam na
hidrélise de sacarose. No entanto, ndo se sabe qual é a contribuicdo relativa de
cada uma dessas enzimas na disponibilizagdo de hexoses para o metabolismo em
casca e em folhas de seringueira.

No intuito de testar a viabilidade destas hipdteses, o presente trabalho foi
realizado com o objetivo de caracterizar as condi¢des apropriadas das enzimas
envolvidas na hidrolise de sacarose (invertases e suas isoformas e sacarose
sintase) em folha e casca no clone RRIM 600 de seringueira, pelos ensaios in

vitro e in vivo.
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2 MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado para a avaliagdo da atividade das enzimas
invertases (e suas isoformas) e sacarose sintase (SuSy) foi coletado em cinco
plantas adultas de seringueira do clone RRIM 600, com 22 anos de idade e
cultivadas no espacamento de 7x3m.

A éarea experimental ¢ localizada no Setor de Fisiologia Vegetal,
Departamento de Biologia, na Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG. Este municipio esta situado nas coordenadas 21°15” de latitude Sul
e 45°00° de longitude Oeste de Greenwich, a altitude média de 918 m. O clima
da regido ¢ do tipo CWA, segundo a classificacdo climatica de Koppen, com
médias anuais, para precipitagdo e temperatura, de 1.530 mm e 19,4°C,
respectivamente (BRASIL, 1992).

O material vegetal utilizado foi constituido de amostras (discos) de
folhas e cascas, coletadas entre 9 e 10 horas. As folhas coletadas encontravam-se
completamente expandidas — “estddio D”, conforme descricdo de Hallé,
Oldeman e Tomlinson (1978) — e posicionadas na copa em exposicao direta a
radiacdo, no sentido nascente do sol ¢ as cascas foram coletadas na altura do
corte de sangria (+1,5m).

Os discos de folhas e de casca, logo depois de removidos das plantas,
foram cortados em pequenos fragmentos, com tamanho médio aproximado de 2
mm e pesados, constituindo amostras de 0,2 g ¢ 3 g, envoltos em papel aluminio.
Posteriormente, adicionou-se nitrogénio liquido, para a interrup¢do das
atividades metabolicas e preservacdo das condic¢des fisiologicas dos tecidos no
momento da coleta. Em seguida, o material vegetal foi conservado sob

temperatura de -86°C, até que fosse utilizado para os ensaios enzimaticos.
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2.1 Ensaio in vivo

Amostras de 0,2 g de casca e folha foram adicionadas a meios de reagao
(2 mL), constituidos de reagentes para a realizacdo do ensaio especifico de cada
enzima a ser avaliada. Foram determinadas as condigdes apropriadas de ensaio
das invertases e da SuSy, tais como pH do meio de reacdo (2,0-8,0), a
concentragdo de sacarose (0-300 mM) e temperatura do meio de incubagéo (17-
57°C).

Para determinar o efeito do pH sobre a atividade das invertases, utilizou-
se tampao especifico nos diferentes pH, tampao glicina-HCI (pH 2,0; 2,5; 3,0),
tampdo acetato de sodio (pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0) e tampao fosfato de
sodio (pH 6,5; 7,0; 7,5; 8,0). O meio de reagdo (2mL) para as invertases foi
constituido de: tampao 0,1M especifico do pH; MgCl, 5SmM e sacarose 200mM
e 0,2 g de amostra de casca ou de folha. A temperatura de incubagdo foi de
37°C e aliquotas de 100ul e 50 pl para casca e folhas, respectivamente, foram
coletadas, ao final de 10 e 70 minutos, para a quantificagdo da atividade
enzimatica.

Para determinar o efeito do pH sobre a atividade da sacarose sintase,
utilizou-se tampao especifico nos diferentes pHs, tampao glicina-HCI (pH 2,0;
2,5; 3,0), tampao acetato de sodio (pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5) e tampao HEPES
(pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0).

O meio de reagdo (2ml) para sacarose sintase foi constituido de tampao
0,1M, especifico do pH; MgCl, SmM, sacarose 200mM, UDP 5 mM e 0,2 g de
amostra de casca ou de folha. A temperatura de incubacdo foi de 25°C e
aliquotas de 100pul e 50 pl para casca e folhas, respectivamente, foram coletadas
ao final de 10 e 70 minutos, para a quantificacdo da atividade enzimatica.

As atividades enzimaticas foram avaliadas pela dosagem de acucares

redutores produzidos, segundo o método de dinitrosalicilato, descrito por Miller



57

(1959). As atividades foram expressas em pumol de aglicares redutores (AR)

produzidos, por grama de matéria fresca, por hora.

2.2 Ensaio in vitro

Amostras de 3 g de casca ou folha foram homogeneizadas com
microtriturador Tecnal modelo TE 102, em 10 mL de meio extrator constituido
de tampao fosfato de potassio (100 mM pH 7,5), PMSF (1 mM), MgCl, (5 mM)
e DTT (1 mM). Posteriormente, o conjunto foi centrifugado a 18.000 g e 4°C,
durante 20 minutos (CAIRO et al., 2009). O sobrenadante, extrato proteico de
casca ou folha, foi utilizado como fonte bruta das enzimas para avalia¢do de suas
atividades. O restante do material (restos vegetais) foi utilizado para extrair a
invertase dcida da parede.

Foram determinadas as condigdes apropriadas de ensaio das invertases e
sacarose sintase, como pH do meio de reacdo (2,0-8,0), & concentracdo de
sacarose (0-300 mM) e temperatura do meio de incubagdo (17°-57°C).

Para determinar o efeito do pH sobre a atividade das invertases,
utilizaram-se tampao especifico nos diferentes pHs, tampao glicina-HCI (pH 2,0;
2,5; 3,0), tampao acetato de sodio (pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0) e tampdo
fosfato de sodio (pH 6,5; 7,0; 7,5; 8,0).

O meio de reacdo (2ml) para as invertases foi constituido de tampao
0,1M, especifico no pH; MgCl, SmM, sacarose 200mM e 200 ul de aliquota do
extrato proteico de casca ou folha. A temperatura de incubagdo foi de 37°C e
aliquotas de 100 pl foram coletadas ao final de 10 e 70 minutos, para a dosagem
da atividade enzimatica.

Para determinar o efeito do pH sobre a atividade da sacarose sintase,

utilizaram-se tampao especifico nos diferentes pHs, tampao glicina-HCI (pH 2,0;
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2,5; 3,0), tampao acetato de sodio (pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5) e tampao HEPES
(pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0).

O meio de reagdo (2ml) para sacarose sintase foi constituido de tampao
0,1M, especifico no pH, MgCl, SmM e sacarose 200mM, UDP 5 mM e 200 pl
de aliquota do extrato proteico de casca ou folha. A temperatura de incubagdo
foi de 25°C e aliquotas de 100 pl foram coletadas ao final de 10 e 70 minutos,
para a dosagem da atividade enzimatica.

Para verificar o efeito do pH no meio de reacdo na hidrolise quimica, foi
efetuado um ensaio, concomitantemente as analises dos materiais vegetais, com
os mesmos constituintes do meio de reagdo. No entanto, ndo foram adicionadas
aliquotas do extrato de casca e folha.

Para a extragdo da invertase 4acida da parede, a metodologia foi realizada
de acordo com Fahrendorf e Beck (1990) com algumas modificagdes. Foi
utilizado o mesmo tampao de extragdo para as invertases, no entanto, foram
adicionados NaCl 1M e Triton-X (1%). O material vegetal foi mantido por 12
horas no meio de extracdo a temperatura de 4°C e, posteriormente, centrifugou-
se, a 18.000 g e 4°C, durante 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a
realizacdo do ensaio enzimatico. O meio de reagdo (2ml) para essa invertase
apoplastica foi constituido de tampao acetato de so6dio 0,1M pH 3,5, MgCl, 5
mM, sacarose 200 mM e 100 pl de aliquota do extrato proteico da invertase
acida apoplastica de casca ou folha. A temperatura de incubagdo foi de 37°C e
aliquotas de 100 pl foram coletadas ao final de 10 ¢ 70 minutos para a
quantificacdo da atividade enzimatica.

As atividades enzimaticas foram avaliadas pela dosagem de acucares
redutores produzidos, segundo o método de dinitrosalicilato descrito por Miller
(1959). As atividades foram expressas em pumol de aglicares redutores (AR)

produzidos, por grama de matéria fresca por hora
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Nos extratos de folha e casca, foram determinados os teores de aglicares
soluveis totais pelo método da antrona (YEMM; WILLIS, 1954) e agtcares
redutores pelo método do dinitrosalicilato (DNS) (MILLER, 1959). As
concentragoes de sacarose foram determinadas pela diferenga entre os teores de
aclcares soluveis totais e agucares redutores, multiplicada pelo fator 0,95,

segundo Martim (2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividades, in vivo e in vitro, das enzimas invertases e SuSy, em funcéo

do pH do meio de reacdo em folha

Observa-se, no Grafico 1, que, pelo ensaio in vivo, houve uma grande
variagdo na atividade das enzimas invertases e SuSy em func¢do do pH,
sugerindo a atuacdo de diferentes isoformas de invertase. Nota-se um “ombro”
de atividade em pH 3,5-4,0 e outro no pH 7,5. Nesse ensaio, a atividade maxima
das enzimas invertases ¢ SuSy ocorreu no pH 4cido, com valores de atividade
préximos a 780 umol de AR.g™.h™" e 500 pmol de AR.g™".h™', respectivamente.

Vale ressaltar que as barras do erro padrdo ndo aparecem nos graficos,
visto que todas as andlises realizadas neste capitulo foram oriundas de uma
amostra composta, ndo apresentando variagdo entre elas nas avaliagdes, ou seja,

apresentando um erro padrdo muito pequeno.
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Grafico 1 Atividade in vivo (A) e in vitro (B) das invertases e SuSy, em fungdo
do pH do meio de incubagdo em lamina foliar completamente
expandida de seringueira do clone RRIM. As barras representam o erro
padrdo da média de 3 repeticdes
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Observa-se que, tanto no ensaio in vivo quanto pelo in vitro, a atividade
da invertase ¢ a da SuSy apresentaram valores maiores em pH 4cidos. A alta
atividade da invertase em pH acido pode ser justificada pela presenca de
isoformas que atuam exclusivamente nesta faixa de pH. Por outro lado, a SuSy ¢
conhecidamente uma enzima citosélica em que o pH atinge valores de 6,0 a 7,6
(KLOTZ; FINGER; SHELVER, 2003; KURKDIJIAN; GUERN, 1989;
TANASE; SHOHEI, 2000; ZENG et al., 1998). Dessa maneira, sugere-se que a
atividade descrita como sendo da SuSy, em pH 4cido, é, na realidade, a atividade
da invertase acida. para o ensaio in vivo em pH neutro, as atividades da invertase
neutra e da SuSy podem estar sendo avaliadas em conjunto, visto que a atividade
das duas enzimas apresenta 0 mesmo comportamento.

As diferengas entre as metodologias para a determinagdo da atividade
da invertase neutra e da Susy estd no meio de reacdo da SuSy que tem UDP e
tampao Hepes em uma temperatura inferior (25°C) a utilizada no ensaio da
invertase (37°C). Essas diferencas, possivelmente, ndo impediram a acdo das
invertases. Elas apenas reduziram sua atividade devido a diminui¢do da
temperatura para 25°C, utilizada no ensaio da SuSy. Entretanto, ndo deve ser
desconsiderado que tampao Hepes e UDP também podem influenciar a atividade
das invertases, aspecto que deve ser investigado. Assim, sugere-se que a
metodologia utilizada para a avaliacdo da atividade da SuSy deva ser mais bem
estudada.

Resultados semelhantes foram observados nos ensaios realizados para
concentragdo de sacarose e temperatura (dados nao mostrados). A atividade da
SuSy apresentou equivaléncia com a atividade da invertase neutra, sugerindo
que a metodologia de extracdo e quantificacdo das enzimas nao foi eficiente, ndo
permitindo a diferenciag@o na atividade das enzimas invertase neutra ¢ SuSy.

Oliveira et al. (2006), trabalhando com o ensaio in vitro, encontraram

atividade da invertase, em tecidos de folhas e casca de seringueira, numa ampla
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faixa de pH (de 2,0 a 9,0), e atingiu o seu pico em pH proximo a 7,0, ao
contrario do observado no presente trabalho, em que o pico de atividade da
enzima invertase ocorreu no pH 3,5 e um outro no pH 6,0.

Lin e Sung (1993) observaram, em folhas de arroz, que a faixa de pH
otimo para as invertases acidas era de 3,5-6,0. Segundo Sherson et al. (2003), a
invertase acida da parede atua entre pH 3,2 a 3,6 ¢ a invertase acida soluvel e
neutra, nos pHs 4,5 e 7,3, respectivamente, em arabidopsis. De acordo com
Hussain et al. (2009), as invertases acidas soluveis da maioria dos vegetais
atuam em uma faixa de pH 3,5 a 6,0.

A atividade enzimatica foi superior quando se utilizou o ensaio in vivo,
quando comparado ao ensaio in vitro (Grafico 1). Resultado similar foi
observado por Cairo et al. (2009) que obtiveram atividade enzimatica no ensaio
in vivo em casca de seringueira oito vezes superior a do ensaio in vitro.

Outros estudos realizados em diferentes espécies apresentaram valores
muito baixos das invertases pelo ensaio in vitro (GEROMEL, 2001; OLIVEIRA,
1985; OLIVEIRA et al., 2006). A maior atividade enzimatica observada pelo
ensaio in vivo pode ter ocorrido em fungdo da possibilidade de a sacarose ser
hidrolisada pela invertase apoplastica, vacuolar e citosélica, ja que as plantas
apresentam diferentes tipos de transportadores de sacarose nos tecidos,
apresentando um somatério das atividades dessas enzimas. Outra questdo que
deve ser levada em consideracdo e deve ser investigada ¢ o fato de os
transportadores de agucares promoverem tanto a entrada de sacarose como
também agilizar a saida de hexoses para o meio de reagdo. Ja pelo ensaio in
vitro, provavelmente, a contribui¢do na clivagem da sacarose ¢ apenas das
invertases soliveis (vacuolar e citosolica), visto que, por esse tipo de ensaio,
apenas a fragdo soluvel esteja presente.

No presente experimento, tentou-se realizar a purificacdo das enzimas

sacaroliticas em tecidos de casca e folhas de seringueira. No entanto, ndo foi
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obtido sucesso, devido a presenca de compostos quimicos contidos nos tecidos
vegetais que impediram o fluxo nas colunas. Com isso, sugere-se que sejam
otimizadas as metodologias utilizadas para a extracdo dessas enzimas para a
realizacdo dos passos de purificagdo dessas enzimas.

Em relacdo a interferéncia do pH no meio de reagdo, foi observada uma
alta concentracdo de acucares redutores na faixa de pH 2,0-3,0, como mostrado
no Grafico 2, que pode ser atribuida a uma hidrdlise ndo enzimatica da sacarose,
ou seja, ocorréncia de uma hidrolise quimica em fungdo do pH acido,
superestimando os dados nessa faixa de pH. Vale ressaltar que, nos valores de
atividade enzimatica apresentadas no Grafico 1, na faixa de pH supracitada, j&
foram desconsiderados os valores oriundos da hidrélise ndo enzimadtica da
sacarose. Deve ser ressaltado que ndo foi aplicado extrato enzimatico para a
realizacdo dessa analise.

Estes resultados contrariam os resultados obtidos por Oliveira et al.
(2006), os quais ndo observaram altas concentragdes de agucares redutores nessa
faixa de pH, em folhas completamente expandidas e ndo citaram a influéncia do

pH na hidroélise da sacarose.
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Grafico 2 Concentracdo de agucares redutores no meio de reacdo sem enzima em
fun¢do do pH dos diferentes tampdes utilizados no meio de reagdo. As
barras representam o erro padrdo da média de trés repeticdes

3.2 Atividades, in vivo e in vitro, das enzimas invertases em fun¢do da

concentracdo de sacarose no meio de reacéo em folha

O Grafico 3 apresenta os resultados da atividade das invertases acidas e
neutra em diferentes concentragdes de sacarose no ensaio in vivo e in vitro. No
ensaio in vivo, a mixima atividade da invertase dcida ocorreu na concentracio
de 200 mM, reduzindo posteriormente. Para a invertase neutra, a maxima
atividade ocorreu na concentracdo de 250 mM.

No ensaio in vitro, a invertase acida, dentro das concentragdes avaliadas,

apresentou o maximo de atividade em 300 mM. No entanto, ndo ocorreu uma



66

saturagdo, sugerindo que, em concentragdes superiores de sacarose, essa
atividade pode ser incrementada. A invertase neutra apresentou sua maxima

atividade na concentragdo de 200 mM (Gréafico 3).
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Grafico 3 Atividade in vivo (A) e in vitro (B) das invertases acida e neutra, em
fungdo da concentra¢do de sacarose no meio de incubagdo em lamina
foliar completamente expandida de seringueira do clone RRIM 600.
As barras representam o erro padrdo da média de 3 repetigdes
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Na auséncia de sacarose no meio de reagdo, as atividades das enzimas,
para ambos os métodos, ndo foram nulas. Isso, provavelmente, se deve a
presenca de sacarose endodgena no tecido, como evidenciado no Gréafico 4.

De acordo com Oliveira et al. (2006), em folhas de seringueira
completamente expandida, a concentragdo 6tima de sacarose no meio de reagdo
¢ de 50 a 100 mM. Em outras espécies, como cana-de-agucar e cafeeiro, t€m
sido encontradas atividades 6timas em concentragdes inferiores a encontrada no
presente trabalho (CAVALARI, 2004; OLIVEIRA, 1985).

As concentragOes de acgucares solaveis totais, aclcares redutores e
sacarose presentes nos tecidos foliares foram de 208 pmol.g'MF, 93 pumol.g”
'MF e 109 pumol.g'MF, respectivamente (Grafico 4). A sacarose representa
cerca de 52,4% dos acgucares presentes na folha no estddio D e isso se deve,

certamente, a alta atividade fotossintética neste estadio.

225 1

200 4

175 1

150 4

125 1

100 1

umol.g ' de MF

75 1

50 4

25 1

AST AR Sacarose

Grafico 4 Teor de agucares soluveis totais, aclicares redutores e sacarose em
lamina foliar completamente expandida (estddio D) de seringueira do
clone RRIM 600. As barras representam o erro padrdo da média de
trés repeticdes
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3.3 Atividades, in vivo e in vitro, das enzimas invertases em funcao da

temperatura do meio de reacéo em folha

No Grafico 5 sdo apresentados os dados da atividade de invertase acida
total e neutra em diferentes temperaturas. Observa-se que, nos dois ensaios, a
temperatura o0tima de reag¢do das invertases foi de 37°C, resultados estes que
corroboram os encontrados por Oliveira (1985) e Oliveira et al. (2006).

Pelo ensaio in vivo (Graficos 5A e 5B), observa-se que a invertase acida
total (apoplastica e a vacuolar) ¢ mais sensivel a variagdo de temperatura, pois
houve uma redu¢@o de cerca de 50% na atividade dessas enzimas quando a
temperatura foi superior ou inferior a 37°C. A atividade da invertase neutra
apresentou reducao em temperaturas inferiores e superiores a 37°C, no entanto, a
reducdo foi menos expressiva quando comparada com a atividade das invertases
acidas (Graficos 5A e 5B).

As enzimas apresentam temperatura Otima de funcionamento,
apresentando reducdo de atividade em temperaturas acima e abaixo da
temperatura Otima. A queda na atividade em temperaturas superiores a 37°C
pode ser interpretada como sendo devido a alteragdes na estrutura
conformacional da enzima, ou seja, a proteina passa da sua estrutura terciaria,
forma ativa, para a estrutura secundaria e primdaria, formas inativas. Em relagdo
a queda em temperaturas inferiores a 37°C, a enzima pode apresentar uma
sensibilidade de resposta, especialmente devido as condigdes de campo a que

estava submetida e em funcdo da reducdo da atividade metabolica.
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Grafico 5 Atividade in vivo (A) e in vitro (B) das invertases acida e neutra, em
fungdo da temperatura em lamina foliar completamente expandida de
seringueira do clone RRIM 600. As barras representam o erro padréo
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3.4 Atividades, in vivo e in vitro, das enzimas invertases e SuSy, em funcao

do pH do meio de reacdo em casca

Observam-se, nos Graficos 6 A ¢ 6 B, os resultados das atividades das
enzimas invertases ¢ SuSy, em diferentes pH, pelos ensaios in vivo e in vitro.
Verifica-se, no ensaio in vivo, que houve grande variagdo na atividade das
invertases em fun¢do do pH, sugerindo uma possivel atuagdo de diferentes
isoformas, o que precisa ser melhor investigado. A atividade maxima das
invertases ocorreu em pH 3,5, com valores de atividade proximos a 150 pmol de
AR.g'. h'.

A atividade da SuSy na casca teve comportamento semelhante ao
observado em tecidos foliares, sugerindo que a atividade enzimatica avaliada
pelo ensaio in vivo, em pH acido, seja da invertase acida e ndo da SuSy ¢ em pH
neutro, a atividade da invertase neutra e a da SuSy.

Observa-se que tanto pelo ensaio in vivo quanto pelo in vitro, a atividade
das invertases apresentou valores maiores em pH mais acido. Esses resultados
corroboram os observados por Cairo (2007), que verificou maior atividade da
invertase acida na casca de plantas jovens de seringueira, em comparagdo a
atividade da invertase neutra. Os valores encontrados por estes autores foram
inferiores aos verificados no presente trabalho o qual foi realizado em plantas
adultas. Resultados divergentes foram encontrados por Oliveira et al. (2006) que
observaram maior atividade em pH 7,0 no ensaio in vitro em casca de

seringueira de plantas adultas.
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Na determinagdo da atividade da invertase acida apoplastica no ensaio in
vitro, foram observados valores em pH 3,5 proximos a 50 pmol de AR. g'. h',
evidenciando sua contribuicao na hidrolise da sacarose em casca.

Mas, para a obten¢@o de dados “concretos” da “verdadeira” contribui¢ao
das diferentes isoformas de invertases na clivagem de sacarose na casca da
seringueira, serdo necessarios estudos mais aprofundados envolvendo a

caracterizagdo e a purificagdo dessas enzimas, como citado anteriormente para

folha.

3.5 Atividades, in vivo e in vitro, das enzimas invertases, em func¢do da

concentrac;éo de sacarose em casca.

Nos Graficos 7A e 7B, estdo representados os resultados da atividade
das enzimas invertases em diferentes concentragdes de sacarose. No ensaio in
Vivo, a invertase acida teve maior atividade na concentragdo de 100 mM,
mantendo-se quase que constante até a concentragdo de 200 mM e,
posteriormente, diminuindo sua atividade drasticamente. A invertase neutra,
dentro das concentragdes avaliadas, apresentou o maximo de atividade em 300
mM, no entanto, ndo ocorreu saturagdo, indicando que essas enzimas podem ser
responsivas a maiores concentragdo de sacarose. No ensaio in vitro, todas as
enzimas apresentaram maxima atividade na concentragdo de 200 mM, reduzindo

drasticamente sua atividade depois dela (Grafico 7).
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A semelhanga do observado em tecidos foliares, na auséncia de sacarose
no meio de reacdo, as atividades das enzimas para ambos os métodos também
nao foram nulas. Isso, provavelmente, se deve a presenga de sacarose no tecido
avaliado, como evidenciado no Grafico 8.

No Grafico 8, estao demonstrados os valores de AST, AR e sacarose na
casca, sendo, aproximadamente, de 109 pmol.g'MF, 86 pumol.g'MF e 22
umol.g'"MF, respectivamente. Comparando-se as proporgdes de aglicares no
tecido foliar e na casca, observa-se que a propor¢do de sacarose ¢ menor na
casca, ja que este tecido faz parte de um o6rgdo dreno, necessitando de hexoses
para o seu metabolismo, ou seja, apresentando maior propor¢do de aglicares

redutores.
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Grafico 8 Teores de agucares soluveis totais, agucares redutores e sacarose em
casca de seringueira do clone RRIM 600. As barras representam o erro
padrdo da média de 3 repeticdes
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3.6 Atividades, in vivo e in vitro, das enzimas invertases, em funcédo da

temperatura do meio de reagdo em casca.

No Grafico 9, estdo apresentados os resultados de atividade das
invertases em diferentes temperaturas. No ensaio in vitro, a temperatura 6tima
de reacdo para a atividade enzimatica foi de 37°C, dados estes que corroboram
os resultados de Oliveira et al. (2006).

No ensaio in vivo, o aumento da temperatura promoveu um incremento
na atividade das invertases. Em alguns trabalhos com plantas, ha relatos de que a
atividade maxima da invertase pode ser atingida em torno de 60°C (KRISHAN;
PUEPPKE, 1990; RAHMAN et al, 2004) e em outros, cita-se que essa
temperatura pode ser maior, chegando a 80°C (POMTAVEEWAT;
TAKAYANAGI; YOOTSUKA, 1994).

Oliveira (1985) relata que a tolerancia das invertases a temperaturas
mais altas pode ser devido a protecdo da molécula enzimatica exercida pelo seu

proprio substrato.
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Grafico 9 Atividade in vivo (A) e in vitro (B) das invertases acida e neutra, em
funcdo da temperatura em casca de seringueira do clone RRIM 600.
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4 CONCLUSOES

Os resultados permitiram concluir que, em tecidos de folha e casca de
seringueira, a hidrolise da sacarose foi exercida, predominantemente, pelas
invertases acidas.

Para os ensaios enzimaticos no tecido de folha, as condigdes apropriadas
foram:

a) ensaio in vivo: pH 3,5 para invertase acida e 7,5 invertase neutra, a
concentragdo de sacarose 200 mM e temperatura de 37°C;

b) ensaio in vitro: pH 3,5 para invertase acida e 6,0 invertase neutra, a
concentragdo de sacarose 200 mM e temperatura de 37°C.

Para os ensaios enzimaticos no tecido de casca, as condigdes apropriadas
foram:

a) ensaio in vivo: pH 3,5 para invertase 4cida e 6,5 invertase neutra, a
concentragdo de sacarose 200 mM;

b) ensaio in vitro: pH 4,0 para invertase acida e 6,5 invertase neutra, a
concentragdo de sacarose 200 mM e temperatura de 37°C.

Ocorreu hidrolise ndo enzimatica da sacarose na faixa de pH 2,0-3,5.
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RESUMO

A produc¢do de mudas dos clones melhorados e/ou selecionados, que ndo
dependam unicamente do processo de enxertia, a exemplo do enraizamento de
brotagdes caulinares, ¢ um aspecto importante para a heveicultura. Entretanto,
caracteristicas quimicas e ou anatdmicas podem inviabilizar a utilizagdo desse
método. Diante do exposto, esse trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
se constituintes quimicos e/ou caracteristicas anatomicas das brotacdes
constituem ou ndo limitagdes ao enraizamento de brotagcdes em seringueira. O
material vegetal (brotagdes caulinares) foi coletado no jardim clonal, o qual
passou por um processo de poda para induzir novas brotagdes. Foram realizados
estudos envolvendo a indu¢do do enraizamento de brotagdes caulinares com
auxinas, avaliacdo da ontogé€nese do anel esclerenquimatico em brotagdes de
seringueira e influéncia de diferentes concentragdes de latex no enraizamento de
brotagdes de mandioca. A propagacdo assexuada por estaquia em seringueira
nao se mostrou promissora. Foi observado que as auxinas ndo induziram o
sistema radicial e que as brotagdes caulinares com sete semanas de
desenvolvimento apresentaram uma bainha de esclerénquima perivascular
continua, possivelmente atuando como uma barreira anatdmica a emergéncia do
primordio radicular. O latex da seringueira promoveu efeito inibitério no
enraizamento de mandioca, quando esta foi submetida a diferentes tempos de
imersao.

Palavras chave: Hevea brasiliensis. Propagagio vegetativa. Anel
esclerenquimatico. Auxinas.
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ABSTRACT

The production of plantlets from improved or selected, that do not
depend exclusively of grafting , like rooting of shoot explants, is an important
aspect of Hevea crop. However chemical and/or anatomical characteristics can
derail the usage of this method. Based in these facts, this study aimed to evaluate
whether chemical constituents and/or anatomical characteristics of sprouts
constitute limitations to rooting the sprouts in rubber trees. The plant material
(shoot cuttings) was collected in a clonal garden in which the plants went
through a process of pruning to induce new shoots. The results led to the
conclusion that the asexual propagation by stem cuttings in the rubber tree did
not prove to be promising. It was observed that the auxins did not induce the
rooting system and that the stem budding showed a continuous perivascular
sheath of sclerenchyma after seven weeks of development, possibly acting as an
anatomical barrier towards the emergence of the root primordium. The rubber
tree latex promoted an inhibitory effect on the rooting process of cassava, when
these were subjected to different immersion times.

Keywords: Hevea brasiliensis. Vegetative propagation. Auxin. Anatomic
barrier.
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1 INTRODUCAO

A expansdo da heveicultura no pais depende de alteracdes em alguns
setores da cadeia produtiva, dentre os quais merece destaque o setor de producio
de mudas. Isso porque o sucesso de um seringal se inicia na implantacao de
mudas com alta qualidade genética e sanitaria.

Atualmente, a propagacdo da seringueira para cultivos comerciais ¢
realizada quase que exclusivamente por processos vegetativos. Dentre os
processos existentes de propagagdo vegetativa, destaca-se, para a seringueira, o
método de enxertia por borbulhia em porta-enxertos oriundos de sementes.

Embora este seja o método de propagacdo mais utilizado, ele pode
apresentar alguns inconvenientes que podem comprometer o éxito econdmico da
cultura, tais como heterogeneidade dos porta-enxertos e incompatibilidade entre
enxerto e porta-enxerto, resultante da variabilidade das sementes utilizadas para
a produgao do porta-enxerto. Além disso, as sementes de seringueira apresentam
carater recalcitrante, ou seja, perdem rapidamente o poder germinativo quando o
seu teor de dgua ¢ reduzido a valores inferiores a 30% (BONOME, 2006; CHIN
et al., 1981). Esta caracteristica restringe a oferta de mudas em determinadas
épocas do ano.

A produgdo de mudas clonais de seringueira por meio do enraizamento
de brotagdes pode ser uma opgao viavel para a heveicultura, pois € uma técnica
utilizada para reproduzir uma planta geneticamente idéntica a planta matriz. Isso
s6 € possivel porque as células contém, em seus nucleos, a informagdo
necessaria para gerar uma nova planta, em um principio denominado
totipoténcia. Essas células reproduzidas s3o somaticas, ndo havendo a unido de
gametas, resultando em clones (GRACA; TAVARES, 2000).

Ainda sdo escassas as informacdes acerca da produgdo de mudas de
seringueira por meio do enraizamento de brotagdes caulinares. Essa técnica de

propagacdo pode ser agronomica e comercialmente vidvel, permitindo a
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obten¢do de uma grande quantidade de plantas, com as mesmas caracteristicas
de sistema radicular e copa do clone matriz de origem.

Nesse contexto, este trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar a
influéncia das diferentes concentragdes de auxinas no enraizamento das
brotagdes; caracterizar a presenca e o desenvolvimento do anel
esclerenquimatico em brotagdes de seringueira ¢ avaliar a influéncia de
diferentes concentragdes de latex e tempo de imersdo, no enraizamento de

brota¢des de mandioca.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Experimento 1: Avaliacdo de diferentes concentracdes de AIB e ANA no

enraizamento de brotag6es caulinares de seringueira

O material vegetal (brotagdes caulinares) foi coletado aleatoriamente em
um banco de germoplasma instalado no Setor de Fisiologia Vegetal, no
Departamento de Biologia da UFLA, o qual passou por um processo de poda
para induzir um ntimero maior de brotagoes.

Foram realizados estudos envolvendo a indug¢do do enraizamento de
brotagdes caulinares com acido indolbutirico (AIB) e acido naftaleno acético
(ANA) em diferentes concentragdoes (0, 500, 1000, 2000, 4000 ppm). As
concentragoes foram baseadas em estudos, os quais utilizaram concentra¢des de
até 1000ppm.

As brotacdes, com aproximadamente 20-30 cm, coletadas no banco de
germoplasma, tiveram suas bases imersas em solugdes com diferentes
concentragdes de AIB e ANA, durante 15 segundos. Posteriormente, as
brotagcdes foram colocadas em bandejas contendo dois tipos de substratos
(vermiculita e areia lavada, ambos esterilizados). Foram mantidas duas folhas
nas brotagdes, ambas cortadas pela metade. Uma vez plantadas em bandejas de
enraizamento, foram mantidas em camara de propaga¢do, no Departamento de
Agricultura da UFLA, com sistema de nebulizagcdo em intervalos de 15 minutos,
em que, a cada intervalo, a irrigagdo permanecia ligada por 10 segundos. A
temperatura foi mantida ao redor de 25°C.

O experimento foi instalado seguindo um delineamento inteiramente
casualizado no esquema fatorial 2x5x2, sendo dois reguladores de crescimento,
cinco concentragdes e dois tipos de substratos, com cinco repeti¢des contendo

quatro brotagdes.
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2.2 Experimento 2: avaliacdo da ontogénese do anel esclerenquimatico em

brotacOes de seringueira

O material vegetal (brotagdes caulinares) foi coletado aleatoriamente no
banco de germoplasma instalado no Setor de Fisiologia Vegetal, no
Departamento de Biologia da UFLA, e passou por um processo de poda drastica,
para induzir um numero maior de brotagdes. Apos trés semanas, surgiram as
primeiras brotagdes e estas foram marcadas para serem coletadas em diferentes
estadios de desenvolvimento. A primeira coleta foi realizada na quarta semana
apo6s a poda, quando as brotagdes se encontravam com uma semana de
desenvolvimento. Neste trabalho, sera considerada a semana de
desenvolvimento da brotagdo.

Semanalmente, as brota¢des foram coletadas e fixadas, por 72 horas, em
FAA (5 mL de formaldeido comercial, 5 mL de 4cido acético e 90 mL de etanol
70%) e, posteriormente, conservadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). As
coletas foram realizadas até a observagdo da formagdo do anel esclerenquimatico
pelos cortes anatomicos.

Os cortes transversais da base das brotacdes foram realizados no
Laboratorio de Anatomia Vegetal, no Departamento de Biologia da UFLA, e
efetuados com o auxilio de um microtomo de mesa, sendo, em seguida,
submetidos ao processo de coloragdo com safra-blau, uma mistura de safranina
com azul de astra (KRAUS; ARDUIN, 1997). Apos o processo de coloracao, foi
feita a montagem das laminas semipermanentes, em agua glicerinada 50%,
sendo fotomicrografadas em fotomicroscopio Olympus BX-60, para verificar a

formagéo das células que formam o anel esclerenquimatico.
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2.3 Experimento 3: avaliagdo de diferentes concentracGes de AIB e ANA no
enraizamento de brotagdes caulinares sem a presengca da barreira

anatdmica

O material vegetal (brotagdes caulinares) foi coletado aleatoriamente em
um banco de germoplasma instalado no Setor de Fisiologia Vegetal, no
Departamento de Biologia da UFLA, o qual passou por um processo de poda
drastica para induzir um nimero maior de brotagdes. No momento em que
surgiram as primeiras brotagdes, fez-se a marcagdo para a coleta. As brotagdes
foram coletadas com cinco semanas de desenvolvimento, estadio que antecede a
formagdo do anel esclerenquimatico, de acordo com os resultados obtidos no
experimento 2.2.

Foram realizados estudos envolvendo a indugdo do enraizamento de
brotagdes caulinares com 4cido indolbutirico (AIB) e acido naftaleno acético
(ANA), em diferentes concentracdes (0, 500, 1000, 2000 e 4000 ppm).

A base das brotagdes coletadas foi imersa por 15 segundos, em
diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB) e acido naftalenoacético
(ANA), tendo sido utilizados trés substratos: areia, vermiculita e agua. No
tratamento com o substrato dgua, as brotagdes caulinares foram colocadas em
frascos contendo 4agua destilada e com constante aeragdo dos mesmos. Uma vez
plantadas, as brota¢des caulinares foram mantidas em camara de propagacao, no
Setor Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia da UFLA, com sistema de
nebulizacdo em intervalos de 15 minutos. A cada intervalo, a irrigagdo
permanecia ligada por 10 segundos, com temperatura ao redor de 25°C.

O experimento foi instalado seguindo um delineamento inteiramente
casualizado, no esquema fatorial 2x5x3, sendo dois reguladores de crescimento,
cinco concentragdes e trés tipos de substratos, com cinco repetigdes contendo

quatro brotagdes.
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2.4 Experimento 4: avaliacdo da influéncia de diferentes concentragdes de

latex no enraizamento de brotacfes de mandioca

As brotacdes caulinares de mandioca (também uma euforbidcea, de facil
enraizamento) foram obtidas segundo o método de propagacdo rapida da
mandioca, desenvolvido pelo CIAT (COCK et al., 1976). Estas foram coletadas
com um tamanho de 15-20 cm e suas partes basais submersas em diferentes
concentragdes de latex, visando verificar o seu possivel efeito inibitorio sobre a
formagdo de raizes adventicias. Foram mantidas duas folhas nas brotacdes,
ambas cortadas pela metade.

O experimento foi conduzido em uma sala de crescimento com
nebulizacdo manual, temperatura em torno de 25°C e fotoperiodo de 12 horas,
no Setor Fisiologia Vegetal, no Departamento de Biologia da UFLA. Os
tratamentos foram constituidos de quatro concentragdes de latex diluidos em
agua destilada (0%, 50%, 75% e 100% de latex) e trés tempos de imersdo (2, 12,
24 horas), as quais foram colocadas para enraizarem em frascos contendo agua
destilada e com constante aeragdo dos mesmos. Apo6s quatro trés semanas, foram
avaliados: numero de raizes, comprimento da maior raiz, porcentagem de

enraizamento e porcentagem de sobrevivéncia.
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3 RESULTADOS

3.1 Experimento 1: avaliacéo de diferentes concentracGes de AIB e ANA no

enraizamento de brotacdes caulinares de seringueira

No experimento 1, as brotagdes caulinares de seringueira apresentaram
100% de mortalidade, a semelhanga de outros estudos ja realizados. As
brotagdes apresentaram uma necrose na parte basal da estaca, em todos os
tratamentos, com aproximadamente trés semanas e também queda das folhas Em
cinco semanas, havia ocorrido 100% de mortalidade das estacas.

Possivelmente, o insucesso destes trabalhos seja decorrente de um
provavel efeito inibitério do latex presente nas brotacdes e ou da barreira
anatOmica, anel esclerenquimatico, os quais foram avaliados nos experimentos 2

e 3.

3.2 Experimento 2 e 3: ontogénese do anel esclerenquimatico em brotacdes
de seringueira e avaliacdo de diferentes concentragdes de AIB e ANA no
enraizamento de brotacBGes caulinares de clones de seringueira antes da

formacéao do anel esclerenquimatico

Na Figura 1 estdo representadas as secdes transversais de brotagdes de
seringueira durante o desenvolvimento. Ndo houve diferenga entre os clones
coletados quanto ao desenvolvimento do anel esclerenquimatico (dados nao
apresentados). As brotagdes com trés semanas de desenvolvimento ndo
apresentavam os feixes vasculares e nem a diferenciagdo dos tecidos (Figura 1
A). Provavelmente, nesse estadio, as estacas ndo estavam aptas a enraizar, visto
que a formagdo das raizes adventicias ocorre a partir dos tecidos do parénquima

do floema ou do cambio e estes ainda nido estavam desenvolvidos. A formagao
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do anel iniciou-se em brotagdes coletadas na quarta semana apds o surgimento
da brotagdo (Figura 1B). Na quinta e na sexta semana, as brotacdes

apresentavam um anel esclerenquimatico descontinuo (Figura 1C).

Figura 1 Sec¢des transversais de brotagdes de plantas de seringueira em
diferentes idades ontoldgicas, ap6s o surgimento das brotacdes. A)
3 semanas, B) 4 semanas, C) 5 semanas. X, Es ¢ F indicam xilema,
esclerénquima e floema, respectivamente. Barra= 100pm
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Por outro lado, em brotacdes com seis semanas de desenvolvimento
(Figuras 2 A e B), notam-se a completa formacao dos tecidos vasculares e a
presenca de células do tecido esclerenquimatico de forma quase continua,
podendo, neste caso, constituir um obstadculo ao crescimento das raizes. Pois,
embora haja pequenas fendas para a passagem das raizes em crescimento, o
numero de fendas pode ser reduzido, afetando o enraizamento das brotagoes.
Maynard e Bassuk (1996), trabalhando com estacas de Carpirus betulus,
verificaram associa¢do entre o nimero de fendas no anel esclerenquimatico e o

numero de raizes formadas.



96

Figura 2 Secdes transversais de brotacdes de plantas de seringueira com seis
semanas de desenvolvimento. A) visdo distanciada; B) visdo
aproximada. X, Es e F indicam xilema, esclerénquima e floema,
respectivamente. Barra= 100um

Em brotagdes com sete semanas de desenvolvimento (Figura 3),
verifica-se a formacdo de um anel esclerenquimatico continuo ao redor do tecido
vascular, o qual pode atuar como uma barreira anatémica a emergéncia do
primordio radicular.

A bainha de esclerénquima perivascular, quando se apresenta continua,
pode oferecer um obstaculo ao crescimento das raizes, desviando-as de seu curso

normalmente radial (LOPES, 1995). Em estudos com estacas obtidas de ramos
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maduros de Hedera helix de dificil enraizamento, de Olea europea L. e de Ficus
pumila, Lopes (1995) verificou que a presenca do anel esclerenquimatico estava
sempre associada com as estacas de dificil enraizamento, enquanto aquelas de
facil enraizamento foram caracterizadas pela descontinuidade ou por poucas

camadas de células no anel de esclerénquima.

Figura 3 Sec¢do transversal de brotagcdes de plantas de seringueira com sete
semanas de desenvolvimento. X, Es e F indicam xilema,
esclerénquima e floema, respectivamente. Barra= 100pm

A dificuldade de enraizamento de brota¢des de seringueira ndo deve ser
atribuida apenas a presenca de uma barreira anatdmica, pois existem espécies de
plantas de dificil enraizamento, como Pfitosporum, que néo apresentam um anel
esclerenquimatico (BEAKBANE, 1961). Além da presenca da barreira fisica,
outros fatores, como impedimento quimico (GOODIN, 1965), adequado balango
hormonal (CHALFUN; PASQUAL; HOFFMANN, 1997) e idade das estacas,

podem afetar o enraizamento.
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Dessa maneira, novos estudos devem ser realizados, visando identificar
outras causas, além da barreira anatomica, que podem afetar o enraizamento de
estacas de seringueira.

No experimento 3, as brotagcdes caulinares de seringueira apresentaram
100% de mortalidade, independentemente das concentragdes de AIB ¢ ANA e

dos tipos de substratos utilizados, & semelhanga de outros estudos ja realizados.

3.3 Experimento 4: influéncia de diferentes concentragdes de latex no

enraizamento de mandioca

Pelos dados da Tabela 1, observa-se que houve diferenca estatistica
entre os tempos de imersdo das brotacdes em diferentes concentracdes de latex.
No tempo de duas horas, houve diferenca entre as concentra¢des de latex. Para
os tempos de imersdo de 12 e 24 horas, nenhuma estaca enraizou, com exce¢ao
do controle. Na quarta semana em que o experimento foi avaliado, observou-se
que as brotagdes que foram submetidas aos tempos de imersdo de 12 e 24 horas,
em todas as concentragdes, apresentaram morte celular da parte basal da

brotagdo (Figura 4).
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Figura 4 Morte celular da parte basal da brotacdo de mandioca, quatro semanas
apo6s a aplicacdo do latex

A morte celular da base das brotagdes de mandioca pode ter ocorrido
devido a substincias presentes no latex, como citado por Agostini (2009) e
Blackley (1997), que cita que os carboidratos do latex podem ser transformados
em acidos volateis, os quais podem inibir o enraizamento das brotagdes de
mandioca, bem como o enraizamento da propria seringueira. A presenga de tais
substancias pode justificar o insucesso dos experimentos anteriores em que,
mesmo adicionando reguladores de crescimento, houve 100% de mortalidade

das brotagdes.
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Tabela 1 Médias das estacas enraizadas, vivas e mortas, sob diferentes
concentragdes de latex em trés tempos de imersdo

Tratamentos Brotaces caulinares
Tempo de Concentracao Mortas
imersdo (horas) | de latex (%) Enraizadas (%) | Vivas (%) (%)
0 100,0 aA 100,0 0,0
2 50 91,7 abA 91,6 8,4
75 90,0 bA 90,0 10,0
100 53,3 cA 53,3 46,7
0 100,0 aA 100,0 0,0
12 50 0,0 bB 27,3 72,7
75 0,0 bB 36,7 63,3
100 0,0 bB 14,0 86,0
0 100,0 aA 100,0 0,0
24 50 0,0 bB 0,0 100,0
75 0,0 bB 14,0 86,0
100 0,0 bB 25,0 75,0

As médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem entre si, para as
concentragdes em diferentes tempos € a mesma letra maiuscula ndo difere entre si, para
os tempos em diferentes concentragdes, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

No tempo de imersdo de 2 horas, nota-se que as concentragdes de latex
afetaram o enraizamento das brotagdes; a medida que aumentou a concentragdo
de latex, diminuiu a porcentagem de estacas enraizadas e vivas. Nos tempos de
12 e 24 horas, as brotagdes apresentaram o escurecimento do local que ficou em
contato com o latex, ap6s alguns dias de permanéncia no substrato, evidenciando
o efeito fitotoxico das substancias advindas do latex sobre as brotagdes. Para o
tratamento de 2 horas de imersdo, avaliaram-se o numero de raizes € o
comprimento da maior raiz (Grafico 1) nas estacas enraizadas

Observa-se que, para as diferentes concentragdes de latex, ndo houve
diferenca significativa para o nimero de raizes, no tempo de imersdao de duas
horas (Grafico 1). O comprimento da maior raiz foi superior no controle e, para

as concentragdes de 50% e 75%, ndo houve diferencas significativas entre si. A
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concentragdo de 100% ndo diferiu estatisticamente da concentracdo de 75%,

apresentando-se inferior ao controle.

12 1 - 12
1 Niimero de rafzes
[ Comprimento da maior raiz

g &
[ % %
S {‘ j._L {[J _}I -6 g
g £
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Grafico 1 Numero de raizes e comprimento da maior raiz em brota¢des de
mandioca, em diferentes concentragdes de latex, no tempo de 2 horas
de imersao

Estes resultados sugerem que o latex contém substincias que inibem o
enraizamento da seringueira, contradizendo os resultados encontrados por
Baptist (1939) e Mendes (1959), os quais obtiveram alta porcentagem de
enraizamento de estacas de seringueira. No entanto, estes autores citam que nio
conseguiram enraizar estacas de plantas enxertadas apenas de plantas pé-franco.
Sugere-se que se faga uma andlise quimica do latex, para se conhecer as

substancias existentes neste que possam estar inibindo o enraizamento.
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4 CONCLUSOES

A utilizagdo de auxinas ndo ¢ eficiente para induzir o sistema radicial em
seringueira.

A bainha de esclerénquima perivascular nas brotagdes caulinares
estudadas ¢ continua com sete semanas de desenvolvimento, possivelmente
atuando como uma barreira anatdmica 4 emergéncia do primordio radicular.

O latex da seringueira promove um efeito inibitério no enraizamento de

mandioca.
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