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RESUMO

CAIRO, Paulo Araguém Ramos. Variacao sazonal da atividade da Rubisco e
das enzimas de sintese e hidrolise da sacarose em plantas de seringueira
[Hevea brasiliensis (Willd ex. Adr. de Juss.) Muell.-Arg], em Lavras, MG.
Lavras: UFLA, 2007. 62 p. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

O crescimento da heveicultura no Brasil se deu em funcdo da demanda crescente
do mercado de borracha natural. A fim de escapar dos prejuizos causados pelo
“mal das folhas” — doenca comum na regido de origem da seringueira —, a
expansdo da heveicultura privilegiou regides ndo tradicionais de cultivo no pais.
Em Minas Gerais, onde a heveicultura ainda é incipiente, estudos mais
direcionados a fisiologia da seringueira podem fortalecer sua expansdo. Estudos
sobre clones cultivados em Lavras, MG, ja investigaram uma possivel
associacdo entre a variabilidade fotossintética e o desempenho produtivo.
Contudo, ainda sdo desconhecidas as informagfes sobre alguns aspectos
metabdlicos envolvidos com a biossintese de latex, tais como 0s processos de
assimilacdo de CO,, o transporte de carbono a partir dos tecidos fonte e o
atendimento a demanda por carboidratos nos drenos, onde a producéo de latex é
maior. Em todos esses processos, as reacGes metabdlicas sdo reguladas
diretamente pela acdo decisiva de algumas enzimas chave. O presente trabalho
teve o proposito de avaliar, em plantas de um jardim clonal de seringueira,
identificadas como clones RRIM 600 e GT 1, a variacdo sazonal das condi¢tes
ambientais e seus possiveis efeitos sobre a atividade da Rubisco e das principais
enzimas que atuam no metabolismo de sintese e hidrélise de sacarose. Propds-se
também a averiguar, no periodo quente e chuvoso, a possibilidade de que essa
atividade enzimatica, incluindo a do clone FX 2261, tenha associacdo com o
desempenho produtivo de plantas adultas e em franca produgéo, pertencentes a
esses mesmos clones. Os resultados revelaram que a variacdo sazonal das
condigdes ambientais pode provocar oscilagdes na atividade das enzimas
Rubisco, SPS, invertases e SuSy, em seringueiras cultivadas em Lavras, MG. A
atividade dessas enzimas nos clones avaliados (RRIM 600 e GT 1) foi mais
elevada no periodo quente e chuvoso do que no periodo frio e seco. Nas
condigdes em que o experimento se desenvolveu, a temperatura parece ter sido o
fator ambiental que exerceu maior influéncia sobre a variacdo da atividade

'Comité Orientador: Luiz Edson Mota de Oliveira — UFLA (Orientador), Angela Maria
Soares — UFLA e Nelson Dell Filho — UNINCOR (Co-Orientadores).



enzimatica. Em relacdo a maioria das enzimas avaliadas em plantas do jardim
clonal, os resultados sugeriram uma possivel associacdo entre a atividade da
Rubisco, invertases e SuSy e o desempenho produtivo de plantas adultas e em
franca producfo. E pouco provavel que este tipo de associagdo se aplique &
atividade da SPS, cuja atividade foi semelhante, em todos os clones avaliados. A
hidrdlise de sacarose na casca foi exercida predominantemente pela acdo da
invertase &cida. Em proporcBes menores e equivalentes, essa atividade foi
complementada pela acdo da SuSy e da invertase neutra.



ABSTRACT

CAIRO, Paulo Araguém Ramos. Seasonal variation of Rubisco and sucrose
synthesis and hydrolisys enzymes activities in rubber trees [Hevea
brasiliensis (Willd ex. Adr. de Juss.) Muell.-Arg], in Lavras, MG. Lavras:
UFLA, 2007. 62 p. Thesis (Doctorate in Plant Physiology) — Federal University
of Lavras, Lavras, MG.!

The growth of rubber tree cultivation in Brazil has happened because of growing
of natural rubber market. With aim to escape of “South American leaf blight” —
a common disease in amazonian region — the rubber tree expansion has
privileged no traditional regions in Brazil. In Minas Gerais, where rubber tree
cultivation is still incipient, new researches about some physiological aspects
can promote expansion of the cultivation. Late researches about rubber tree
clones in Lavras — MG have investigated a possible association between
photosynthetic variability and rubber productivity. Nevertheless, there is still no
information about some metabolic aspects that are involved with latex
biosynthesis, like CO, assimilation, carbon translocation from source tissues to
attend carbohydrate requirement of sinks, where the latex production is highest.
In all of these processes, the metabolic reactions are directly regulated by some
key enzymes. The aim of this work was to evaluate, in rubber tree plants from a
clonal garden, identified as RRIM 600 and GT 1 clones, the seasonal changes of
environmental factors and their possible effects on the Rubisco activity and the
most important enzymes of sucrose synthesis and hydrolisys metabolism. The
work had still aim to observe, during the hot and raining season, if it is possible
this enzymatic activity, including in FX 2261 clone, have association with the
rubber productivity of adult plants, identified as the same clones from clonal
garden. The results showed that the seasonal changes in environment can induce
oscillations in Rubisco, SPS, invertases and SuSy enzyme activities, in rubber
trees cultivated in Lavras-MG. The enzyme activities, in general, in the RRIM
600 and GT 1 clones, were higher in the hot and raining season than in the cold
and drought season. Based on the experimental conditions, one can conclude
that the temperature seems have been the most influent environmental factor on
the enzymatic activity. In relation to the majority of enzymes evaluated in plants
from clonal garden, the results suggested a possible association between
Rubisco, invertases and SuSy activities and the latex productivity of adult plants.

'Guidance Committee: Luiz Edson Mota de Oliveira — UFLA (Adviser), Angela Maria
Soares — UFLA and Nelson Deld Filho — UNINCOR (Co-Advisers).



This association, in relation to SPS, seems to be unlikely. The sucrose hydrolisys
in bark tissues was conducted, predominantly, by the acid invertase activity. In

less and equivalent proportions, the sucrose hydrolisys was complemented by
the SuSy and neutral invertase activity.



1 INTRODUCAO

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd ex. Adr. de Juss.) Muell.-Arg.]
é uma espécie nativa da regido amazonica, de origem mais especifica no vale do
Rio Amazonas. O cultivo da seringueira € justificado, principalmente, por ser
esta uma planta produtora de borracha natural, produto largamente utilizado na
fabricacdo de pneuméticos e de um grande ndmero de manufaturados
imprescindiveis a vida moderna.

Ao longo dos anos, a producdo de borracha natural tem sofrido
flutuacBes, enquanto o consumo interno tem crescido linearmente. Em 2005, a
producdo mundial de borracha natural foi de 8.682 mil toneladas, para um
consumo de 8.742 mil toneladas (IRSG, 2006). No ano anterior, a producdo, em
mil toneladas, foi de 2.900 na Tailandia, 1.851 na Indonésia e 1.000 na Malasia,
enquanto o Brasil produziu apenas 100, correspondendo a cerca de 1% da
producdo mundial (Rossman, 2006). A solugdo para minimizar os volumes de
importacdo do produto na busca da auto-suficiéncia ou, até mesmo ocupar
novamente uma posicdo de relevancia na producdo mundial, tem sido a
expansdo da heveicultura com base em seringais com produtividade elevada e
latex de boa qualidade (Alvarenga et al., 2003).

As areas de cultivo comercial da seringueira, definidas como de maior
produtividade, situavam-se, inicialmente, entre as latitudes 6°N e 6°S
(Pushparajah, 1983). Entretanto, o seu cultivo encontra-se atualmente distribuido
entre as latitudes 22°N (China) e 23°S (S&o Paulo), o que evidencia a sua
adaptabilidade a uma ampla variacdo climatica. No Brasil, as regides
tradicionais de cultivo da seringueira sdo a Amazonia Tropical Umida, Mato
Grosso e Bahia.



O aumento da demanda por borracha natural, associado ao fato de a
regido de cultivo tradicional de seringueira ser um habitat do fungo Microcyclus
ulei P. Henn V. Arx. — causador do “mal sul-americano das folhas” e principal
entrave para o desenvolvimento da heveicultura nas regibes tradicionais de
cultivo (Albuquerque, 1978; Rocha Neto, 1979) —, induziu a expansdo da
heveicultura nos estados de Goias, Mato Grosso do Sul, Pernambuco, Maranh&o,
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Parand, Sdo Paulo e Minas Gerais, que séo
regides cujas condigBes climaticas sdo desfavordveis ao desenvolvimento do
fungo. A exploracdo da heveicultura nesses estados — areas ndo tradicionais —
revelou-se uma atividade economicamente viavel, devido ao desenvolvimento
de clones agronomicamente produtivos, mais tolerantes a doencgas e com alta
adaptabilidade a diferentes condi¢des edafoclimaticas.

Segundo informacBes divulgadas pelo Instituto Agronémico de
Campinas (IAC, 2006), o estado de Sao Paulo, que registrou producéo de 51.450
toneladas de borracha natural em 2005, é o maior produtor nacional,
respondendo por 51 % da producgdo brasileira. Em seguida, estdo os estados de
Mato Grosso (22%), Bahia (9%) e Espirito Santo (7%), sendo que a producao
dos demais estados corresponde a 12% da producdo nacional.

No estado de Minas Gerais, a heveicultura encontra-se modestamente
instalada em algumas regides, tais como o Sul de Minas, Triangulo Mineiro,
Zona da Mata, Alto do Sao Francisco e Vale do Rio Doce, constituindo uma area
pouco superior a 4.000 ha, dos quais apenas 2.818 hectares estdo em fase de
producdo (IBGE, 2003; Eboli, 2006). Segundo Mesquita (2006a), a
produtividade méxima anual dos seringais mineiros é de 1.500 kg/ha, sendo
superior as médias anuais de tradicionais paises produtores, tais como Tailandia
(1.100 kg/ha), Indonésia (750 kg/ha) e Maléasia (1.000 kg/ha).

Existem muitos clones de Hevea que foram gerados com a finalidade de

se obter melhor adaptagdo a diferentes condi¢cbes ambientais. Produgdo de



borracha, producdo de biomassa e tolerancia a doencas e pragas foram algumas
das caracteristicas mais exploradas na geracdo desses clones. Além dessas, a
caracterizacdo de alguns aspectos fisiologicos também deve ser considerada
importante para direcionar estratégias futuras de melhoramento. Para que a
expansdo e o fortalecimento da heveicultura em Minas Gerais sejam bem
sucedidos, é necessario, entre outras iniciativas, o aprofundamento de estudos
sobre aspectos fisiologicos da seringueira, associados a producéo de latex, com o
proposito de contribuir para uma melhor compreensdo do potencial adaptativo
dos clones a variabilidade ambiental de diversas regifes do estado.

A seringueira pode ser considerada como um sistema produtivo
composto por folhas, que sdo responsaveis pela producdo de fotoassimilados, e
por outros oOrgdos (folhas, raizes, caule e ramos, flores, frutos), que sdo
consumidores desses assimilados, pelo menos em uma parte de sua vida. A
biossintese de latex € o resultado de uma complexa cadeia de eventos biofisicos,
nutricionais e metabdlicos que estio relacionados com a variagdo das condicGes
climaticas, producdo e transporte de fotoassimilados, disponibilidade de
carboidratos de reserva e demanda por outros tecidos drenos das arvores.

A utilizacdo do latex como principal objetivo de exploragdo econdmica
da seringueira induz a formacdo de drenos ndo convencionais na regido do caule,
onde sdo feitas as sangrias. A partir da abertura do painel da seringueira, com as
sangrias frequentes, o sistema de assimilacdo e transporte de carbono passa a ser
estimulado, devido a necessidade de atender a demanda de carboidratos para a
biossintese renovada de latex nos locais onde se processa a sua remocao
periddica. Se ndo houvesse a exploracao do latex, pelo homem, provavelmente a
regido do caule somente se caracterizaria como dreno — natural, e ndo induzido —
quando os tecidos estivessem em fase de expansao.

Na maioria das plantas de importancia agricola, ha uma hierarquia

natural de Orgdos que atuam como drenos na utilizacdo dos assimilados



provenientes da fotossintese, realizada nos 6rgéaos fonte. Entretanto, nas plantas
lenhosas, a natureza sazonal do seu desenvolvimento ocasiona, em maior ou
menor intensidade, uma superposicdo de utilizacdo desses assimilados, por
diversos 6rgaos em crescimento (Wardlaw, 1990). No caso da seringueira, essa
particdo de assimilados é ainda mais complexa, pela competicdo entre o dreno
artificial, imposto pela sangria, e os drenos naturais da planta (Tupy, 1988).

Os estudos desenvolvidos por Mesquita (2004), em seringueira, estdo
entre os primeiros realizados com o prop6sito de estabelecer associagdes entre o
comportamento produtivo e alguns caracteres fisiologicos e anatdmicos de
plantas dos principais clones cultivados na cidade de Lavras, no Sul de Minas
Gerais. Seus resultados sugerem que as diferencas de produtividade entre os
clones podem ter relagdo com caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas do
sistema fonte-dreno, associadas tanto aos processos de assimilacdo e transporte
de carbono, como a utilizacdo de assimilados na biossintese de borracha natural.

Algumas caracteristicas morfologicas das folhas que compdem o sistema
fotossintético, tais como a disposi¢do arquitetdnica da parte aérea, o tamanho
das folhas, a area foliar total, etc., séo muito importantes para se determinar a
forga da fonte em relacdo a sua capacidade de assimilacdo de carbono. Além
disso, é importante observar que a forca da fonte também é influenciada pela
eficiéncia de carboxilagdo do sistema fotossintético. Pesquisas desenvolvidas
por Miguel (2005) e Miguel et al. (2007) sugeriram que, em seringais cultivados
na cidade de Lavras, MG, os elevados valores de fotossintese liquida (umol
COz.m'Z.s'l) do clone RRIM 600 podem estar associados, provavelmente, as
altas producgdes de borracha natural deste clone, de acordo com os trabalhos
sobre comportamento produtivo realizados por Oliveira (1999), Lima et al.
(2002) e Mesquita (2004). Entretanto, os estudos de Miguel (2005), realizados
no clone RRIM 600 e em outros clones, dentre os quais, 0 GT 1 e 0 FX 2261,

abordaram as variagdes sazonais de fotossintese liquida apenas nos aspectos



relacionados as trocas gasosas e a eficiéncia fotoquimica dos fotossistemas.
Assim, permanecem escassas as informacdes acerca dos aspectos bioquimicos
gue envolvem ndo apenas a assimilacdo de CO,, como também o transporte de
carbono a partir dos locais de sintese primaria de carboidratos simples (fontes) e
0 consumo dos assimilados nos 6rgdos que os utilizam como precursores da
biossintese de latex (drenos).

Ap0s a absorcdo de CO, pelas plantas, a sua assimilagdo se da por meio
de uma sequéncia metabolica, em que a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-
oxigenase (Rubisco) se destaca como enzima responsavel pela reacdo de
carboxilagéo, com participacdo decisiva no processo de assimilagdo de CO,. Em
seringueira, a acdo da Rubisco ainda é muito pouco estudada. Ainda néo se sabe,
por exemplo, em que medida a sua atividade pode ser influenciada pela variacao
das condicBes ambientais, em diferentes esta¢cbes do ano. Pela mesma razdo, sdo
escassas as informac@es acerca da possibilidade de que a atividade da Rubisco
tenha associagdo com o desempenho produtivo de diferentes clones, tendo em
vista o seu papel na eficiéncia de carboxilagdo e, consequentemente, na
variabilidade fotossintética entre clones.

Depois de ocorrer, nas folhas, a sintese primaria de carboidratos simples,
é necessario que estes sejam transportados para os drenos. Devido a limitacdes
de natureza quimica para o transporte no floema, os carboidratos simples, que
tém carater redutor, devem ser convertidos a sacarose. Por esta razdo, a sintese
de sacarose é uma reacdo que precede o carregamento do floema. A sacarose-P
sintase (SPS) é a principal enzima envolvida nessa sintese de sacarose nas
folhas. Na literatura, ndo ha qualquer registro de informacgdes sobre a atividade
da SPS em seringueira. Existe, portanto, uma ampla demanda de estudos que
abordem a atividade desta enzima e sua possivel associagdo com as variagdes

ambientais e o desempenho produtivo dos clones.



Nas células laticiferas do caule, onde ocorre o descarregamento do
floema, a sacarose € hidrolisada, por intermédio da acdo catalisadora das
enzimas invertase (e suas diferentes isoformas) e sacarose sintase (SuSy),
produzindo glicose e frutose. A hidrélise enzimatica da sacarose é considerada o
ponto de partida para a biossintese do latex. As enzimas sacaroliticas assumem
papel importante como reguladores metabolicos desse processo, uma vez que a
sua acdo produz hexoses para atender a demanda metabdlica de biossintese de
latex. Apesar disso, abordagens sobre a variagdo ambiental nas diferentes épocas
do ano e seus possiveis efeitos sobre a atividade das invertases e da SuSy, em
seringueira, ainda sdo escassas na literatura. Estudos anteriores (Mesquita, 2004;
Mesquita et al., 2006b) buscaram estabelecer correlacdo entre a atividade dessas
enzimas no latex e o desempenho produtivo de alguns clones cultivados em
Lavras, MG. Em tecidos da casca, contudo, ainda se conhece muito pouco sobre
alguma possivel associacdo entre essas variaveis.

Em seringueira, os estudos sobre a atividade das invertases e SuSy — em
geral, avaliada no latex — utilizam o método de ensaios “in vitro” (Oliveira,
1999; Mesquita, 2004; Mesquita et al., 2006b). Esse método, quando aplicado
em tecidos vegetais, suscita davidas quanto a sua confiabilidade, devido aos

valores muito baixos encontrados para a atividade enziméatica. O ensaio “in
vivo” pode constituir uma alternativa para se obter valores mais expressivos na
avaliacdo da atividade das invertases e da SuSy em seringueira, uma vez que 0
material vegetal é adicionado diretamente ao meio de incubagéo.

Em face do exposto, formulou-se, aqui, a hip6tese de que tanto o
metabolismo de assimilagdo de CO, quanto os metabolismos de sintese e
hidrdlise de sacarose no sistema fonte-dreno, em seringueira, sofrem influéncia
da variagdo sazonal das condi¢cBes ambientais. Considera-se também a hipdtese
de gue a intensidade com que esses metabolismos se processam em diferentes

clones pode ter associagdo com 0s seus respectivos desempenhos produtivos.



Com o intuito de testar a viabilidade destas hipdteses, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar, em plantas de seringueira oriundas de um
jardim clonal localizado em Lavras, MG, pertencentes aos clones RRIM 600 e
GT 1, a variacdo sazonal das condicdes ambientais dos periodos quente e
chuvoso, e frio e seco, e seus possiveis efeitos sobre a atividade da Rubisco e
das principais enzimas que atuam no metabolismo de sintese e hidrélise de
sacarose. Propbs-se também a averiguar, no periodo quente e chuvoso, a
possibilidade de que essa atividade enzimatica, incluindo a do clone FX 2261,
tenha associacdo com o desempenho produtivo de plantas adultas e em franca

producéo, pertencentes a esses mesmos clones.



2 REFERENCIAL TEORICO

A produtividade das plantas pode depender tanto da quantidade de
carbono fixado na fonte, como da intensidade com que ele pode ser exportado e
utilizado pelos drenos. A producdo vegetal pode, portanto, ser limitada pela
fonte ou pelo dreno — ou por ambos. Durante muitos anos, admitiu-se que
sacarose e glicose agiam como inibidores da fotossintese, mas pensava-se que
isso era devido mais ao estresse osmotico do que a um efeito direto dos
aclcares. Mais tarde, demonstrou-se que 0s agUcares também reprimem a
expressdo de genes fotossintéticos (Rolland et al., 2002).

Em seringueira, tém-se empreendido consideraveis esforgos, por meio
de melhoramento e selecédo de clones, no intuito de aumentar a produtividade da
borracha natural, e assim atender a demanda crescente do mercado. E comum
haver variabilidade fotossintética em clones de seringueira (Samsuddin et al.,
1987; Dey et al., 1995; Nugawela et al., 1995; Nataraja & Jacob, 1999; Miguel,
2005; Miguel et al., 2007). Estudos realizados por Miguel (2005), com enfoque
nas respostas fotossintéticas das plantas de um jardim clonal de seringueira, nas
condi¢des ambientais de Lavras (MG), mostraram que os valores de fotossintese
liquida (umol CO,.m?2.s™) dos clones RRIM 600 e GT 1 foram superiores aos
valores encontrados para o clone FX 2261. Os valores obtidos para a
transpiracdo foram semelhantes nesses trés clones na estagdo quente e chuvosa,
mas na estacdo fria e seca foram maiores nos clones RRIM 600 e GT 1 e
inferiores no clone FX 2261. Ndo foram registradas diferencas significativas
entre os valores de condutancia estomatica dos trés clones, em todas as estacdes.
Estes resultados obtidos por Miguel (2005) sugerem que as causas da
variabilidade fotossintética entre os clones podem ndo ter origem no fator

estomatico ou trocas gasosas.



Em geral, os pesquisadores tém encontrado uma correlacdo positiva
entre a fotossintese e o potencial para a produtividade de borracha natural,
embora Samsuddin et al. (1987) tenham registrado valores modestos para esse
tipo de correlagdo. Dentre os clones estudados por Miguel (2005), RRIM 600 e
GT 1 estdo entre 0s que apresentaram os maiores valores de fotossintese liquida.
Entretanto, seus estudos ndo abordaram a possibilidade de ocorréncia de uma
correlacdo entre a fotossintese das plantas do jardim clonal e 0 comportamento
produtivo de plantas adultas desses mesmos clones.

Estudos mais direcionados aos aspectos bioquimicos dos processos de
assimilacdo de CO, e transporte de carbono poderiam esclarecer melhor a
relacdo entre fotossintese e produtividade. Em espécies como trigo e milho,
estudos comparativos entre gendtipos revelaram que a variabilidade genética no
comportamento das enzimas envolvidas nos processos de assimilacdo de CO; e
transporte de carbono da fonte para os drenos podem ter relagdo com o
crescimento e a produtividade vegetal (Austin et al., 1982; Rocher et al., 1989).
Entretanto, estudos com esta abordagem ainda ndo foram realizados com

seringueira.

2.1 Rubisco e a assimilacéo de CO,

A variabilidade de respostas fotossintéticas entre espécies e cultivares
pode ter origem nas reagdes bioquimicas de assimilacdo de CO,. Entretanto, 0s
aspectos bioquimicos da assimilacdo de CO,, especialmente no que diz respeito
ao comportamento da Rubisco, e sua influéncia sobre as respostas fotossintéticas
em seringueira — e em seus diversos clones — sdo temas dos quais ainda se
conhece muito pouco.

A Rubisco (EC 4.1.1.39) catalisa a fixacdo de CO, no ciclo de Calvin.
Pelo seu envolvimento no processo de carboxilacdo, admite-se que ela controla a

fotossintese. Entretanto, tem uma baixa taxa de catalise e uma taxa liquida de



carboxilacdo in vivo reduzida, devido a sua baixa afinidade por CO, (em
comparagdo com a PEP carboxilase). Além disso, devido a dupla funcdo da
enzima, a reacdo de carboxilacdo compete com a acdo oxigenase da Rubisco.
Assim, as plantas chegam a alocar até 50% de todo o nitrogénio foliar em favor
da sintese de Rubisco, fazendo com que esta enzima se constitua na proteina
mais abundante em todo o mundo (Ellis, 1979). Para compensar a sua baixa
eficiéncia no processo de carboxilacdo, altas concentracBes de ribulose-1,5-
bisfosfato (RuBP) sdo mantidas na folha durante a fotossintese (Spreitzer &
Salvucci, 2002). A despeito de sua reputacdo como uma enzima de agdo lenta e
de baixa eficiéncia, estima-se que, globalmente, existem cerca de 5 a 10 kg de
Rubisco para cada pessoa, € que a cada ano esta enzima reage com 15% de todo
0 “pool” de CO, existente na atmosfera (Griffiths, 2006).

A Rubisco tem sido objeto de muitos estudos, por causa do controle que
ela exerce sobre a fotossintese, sob varias condi¢cdes de estresse ambiental. A
intensidade de carboxilacdo pode ser alterada, tanto por mudancas na quantidade
desta enzima como na modulagao de sua atividade. A sua atividade carboxilase é
modulada por carbamilagdo — presenga de CA1P (2-carboxi-D-arabinitol-1-
fosfato) — reversivel de lisina 201 nas subunidades cataliticas da enzima. O
CAL1P ¢é um importante regulador da atividade da Rubisco, que tem sido
detectado em extratos de algumas espécies (Miziorko & Lorimer, 1983). A
noite, este composto se liga fortemente ao sitio ativado da Rubisco, inibindo a
atividade da enzima, de maneira que a atividade da Rubisco, extraida dessas
folhas, chega a ser de apenas 10% do valor normal. Quando a folha é iluminada,
o0 nivel de CALP é reduzido ao seu valor normal, que depende da intensidade de
iluminacdo (Miziorko & Lorimer, 1983; Woodrow & Berry, 1988; Parry et al.,
2003).

O significado da presenca de CA1P ainda é motivo de controvérsias. Ele

pode ser considerado um regulador da atividade enzimética sob baixa
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luminosidade, mas pode ser mais importante como protetor da Rubisco contra a
degradacdo por proteases (Khan et al., 1999), quando o substrato natural, a
RuBP, estd presente em baixas concentracdes. A extensdo da carbamilacéo
depende das concentracdes de CO, e Mg*, da presenca ou ndo de certos
compostos fosforilados (particularmente RuBP) e da atividade da enzima
Rubisco ativase (Parry et al., 2003).

Alguns outros mecanismos de regulacdo podem ser efetivados, além
desse mecanismo basico. Os mais importantes sdo: (1) ativagdo dependente de
luz, pela Rubisco ativase; e (2) modulacdo por metabdlitos do estroma, tais
como agucares fosfatados, fosfato inorganico e amido (Sawada et al., 2003).

O efeito da carbamilacdo na atividade carboxilase da Rubisco é
determinado pela extensdo em que sua atividade, medida imediatamente em
extratos preparados rapidamente no frio, € menor que a atividade medida em
seguida & incubacdo, com concentracdes saturadas de CO, e de fons Mg*? para
lisina carbamilato, nos sitios cataliticos vagos. Essas medi¢fes sdo chamadas de
“atividade inicial” (ViniciaL) € “atividade total” (Vroral), respectivamente. O
termo “atividade total” pode ser avaliado como uma designacdo de alcance
limitado, uma vez que ele ndo inclui sitios blogueados por inibidores, a exemplo
de CA1P, que ndo é removido por incubacdo com CO, e fons Mg*? (Parry et al.,
1997). Por esta razéo, admite-se que as medic¢bes de VroraL podem subestimar a
atividade potencial da Rubisco ativada, ndo inibida. Enquanto a diferenca entre
VinciaL € Vrorar da Rubisco expressa uma medida da regulacdo por
carbamilacdo, as mudancas na sua atividade total podem ser atribuidas a
regulacdo por CALP ou inibidores similares (Sawada et al., 2003).

Pela sua acdo reguladora na fotossintese, a Rubisco pode ser
reconhecida como um dos fatores passiveis de manipulagdo genética, com vistas
ao aumento do rendimento da producdo vegetal (Mann, 1999). Alguns trabalhos,

inclusive, investigaram o comportamento da Rubisco como uma possivel base
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bioquimica, capaz de justificar diferencas em crescimento e produtividade
(Nelson, 1988; Rocher et al., 1989). Os resultados demonstraram, contudo, que
nem sempre ocorre correlacdo positiva entre a fotossintese e a producdo ou o
crescimento. Mesmo quando tal correlagdo ocorre, nem sempre ela se aplica
totalmente a atividade da Rubisco. A producdo e o crescimento, para que
ocorram, dependem de que os fotoassimilados sejam efetivamente investidos

nesses processos (Stitt & Schulze, 1994).

2.2 SPS e a sintese de sacarose

A sacarose exerce um papel central nas plantas superiores, como
transporte, armazenamento e sinalizador molecular. Sua sintese ocorre
originalmente nas folhas, como um dos produtos finais primarios da fotossintese.
Durante o dia, o substrato para a biossintese de sacarose séo as trioses-fosfato,
que sdo liberadas do cloroplasto, em troca por fosfato inorganico. A noite, a
utilizacdo de amido fornece o substrato para a biossintese de sacarose, na forma
de glicose, derivada da degradagdo amilolitica do amido (Schleucher et al.,
1998).

A biossintese de sacarose é catalisada predominantemente pela agdo
seqliencial das enzimas SPS e sacarose-6-P fosfatase (SPPase). A rapida
remocdo de sacarose-6-P por uma fosfatase especifica e de alta afinidade — a
SPPase — leva a SPS a exercer um controle mais efetivo sobre o fluxo que leva a
formacéo de sacarose (Huber & Huber, 1996).

A biossintese de sacarose também pode ocorrer por acdo de outra
enzima, a SuSy. Entretanto, alguns argumentos explicam as razfes por que esta
enzima, cuja acdo é considerada bastante modesta nas reacfes de sintese de
sacarose, atua de forma mais expressiva no sentido inverso, o da hidrdlise de

sacarose (ver item 2.3).
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A SPS (EC 2.4.1.14) é uma enzima ativada alostericamente por glicose-
6-P e inibida por fosfato inorganico (Huber & Huber, 1996; Lun & MacRae,
2003). Por esta razdo, a atividade da SPS é sempre medida sob duas diferentes
condicbes: (1) o ensaio “seletivo”, que contém concentracdo limitante de
substrato, acrescido de Pi, no qual se mede a atividade em velocidade seletiva
(VseL); € (2) o ensaio “ndo seletivo”, que contém concentragdo de substrato
préxima a saturacdo, na auséncia do inibidor Pi, no qual se mede a atividade em
velocidade méaxima (Vuax). O “estado de ativacdo” da enzima é definido como a
atividade em Vg, que Se expressa como uma porcentagem da atividade em
Vmax, refletindo o estado de fosforilagdo da enzima (Winter & Huber, 2000).

A SPS é uma proteina pouco abundante (<0,1% da proteina sollvel
encontrada nas folhas), além de ser relativamente instavel (Huber & Huber,
1996). A sua importancia na biossintese de sacarose tem sido confirmada por
meio da genética molecular, em estudos voltados para a manipulacdo desta
enzima. Aumentos moderados na expressdo da SPS podem resultar em elevagdo
das taxas de crescimento e da producéo (Laporte et al., 2001).

A atividade da SPS tem sido bem correlacionada com a producéo em
algumas espécies, tais como milho (Sarquis et al., 1998), cana-de-aclcar (Grof
et al.,, 1998) e beterraba (Pavlinova et al., 2002). Em tomate, a expressdo de
genes de SPS obtidos de milho resultou na superexpressdo dessa enzima em
folhas e acelerou a sintese e a exportacdo de sacarose. Tais resultados foram
acompanhados de um estimulo ao crescimento e a formacdo de um ndmero
maior de frutos (Worrell et al., 1991; D’Aoust et al., 1999). A superexpressao de
SPS em tomate resultou também em aumento da relacdo sacarose/amido em
folhas e em maior capacidade fotossintética, indicando que a SPS é um
importante ponto de controle da fotossintese, particularmente sob condigdes de
alta concentragdo de CO, e saturagdo de luz (Micallef et al., 1995; Laporte et

al., 2001). Inversamente, reducGes na expressdo de SPS em folhas de batata
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resultaram na inibicdo da sintese de sacarose e no aumento do fluxo de
carbono a amido e aminoacidos (Winter & Huber, 2000). Em algumas
espécies de plantas lenhosas, estudos tém demonstrado correlacdo positiva
entre a atividade da SPS e o crescimento cambial e formacdo do cerne, no
tronco (Hauch & Magel, 1998; Magel et al., 2001; Schrader & Sauter, 2002).
Apesar dos avangos proporcionados por essas pesquisas, que correlacionam a
atividade da SPS e a producdo, ainda ndo ha informagdes, na literatura, que
demonstrem a existéncia de correlacdo entre a atividade da SPS e a producéo de
latex em seringueira.

Ap0s ser sintetizada, a sacarose é exportada a partir das folhas, para
suprir o restante da planta com carbono e energia, requeridos tanto para o
crescimento como para 0 armazenamento de reservas (Lunn & Furbank, 1999),
numa trajetéria que tem inicio com o carregamento do floema. As propriedades
fisico-quimicas da sacarose, incluindo a sua baixa viscosidade em solucdes
concentradas e a sua estabilidade quimica, na condicdo de um dissacarideo ndo
redutor, sdo propriedades-chaves que fazem da sacarose um composto ideal para
o transporte a longa distancia (Ward et al., 1998). O carater ndo-redutor da
molécula de sacarose é o principal motivo que explica a sua larga distribuicdo e
utilizacdo nas plantas superiores. Trehalose, o Unico outro dissacarideo ndo-
redutor encontrado na natureza, exerce um papel comparével ao da sacarose,

mas em insetos e fungos (Huber & Huber, 1996).

2.3 Hidrolise enzimatica de sacarose

Existem duas rotas alternativas para a degradacdo de sacarose em
plantas. Uma dessas rotas envolve a hidrélise irreversivel de sacarose a glicose e
frutose, via invertase (EC 3.2.1.26), que € uma enzima que possui um baixo K,
para sacarose (7 a 15 mM) (Avigad, 1982). Apls esta etapa, ocorre uma

fosforilacdo de glicose e frutose, em reagdes catalisadas por varias hexoquinases
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e frutoquinases (Renz & Stitt, 1993), usando ATP ou UDP como doadores de
energia. A outra rota sacarolitica, exclusiva de plantas, é catalisada pela SuSy
(EC 2.4.1.13) e envolve uma clivagem de sacarose dependente de UDP,
produzindo UDP-glicose e frutose. O K, da SuSy para a sacarose &
relativamente alto (40 a 200 mM) e a atividade da enzima é limitada pelas
concentragfes de sacarose e UDP no citosol (Avigad, 1982; Loef et al. 1999).

A primeira etapa para a utilizacdo da sacarose € a sua clivagem, por
meio das enzimas invertase ou SuSy, resultando na producdo de hexoses —
glicose ou UDP-glicose, respectivamente —, que sdo fonte de energia essencial,
seja para 0 acumulo de diferentes produtos a serem armazenados, seja para
atender a demanda de crescimento de tecidos. Embora invertase e SuSy sejam
envolvidas na clivagem de um mesmo substrato — sacarose —, a participacao de
cada uma dessas enzimas nos diversos processos que levam ao crescimento e
desenvolvimento de plantas se da de forma diferenciada.

Existem algumas isoformas de invertase, com diferentes propriedades
bioquimicas e localizagdes subcelulares. Segundo Sturm (1999), as funcgdes
especificas das diversas formas de invertase ndo sdo claras, mas parecem regular
a entrada de sacarose nas suas diferentes vias de utilizagdo. A maioria das
espécies contém pelo menos duas isoformas de invertase vacuolar, que se
acumulam como proteinas sollveis (invertases acidas sollveis), no limen deste
compartimento acidificado. De maneira similar, existem algumas isoformas de
invertase extracelular (invertases de parede celular) que sdo ionicamente ligadas
a parede celular. Invertases de vacuolo e de parede celular promovem a
clivagem de sacarose com maior eficiéncia, quando submetidas a niveis de pH
situados entre 4,5 e 5,0. Além disso, as plantas tém, pelo menos, duas isoformas
de invertases citoplasmaticas, denominadas neutras ou alcalinas, cuja atividade
sacarolitica é maximizada em niveis de pH situados entre 7,0 e 7,8 (Quick &

Schaffer, 1996). A invertase neutra é considerada uma enzima de manutencao,
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envolvida na degradacdo de sacarose, quando as atividades da invertase acida e
da SuSy sdo baixas (Copeland, 1990).

Muito provavelmente, as invertases convertem sacarose a hexoses com o
objetivo de fornecer substrato para a respiracdo celular. A invertase &cida
vacuolar parece controlar a rota primaria de degradacdo de sacarose em tecidos
em expansdo (Winter & Huber, 2000) e em tecidos maduros (Copeland, 1990).
A clivagem de sacarose, formando glicose e frutose, pode diminuir
significativamente o potencial osmotico das células, sugerindo uma possivel
funcdo das invertases no alongamento celular e no crescimento de plantas
(Sturm & Tang, 1999; Koch, 2004).

As invertases fornecem hexoses para 0 metabolismo celular (Hubbard et
al., 1989; Yelle et al, 1991), mas também participam no controle do crescimento,
na diferenciacéo celular, além do desenvolvimento de sementes e embrido. Sao
enzimas com potencial para agir fortemente como controladores de uma ampla
variedade de processos, tais como biossintese e percepcdo de hormonios, a
exemplo do &cido abscisico. Além disso, tanto os sensores de agucares como 0s
de hormdnios podem afetar a propria expressdo dos genes que codificam a
invertase e a SuSy (Koch, 1996; Trouverie et al., 2003).

Desde a sua descoberta por Leloir e colaboradores, em 1955 (Cardini et
al., 1955), a SuSy tem sido reconhecida como uma enzima de importante papel
em varios processos metabolicos de plantas. Trata-se de uma glicosil transferase,
cuja acdo enzimatica tem sido associada & determinacdo da forca de drenos
(Zrenner et al., 1995) e tecidos vegetativos em desenvolvimento (Pfeiffer &
Kutschera, 1995). Além disso, sabe-se que a SuSy participa das reagdes que
degradam a sacarose visando a produgdo de amido em numerosos tecidos
(Pozueta-Romero et al., 1999), na sintese do precursor de celulose UDP-G
(Chourey & Miller, 1995), na fixacdo bioldgica de nitrogénio em nddulos
(Gordon et al.,, 1999) e é diretamente envolvida em alteracbes metabdlicas
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causadas por estresse de frio e anaerobiose. Sua plasticidade funcional é,
provavelmente, devido a sua capacidade de utilizar varios nucleosideos, a sua
reversibilidade catalitica e a sua compartimentalizacdo celular diversa
(Etxeberria & Gonzalez, 2003).

As duas vias de degradacéo de sacarose a hexoses fosfatadas diferem em
relacdo aos seus custos energéticos. Enquanto a clivagem de sacarose por acao
da invertase requer duas moléculas de ATP, a clivagem via SuSy e UGPase
(UDPglicose pirofosforilase) requer apenas uma molécula de PPi (pirofosfato
inorganico) (Geigenberger, 2003). O custo total de energia da via SuSy é ainda
menor, se considerarmos que esta rota metabolica recicla PPi, que é produzido
como um excedente em muitas reacdes biossintéticas (Bologa et al., 2003).

Em geral, admite-se que a atividade da SuSy é relacionada
predominantemente com a sintese de parede celular e de amido (Winter &
Huber, 2000), mas também pode estar associada com a sintese de sacarose.
Apesar de a reacdo catalisada pela SuSy ser reversivel, existem evidéncias de
que a acdo predominante desta enzima é 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 é
geralmente baixa em células fotossintéticas e gliconeogénicas, e é, muitas vezes,
alta em tecidos com intensa atividade de crescimento, os quais dependem da
sacarose como 0 seu substrato respiratorio. Em segundo lugar, em alguns
tecidos, a atividade da invertase € muito menor que a da SuSy, mostrando-se
insuficiente para catalisar o metabolismo da sacarose. Um bom exemplo disso é
0 tubérculo da batata, na fase de armazenamento de reservas, em que as
invertases acida e alcalina tém atividades tdo baixas que a SuSy parece assumir
quase integralmente a clivagem da sacarose, com vistas a formagdo de amido

(Hajirezaei et al., 2000). Em milho, estudos realizados com sementes de
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mutantes desta espécie revelaram que uma redugdo dos niveis de SuSy em
endosperma em desenvolvimento restringe a capacidade desse tecido de
metabolizar sacarose (Boyer, 1985).

As invertases mediam a iniciacdo e a expansao das estruturas da maioria
dos novos drenos, sempre com a atividade vacuolar precedendo a da parede
celular (Koch, 2004). Em seringueira, ainda sdo escassas as informagdes acerca
da intensidade relativa de atuacdo das invertases acida e neutra, seja nas células
dos drenos que caracterizam os tecidos em expansdo, seja nas células que
constituem os anéis laticiferos. No latex, sabe-se que a atividade da invertase
neutra € bastante superior a da acida vacuolar, 0 que pode ser atribuido ao pH
levemente alcalino do latex (Mesquita et al., 2006b).

A sacarose, juntamente com pequenas quantidades de rafinose, € o Unico
acucar contido no latex de seringueira (Moraes et al., 1978). De maneira geral, a
sacarose é considerada a substancia fundamental do metabolismo celular e mais
especificamente do metabolismo de isoprendides. A demonstracdo da
importancia da disponibilidade de sacarose nos laticiferos, como substrato para a
sintese de borracha, tem sido evidenciada em vérios trabalhos (Moraes et al.,
1978; Ho, 1988; Tangpakdee et al., 1997). Apds a hidrélise da sacarose, as
hexoses produzidas atuam como moléculas precursoras da sintese de
isoprendides, sendo a borracha a principal substancia de carater isoprendide do
latex.

Existe a hipdtese de que, ainda no citosol, as hexoses resultantes da
clivagem da sacarose poderiam voltar a se unir, produzindo novas moléculas de
sacarose-P (reacdo catalisada pela enzima SPS), seguidas de sua conversao a
sacarose (reacdo catalisada pela SPP). De acordo com esta hip6tese, a sacarose-P
seria transferida, em seguida, para o0 vaclolo, podendo ser ali armazenada em
sua forma original, ou clivada, produzindo glicose e frutose. Entretanto, Kruger
(1993) considera essa hipdtese pouco provavel, por entender que as vias de
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produgdo de sacarose sdo praticamente restritas aos tecidos fotossintéticos,
sendo de pouca ocorréncia em tecidos-drenos. Além disso, a prépria sacarose

pode ser transferida, sem clivagem, do apoplasto até o vactolo.

2.4 Efeitos da variagdo ambiental sobre a atividade enziméatica

Sob temperaturas reduzidas, o crescimento e a exportagdo de carbono a
partir das folhas sempre declinam mais do que a fotossintese (Martindale &
Leegood, 1997), resultando no actimulo de carboidratos, que pode inibir a
sintese de sacarose (Hurry et al., 1995). Em curto prazo, a sintese de sacarose
também é restrita sob baixa temperatura, por causa da alta sensibilidade da SPS
a variacOes de temperatura (Pérez et al., 2001).

A inibicdo da sintese de sacarose, causada pela reducdo da temperatura,
leva a uma restricao na reciclagem de fosfato e na fotofosforilacdo (Labate et al.,
1990). Isso ocorre porque a capacidade maxima de utilizacdo de trioses fosfato
(triose-P) é dependente da temperatura (Sage & Sharkey, 1987) e a demanda do
cloroplasto por fosfato aumenta sob baixa temperatura (Leegood & Walker,
1983). Restri¢bes na utilizagdo de triose-P podem desencadear mecanismos de
“feedback”, que reduzem as taxas de transporte eletrénico fotossintético e
limitam o suprimento de ATP, necessario a regeneragdo de RUBP (Pammenter
et al., 1993). Tais desdobramentos limitam a agdo da Rubisco, que passa a
apresentar menor eficiéncia de carboxilacdo, reduzindo a taxa de assimilacéo de
carbono fotossintético (Sundar & Reddy, 2000).

Savitch et al. (1997) submeteram cultivares de trigo a uma variacédo de
temperatura ambiente de 20°C para 5°C. Os autores observaram, sob 5°C,
limitagGes a fotossintese por “feedback”, indicada por reducdo de 50 a 60% na
taxa de assimilacdo de CO,, razdo ATP/ADP duas vezes menor e taxa de
transporte eletrénico trés vezes menor do gque nas plantas mantidas sob 20°C.

Entretanto, ndo encontraram evidéncias de limita¢bes na acdo da Rubisco.
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O tempo de exposi¢do a baixa temperatura pode produzir respostas
diferenciadas na atividade da Rubisco e da SPS. Sundar & Reddy (2000)
observaram o0 comportamento dessas enzimas em plantas de Parthenium
argentatum Gray expostas a temperatura noturna de 15°C, durante 60 dias. Nos
primeiros 30 dias, a baixa temperatura noturna reduziu a fotossintese liquida,
com o paralelo declinio da atividade da Rubisco e da SPS. No restante do
periodo de observacdo, a fotossintese liquida retornou as taxas normais, com o
aumento da atividade das referidas enzimas.

Restricdes a fotossintese, em plantas sob deficiéncia hidrica, causadas
por limitacdes metabolicas, sdo mais complexas do que quando causadas por
limitacbes estomaticas. Alteracbes no metabolismo celular de carbono,
provavelmente, antecedem o processo de desidratacdo (Reddy et al., 2004). A
seca, geralmente, reduz a capacidade bioquimica para assimilacdo e utilizacéo de
carbono. A taxa de fotossintese depende tanto da atividade da Rubisco quanto da
sintese de RuBP (Parry et al., 2002). A quantidade de Rubisco limita a
fotossintese em muitos casos, embora, em alguns casos, a regeneracdo de RuBP
seja mais limitante a capacidade fotossintética (Reddy et al., 2004). A
quantidade de Rubisco nas folhas é controlada pela taxa de sintese e degradacéo
da enzima, mesmo sob estresse ambiental. Perdas de atividade da Rubisco tém
sido reportadas em algumas plantas sob deficiéncia hidrica, nas quais se
verificam, também, um declinio na atividade da enzima Rubisco ativase (Chaves
et al., 2002) e um aumento da acdo inibitdria do CA1P (Parry et al., 2002).

Sabe-se também que as limitagbes causadas as reacdes do ciclo de
Calvin, sob deficiéncia hidrica, se devem a redugdes parciais das atividades de
outras enzimas envolvidas com esse ciclo (Reddy et al., 2004). A seca causa
alteracOes na relacdo entre as concentracdes de sacarose e amido nas folhas. Sob
potenciais hidricos reduzidos, a atividade da SPS declina, indicando que a taxa
de sintese de sacarose é fortemente influenciada pelo estresse hidrico (Haupt-
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Herting & Fock, 2002). A inibicdo da atividade da SPS pode regular tanto a
sintese de sacarose e amido quanto a sua participacdo, sob deficiéncia hidrica. A
alteracdo na relagdo amido/sacarose, certamente, causa mudancas no fluxo de Pi
através da membrana do cloroplasto. Reduzidos niveis de Pi nos cloroplastos
inibem a sintese de ATP que, por sua vez, tem grande impacto sobre a
fosforilagdo e as reacdes do ciclo de Calvin (Tezara et al., 1999).

A variacdo sazonal da atividade invertasica no latex foi verificada por
Yeang et al. (1984) que observaram reducdo na atividade desta enzima nos
meses de temperaturas mais baixas. Segundo Devakumar et al. (1988), 0 estresse
causado por periodos frios e secos deve induzir mudangas bioquimicas que
levam a uma menor estabilidade dos lutdides, ocasionando maior obstrucdo ao
fluxo de latex, reduzindo a producéao de borracha natural. A atividade invertasica
pode ser correlacionada negativamente com a facilidade de obstrucdo dos vasos
laticiferos, contribuindo para uma produtividade menor em periodos frios (Tupy,
1973).

21



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho constituiu-se da realizacdo de um experimento com
plantas de seringueira, cultivadas num jardim clonal da &rea experimental do
Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia, da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). A &rea experimental é localizada no municipio de
Lavras, regido Sul do estado de Minas Gerais, situado a 21°15 de latitude Sul e
45°00’ de longitude Oeste de Greenwich, com altitude média de 918 m. O clima
da regido ¢é do tipo CWA, segundo a classificacdo climéatica de Kdppen, com
médias anuais, para precipitacdo e temperatura, de 1.530 mm e 19,4°C,
respectivamente (BRASIL, 1992).

Os dados referentes as temperaturas maxima, minima e média do ar e a
precipitacdo, registrados durante o periodo experimental, foram obtidos junto a
Estacdo Meteoroldgica Principal de Lavras, a qual se localiza a cerca de 300 m
da area experimental.

O experimento foi realizado no ano de 2006. Numa parte do trabalho,
avaliaram-se a variagdo das condi¢cGes ambientais do periodo quente e chuvoso
(entre os meses de janeiro e marco) e do periodo frio e seco (nos meses de junho
e julho) e seus possiveis efeitos sobre a atividade das enzimas Rubisco, SPS,
invertases e SuSy. Na outra parte do trabalho, avaliaram-se, no periodo quente e
chuvoso, a possivel associacdo entre a atividade enzimatica das plantas do
jardim clonal e o desempenho produtivo de plantas adultas e em franca

producdo, pertencentes aos mesmos clones avaliados no jardim clonal.
3.1 Variacéo sazonal da atividade enzimética

Para este estudo, foram avaliadas plantas dos clones RRIM 600 e GT 1.

Em cada clone, cinco plantas foram selecionadas, com base na uniformidade de
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tamanho e aspecto vegetativo. No inicio do experimento, as brotagBes das
plantas do jardim clonal apresentavam altura média aproximada de 3 m, a partir
do solo.

As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o delineamento
inteiramente casualizado, em fatorial 2 x 2 (clones x épocas) e cinco repetices
(plantas). Com o intuito de expressar uma ampla representatividade das
caracteristicas climéaticas de cada periodo, os dados referentes a atividade de
cada enzima, em cada repeticdo, foram obtidos a partir de uma média de seis
datas de coletas no periodo quente e chuvoso, e de quatro datas de coletas no
periodo frio e seco. Em cada periodo, as coletas de material vegetal foram
realizadas em intervalos de duas semanas. A andlise de variancia foi feita com

base na comparacéo de médias, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.1.1 Obtencao de material vegetal para as analises enzimaticas

O material vegetal utilizado foi constituido de amostras (discos) de
folhas e casca, cujas coletas foram realizadas sempre no mesmo horario (entre
10 e 11 horas). Foram coletadas folhas completamente expandidas — “estadio
D”, conforme descricdo de Hallé et al. (1978) — e posicionadas na copa em
exposic¢do direta a radiagdo, no sentido nascente do sol.

Os discos de folhas e de casca, logo depois de removidos das plantas,
foram imediatamente colocados em contato com nitrogénio liquido, para fins de
interrupcgdo das atividades metabolicas e preservacao das condicOes fisioldgicas
do momento da coleta. Em seguida, o material vegetal foi conservado sob
temperatura de —86°C, até que fosse utilizado posteriormente nos ensaios

enzimaticos.
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3.1.2 Avaliacédo da atividade “in vitro” da Rubisco e da SPS em tecidos
foliares
Esta parte do trabalho foi desenvolvida no Laboratdrio de Metabolismo
Vegetal, da Universidade Federal de Vicosa (UFV), sob a coordenacao geral do
Prof. Dr. F&bio Murilo da Matta.

3.1.2.1 Extracao das enzimas

A extracdo das enzimas foi feita com base em metodologia descrita por
Geigenberger & Stitt (1993). Em uma camara sob temperatura média de 8°C,
cada amostra de material vegetal, formada por quatro discos foliares, foi
macerada em almofariz resfriado, juntamente com PVPP 100% (em quantidade
equivalente ao peso de cada amostra) e 1,5 mL de solucéo extratora, constituida
de tampéo HEPES pH 7,4 50 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM,
BSA 0,1%, glicerol 10%, Triton X-100 0,1%, DTT 5 mM, benzamidina 2 mM,
acido aminocapréico 2 mM e PMSF 0,5 mM. Os extratos obtido foram
depositados em eppendorffs e centrifugados a 4°C, durante 3 minutos, a 13.000
g. Em seguida, uma aliquota de 500 pL foi coletada do sobrenadante e
adicionada a uma coluna de, aproximadamente, 5 mL, contendo Sephadex G-25
previamente diluido em agua, na proporcdo de 1:1. O eluato foi utilizado nos

ensaios para avaliacdo da atividade “in vitro” das enzimas Rubisco e SPS.

3.1.2.2 Meios de reagdo para a Rubisco

Para o preparo dos meios de reacdo para a avaliagdo da atividade “in
vitro” da Rubisco, adotaram-se, como referéncia, os trabalhos desenvolvidos por
Sharkey et al. (1991) e Geigenberger & Stitt (1993).

Foram preparados dois meios de reacdo. Num deles, avaliou-se a
atividade inicial (velocidade limitante ou V\niciaL), €nquanto no outro se avaliou

a atividade total (VrotaL)-

24



Numa placa de Elisa, 0 meio de reacdo para avaliagdo da atividade em
ViniciaL foi preparado, inicialmente, com um volume de 125 ulL, em solugdo
constituida de bicina pH 8,0 100 mM, EDTA 1 mM, MgCl, 15 mM, DTT 10
mM, NaHCO; 9,2 mM, B-NADH 0,5 mM, ATP 2 mM, BSA 0,1%, fosfocreatina
5 mM, fosfocreatina quinase (PCK) 2 U mL™, fosfoglicerato quinase (PGK) 40
U mL™* e gliceraldeido-3-P desidrogenase (GAP-DH) 40 U mL™. Uma aliquota
de 20 uL do extrato dessalinizado foi adicionada ao meio de reagdo, juntamente
com 100 uL de &gua. Por dltimo, foram adicionados 5 uL de RuBP 20,75 mM,
completando-se o volume total do meio de reacéo para 250 pL.

A preparacdo do meio de reacdo para a avaliagdo da atividade em
V1oraL Seguiu 0s mesmos procedimentos adotados em relacdo a atividade em
ViniciaL, excetuando-se apenas as concentragcdes de MgCl, e NaHCO;, que
passaram a ser, respectivamente, 20 mM e 25 mM.

Como a adi¢do de RuBP promove o inicio da reacdo enzimatica, apés a
sua adi¢do os meios de reacdo foram transferidos imediatamente para o leitor de
placas de Elisa, o qual verificou o grau de oxidacdo de B-NADH num intervalo
de 30 minutos, em leitura efetuada a 340 nm. Os resultados foram expressos em

nmol CO, . g™* matéria fresca . s™*.

3.1.2.3 Meios de reacdo para a SPS

Para o preparo dos meios de reacdo para a avaliacdo da atividade “in
vitro” da SPS, adotaram-se, como referéncia, os trabalhos desenvolvidos por
Huber et al. (1989), Foyer et al. (1994) e Isopp et al. (2000), com adaptacGes.

A semelhanca do que foi feito com a Rubisco, também foram preparados
dois meios de reacdo para a SPS, para avaliacdo da atividade da enzima em Vsg,
e em Vuax-

Para avaliagdo da atividade em Vuax, prepararam-se, numa placa de

Elisa, meios de reacdo com volumes de 70 uL, com a seguinte composi¢do: 14
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uL de solucdo contendo HEPES-KOH pH 7,4 50 mM, MgCl, 12 mM, DTT 1
mM e UDPG 12 mM; 2,8 uL de uma solugdo contendo frutose-6-P 12 mM e
glicose-6-P 36 mM; 30 uL do extrato enzimético dessalinizado; e 23,2 uL de
agua. Devido a sua propriedade de promover o inicio da reacdo, frutose-6-P e
glicose-6-P foram os Gltimos componentes adicionados ao meio de reacao.

O preparo do meio de reacdo para a avaliacdo da atividade da SPS em
VseL Seguiu 0s mesmos procedimentos adotados em relacdo a atividade em
Vumax, exceto pela adicdo de inibidor Pi (KH,PO4) 10 mM e pela alteragdo nas
concentracOes de frutose-6-P e glicose-6-P, que passaram a ser, respectivamente,
2mMe 6 mM.

Os meios de reacdo foram incubados em banho-maria, a 25°C, por 10
minutos. Apo6s esse periodo, foram adicionados 70 uL de solugdo de KOH 30%
a cada meio de reacdo, seguidos de fervura por 10 minutos — procedimentos
destinados a paralisar a reacdo. Em seguida, foram adicionados 1.000 uL de
solucdo de antrona a cada meio de reacdo, 0s quais permaneceram em banho-
maria a 40°C, com agita¢do, durante 20 minutos (Yemm & Willis, 1954). Ao
final, foi feita a leitura das absorbancias em espectrofotémetro, a 620 nm. Os

resultados foram expressos em pmol de sacarose (g MF . h™).

3.1.3 Avaliacdo da atividade das invertases (acida total e neutra) e SuSy em
tecidos da casca

Inicialmente, realizou-se uma analise dos métodos “in vitro” e “in vivo”

para 0 ensaio enzimatico, visando seu uso em avaliacdes de atividade das

invertases (acida e neutra) e da SuSy, em tecidos foliares e da casca de

seringueira.
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3.1.3.1 Estudo dos métodos “in vitro” e “in vivo”

O material vegetal utilizado no experimento foi selecionado a partir de
plantas jovens do clone RRIM 600, pertencentes ao mesmo jardim clonal ja
citado anteriormente. Para 0s ensaios enzimaticos, utilizaram-se tecidos da
casca, nos quais foram feitas avaliacbes de atividade da invertase 4cida,
invertase neutra e SuSy, a partir de métodos anteriormente adotados por Oliveira
(1999) e Mesquita (2004), com adaptaces.

Para os ensaios enzimaticos baseados no método “in vitro”, 3 g de casca
foram homogeneizados com triturador, 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). Apds filtragem, o conjunto foi centrifugado a 18.000 g e 4°C,
durante 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado como fonte bruta das enzimas
para avaliacdo de suas atividades. Para a avaliacdo de atividade de cada uma das
enzimas, adicionaram-se aliquotas do sobrenadante em meio de reacdo, em
banho-maria, a 37°C. O meio de reacdo para a invertase &cida do vacutolo foi
constituido de tampdo acetato de sodio (100 mM pH 4,5), MgCl, (5 mM) e
sacarose (200 mM). Para a invertase neutra do citosol, o tampé&o utilizado foi o
fosfato de potassio (100 mM pH 7,5), mantendo-se os demais componentes
presentes no ensaio da invertase acida. Para a SuSy, foram utilizados tampao
MES (100 mM pH 6,0), MgCl, (5 mM), sacarose (200 mM) e UDP (5 mM). No
tempo inicial (1 minuto), e apds 1 hora de reacéo, aliquotas foram extraidas de
cada meio de incubacdo e adicionadas em solucdo de NaOH (100 mM), a fim de
elevar o pH e paralisar a reacdo enzimatica de clivagem de sacarose. As
atividades enzimaticas foram avaliadas por meio da quantificacdo de acUcares
redutores produzidos, em reagdo com DNS, conforme Miller (1959).

No método “in vivo”, foram adicionadas amostras fragmentadas de 1 g
de casca a 5 mL de meios de reagdo, previamente preparados para a avaliacdo de

cada uma das enzimas. A composicdo de cada meio, bem como o0s
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procedimentos de reacdo com NaOH e, posteriormente, com DNS, foram
idénticos aos adotados para o método “in vitro”. As quantificacdes de aclcares

redutores foram realizadas conforme Miller (1959).

3.1.3.2 Avaliacdo da atividade “in vivo” das invertases &cida e neutra e da

SuSy em tecidos da casca

Para se avaliar a atividade das enzimas invertase e SuSy em tecidos da
casca, optou-se pelo emprego do método “in vivo”, pelo fato de este possibilitar
a obtencdo de respostas de atividade dessas enzimas mais expressivas que 0
método “in vitro”, conforme atestam estudos preliminares, descritos no item
anterior (Cairo et al., 2005).

O material vegetal oriundo de tecidos da casca, apds ser descongelado,
foi cortado em pequenos fragmentos, com tamanho médio aproximado de 2 mm.
Amostras de 200 mg foram adicionadas a meios de reacdo (2 mL), constituidos
de reagentes especificos para a realizacdo do ensaio especifico de cada enzima a
ser avaliada.

O meio de reacdo para a invertase acida total (vactolo e parede celular)
foi constituido de 200 uL de tampdo acetato de sodio pH 4,7 1,0 M, 100 uL de
MgCIl, 0,1 M e 400 pL de sacarose 1,0 M, sendo o restante do volume
completado com &gua até totalizar 2.000 uL. O meio de reacdo para a invertase
neutra foi semelhante ao da invertase &cida, exceto em relacdo ao tampéo e ao
pH, que foram substituidos por fosfato de potassio e pH 7,5. Ambos 0s ensaios
foram mantidos em banho-maria, a 37°C, durante 60 minutos.

O meio de reacdo para a SuSy foi constituido de 200 uL de tampéo
HEPES-KOH pH 6,0 1,0 M, 100 pL de MgCl, 0,1 M, 100 uL de UDP 0,1 M e
400 uL de sacarose 1,0 M, sendo o restante do volume completado com agua até
totalizar 2.000 uL. O ensaio foi mantido em banho-maria, a 25°C, durante 60

minutos.
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Para a determinacdo das concentracOes de aglcares redutores produzidos
a partir das reacfes enzimaticas, utilizou-se 0 método descrito por Miller (1959).
Aliquotas de 100 uL de cada meio de reacdo foram coletadas aos 10 e 70
minutos de reacdo (intervalo de 1 hora), adicionadas em tubo de ensaio contendo
200 pL de reagente de acido dinitrosalicilico (DNS) e 100 uL de &gua, o qual foi
imediatamente submetido a fervura por 10 minutos. Apds a fervura, adicionou-
se mais agua, completando o volume para 2.000 uL. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 540 nm e os resultados foram expressos

em pmol de agucares redutores (g MF . h™).

3.2 Atividade enzimatica e sua interacdo com o desempenho produtivo em
diferentes clones

Este estudo foi desenvolvido com base nas mesmas plantas e analises
enzimaticas realizadas pelo estudo anterior, mas com o propo6sito de investigar a
possivel associacdo entre a atividade das enzimas Rubisco, SPS, invertases e
SuSy e o desempenho de clones cujos perfis produtivos sejam contrastantes. As
avaliacOes foram realizadas no periodo quente e chuvoso (janeiro a margo), por
ser a época do ano em que a produgdo de latex é mais expressiva.

Para este estudo, foram utilizados os clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261.
A opcdo por esses clones se deu com base nos contrastes observados nos
registros historicos de seus respectivos comportamentos produtivos, nas
condicOes edafoclimaticas da regido onde o experimento foi conduzido.

O material vegetal, bem como os procedimentos de coleta e analises
enzimaticas utilizados neste estudo, foram os mesmos descritos anteriormente
(item 3.1).

As andlises estatisticas foram feitas com base no delineamento

inteiramente casualizado, sendo trés tratamentos (clones) e cinco repetices
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(plantas). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias

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

3.3 Dados referentes a producéo de latex

As informacdes sobre producéo de latex foram obtidas junto ao Setor de
Fisiologia Vegetal da UFLA e correspondem a producdo de borracha natural,
por planta (média de cinco plantas por clone), a cada sangria, dos clones RRIM
600, GT 1 e FX 2261, no periodo de 2002 a 2005. Os dados de producéo séo de
plantas adultas, em fase de producdo, cultivadas em area adjacente a do jardim
clonal.

Segundo Mesquita (2004), o sistema de sangria adotado foi o de meia
espiral (*2 S), com duas sangrias por semana, espacadas de 3 a 4 dias (sistema
d/3 e d/4), realizadas a 1,20 m da superficie do solo, iniciadas sempre as 7 horas
e os coagulos coletados no dia seguinte. O latex coagulado foi coletado e
submetido a secagem em estufa, a 70°C, até atingir peso constante e,
posteriormente, pesado.

Os dados de producdo dos clones RRIM 600 e GT 1 foram obtidos a
partir de uma média de 4 anos (2002 a 2005) para o periodo quente e chuvoso, e
de 3 anos (2002 a 2004) para o periodo frio e seco. Todos os dados de producéo
do clone FX 2261 foram obtidos de uma média de 2 anos (2002 e 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Condigdes ambientais durante o periodo experimental

Os principais dados meteoroldgicos registrados durante o periodo
experimental estdo apresentados na Tabela 1. Os valores mais elevados de
temperatura e precipitacdo sdo encontrados nos meses de janeiro a margo.

A temperatura média comecou a declinar em marco, caindo de forma
mais intensa a partir de abril. A queda da temperatura média foi causada,
principalmente, pela temperatura minima, que caiu mais que a temperatura
maxima. A precipitacdo pluviométrica comecgou a declinar em abril e tornou-se
quase inexistente em junho. Tais alteracGes permitem sugerir que 0s meses de
janeiro a marco compfem um periodo quente e chuvoso, e os de junho e julho

um periodo frio e seco.

TABELA 1. Temperatura média mensal (minima, média e maxima) e
precipitacdo total, registradas durante o periodo experimental.

Dados fornecidos pela Estacdo Meteoroldgica de Lavras, MG.

Més Temperatura Temperatura Temperatura Precipitacao
(2006) minima (°C) média (°C) méaxima (°C) (mm)
Janeiro 18,3 23,0 29,4 149,9
Fevereiro 18,6 231 30,0 2849
Margo 18,0 22,4 29,3 281,5
Abril 16,2 20,9 27,8 17,4
Maio 12,1 17,4 25,3 34,5
Junho 11,2 16,5 24,7 11,6
Julho 10,7 17,3 26,4 1,6
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Estudos conduzidos por Zong Dao & Xuegin (1983), com plantas de
seringueira cultivadas na China, mostraram que, sob temperatura ambiente
superior a 40°C, a intensidade da respiracdo excede a da fotossintese, resultando
em diminuicdo do crescimento. Os limites térmicos mais favoraveis para a
fotossintese estdo situados entre 27°C e 30°C. Para o fluxo de latex, o intervalo
entre 18°C e 28°C é o mais indicado. A 18°C, as células se dividem normalmente
e, a 10°C ou temperatura inferior, a fotossintese torna-se descontinua ou nula. Os
mesmos autores afirmaram ainda que a temperatura média inferior a 18°C ¢
critica para o crescimento e, quando esse valor médio é inferior a 15°C, ja é

considerado critico para a diferenciagdo dos tecidos.

4.2 Variagdo sazonal da atividade enzimética

De acordo com a andlise estatistica, ndo houve interacdo significativa
entre os clones e os dois periodos avaliados, em relagdo a atividade de todas as
enzimas. Por esta razdo, nas figuras que se seguem, os graficos ilustram o
desempenho de cada uma das enzimas, nos dois periodos avaliados; os valores
representam uma média da atividade enzimatica entre os clones RRIM 600 e GT
1.

4.2.1 Atividade da Rubisco

Os resultados mostram que as mudancas das condicdes ambientais do
periodo quente e chuvoso para o frio e seco causaram um declinio na atividade
da Rubisco, tanto em Vnicia como em VyoraL (Figura 1). Estes resultados se
assemelham ao comportamento da Rubisco observado em outras espécies, em
resposta a baixas temperaturas (Savitch et al., 1997; Hendrickson et al., 2004;
Cen & Sage, 2005).
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FIGURA 1. Atividade da Rubisco em V yciaL (colunas claras) e VroraL (colunas
escuras), nos clones RRIM 600 e GT 1 (média dos clones), nos dois
periodos avaliados. As barras em cada coluna indicam o erro padrédo
da média de 10 repetigdes. Letras mindsculas comparam médias de
ViniciaL, €nquanto letras maidsculas comparam médias de Vqtoral,
com base no teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A atividade em VniciaL € um parametro que tenta simular as condicGes
limitantes que ocorrem na célula, enquanto a atividade em V1ora Oferece as
condicOes ideais para o funcionamento da enzima. Uma comparacdo entre 0s
dois parametros dd uma idéia da ativacdo da enzima. Quanto menor for a
diferenca entre eles, mais ativada estard a enzima, uma vez que ela se aproxima
da ativacdo total nas condi¢des ideais.

Na area experimental, a temperatura média comegou a cair desde 0 més
de marcgo, tendo a temperatura minima sido a principal responsavel por essa
queda. Entre janeiro e julho, a temperatura minima mensal sofreu uma reducéo
de 18,3°C para 10,7°C.

Sob baixas temperaturas, a biossintese de sacarose torna-se menos
intensa, resultando em restricdo na reciclagem de fosfato e na fotofosforilacao

(Labate et al., 1990). Como a capacidade maxima de utilizacao de trioses fosfato
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(triose-P) é dependente da temperatura (Sage & Sharkey, 1987), a demanda do
cloroplasto por fosfato tende a aumentar, em periodos frios (Leegood & Walker,
1983). Restricdes na utilizacdo de triose-P podem desencadear mecanismos de
“feedback” que reduzem as taxas de transporte eletrdnico fotossintético, limitam
0 suprimento de ATP e, assim, reduzem a taxa de assimilacdo de carbono
fotossintético (Pammenter et al., 1993).

Com a diminuicdo da temperatura, a capacidade de regeneracdo da
RuBP torna-se limitante para a fotossintese, especialmente em relagdo ao
componente de regeneracdo da RuBP associado a regeneracdo de fosfato
inorganico (Pi), durante a sintese de amido e sacarose (Hendrickson et al., 2004).

Trabalhando com as mesmas plantas e clones do jardim clonal utilizados
no presente trabalho, Miguel (2005) ja havia constatado, sob baixas
temperaturas, que a variacdo sazonal na fotossintese liquida é acompanhada de
menor fluorescéncia da clorofila (Fv/Fm) e menor eficiéncia de carboxilacéo. De
acordo com esse autor, os valores de condutincia estomética dos trés clones
mantiveram-se inalterados nas diferentes estacGes avaliadas, sugerindo que o
fator estoméatico pode néo ter influenciado a variacdo sazonal da fotossintese
liquida. Por outro lado, os resultados obtidos no presente trabalho permitem
sugerir que o declinio da atividade da Rubisco, no periodo frio e seco, pode ter
contribuido para reduzir a eficiéncia de carboxilagdo, tornando-se, por extens&o,
uma das causas de variacdo sazonal da fotossintese liquida.

E pouco provavel que a atividade da Rubisco, no periodo frio e seco,
tenha declinado como conseqiiéncia de limitacdes na disponibilidade de 4gua no
solo. As brotacGes das plantas do jardim clonal se encontravam com dois anos
de crescimento, desde a Gltima poda. Entretanto, o plantio fora realizado havia
18 anos. Apesar de essas plantas apresentarem, no inicio do periodo
experimental, altura média de cerca de 3 m, equivalente a parte aérea de plantas

em estadio juvenil de crescimento, é razoavel admitir que o sistema radicular
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dessas plantas estivesse bem mais desenvolvido e profundo que o de uma planta
com dois anos de idade. Por esta razdo, é pouco provavel que a diminuicdo da
precipitacdo, ocorrida mais intensamente a partir do més de abril, tenha causado
um estresse as plantas a ponto de alterar, tdo expressivamente, a atividade da
Rubisco nas folhas.

O estado de ativacdo da Rubisco variou de 66%, no periodo quente e
chuvoso, para 76% no periodo frio seco. Embora com ativacdo expressiva nos
dois periodos, o estado de ativacdo da Rubisco foi significativamente menor no
periodo quente e chuvoso. Segundo Spreitzer & Salvucci (2002), o estado de
ativacdo da Rubisco, sob temperaturas de moderadas a elevadas, pode ser
limitado por processos que reduzem a regeneracdo da RuBP. Como a capacidade
de regeneracdo da RuBP torna-se menor, os niveis de ATP:ADP e o potencial
redox dos cloroplastos declinam, causando uma perda de atividade ativase e,
como conseqliéncia, uma reducgdo no estado de ativacdo da Rubisco. Com base
nesse entendimento, Cen & Sage (2005) explicam que o menor estado de
ativacdo da Rubisco, sob temperaturas mais elevadas, pode estar mais
relacionado a uma resposta regulada a limitagdes na capacidade de transporte de
elétrons, do que ao efeito direto do calor na integridade da enzima Rubisco

ativase.

4.2.2 Atividade da SPS

A atividade da SPS foi considerada expressiva no periodo quente e
chuvoso, mas declinou significativamente no periodo frio e seco (Figura 2).
Seguindo 0s mesmos argumentos mencionados anteriormente, em relacdo a
atividade da Rubisco, € pouco provavel que o declinio da atividade da SPS tenha
sido consequéncia de limitagdes hidricas causadas por variagdes na precipitacéo.
Assim, acredita-se que a temperatura pode ter sido o fator ambiental mais

responsavel por causar variacdo da atividade enzimatica.
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FIGURA 2. Atividade da SPS em Vg (colunas claras) e Vuax (colunas
escuras), nos clones RRIM 600 e GT 1 (média dos clones), nos dois
periodos avaliados. As barras em cada coluna indicam o erro padrédo
da média de 10 repetigdes. Letras mindsculas comparam médias de
VseL, enquanto letras maitsculas comparam médias de Vyax, com
base no teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Na literatura, verifica-se que o efeito da temperatura sobre a atividade da
SPS é bastante varidvel. Guy et al. (1992) e Holaday et al. (1992) registraram
aumento da atividade da atividade da SPS em plantas de espinafre, quando
transferidas de ambiente sob 24-25°C para temperaturas entre 5°C e 10°C. Por
outro lado, folhas de soja tiveram menor atividade da SPS sob temperaturas
entre 14°C e 18°C do que sob 22-26°C (Rufty et al., 1985). Em folhas de batata,
a elevacdo da temperatura de 17-19°C para 29-31°C causou um aumento na
atividade da SPS (Lafta & Lorenzen, 1995).

O presente trabalho ndo dispfe de elementos que permitam inferir sobre
as causas da reduc¢do da atividade da SPS, a medida que a temperatura diminui.
Entretanto, em consonancia com as observacdes de Lafta & Lorenzen (1995), é
pouco provavel que o comportamento da enzima seja devido a alteragdes nas
propriedades cinéticas de moléculas pré-existentes de SPS. A queda na atividade

da SPS no periodo frio e seco parece ter relacdo mais estreita com a reducéo da
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demanda por carboidratos nos tecidos dreno (casca), tendo em vista o declinio
na producdo de latex que tradicionalmente se verifica nesse periodo. Entretanto,
tal afirmativa carece de confirmacdo, em investigac6es futuras.

O estado de ativacdo da SPS variou de 77% e 67% (RRIM 600 e GT 1,
respectivamente), no periodo quente e chuvoso, para 86% e 87%, no periodo frio
seco. Embora com ativagdo expressiva nos dois periodos, o estado de ativacdo
da SPS foi significativamente maior no periodo frio e seco. E possivel que as
condigdes ambientais do periodo frio e seco tenham causado fortes restri¢des a
atividade da SPS em Vyax, tendo em vista que o seu declinio ocorreu de forma
mais acentuada que o da Vsg_ (Figura 2). Considerando que o estado de ativacao
representa a porcentagem de Vsg em relacdo a Vuax, € possivel que as
alteracOes registradas nesses dois parametros tenham sido a causa para o estado
de ativacdo da SPS tornar-se mais elevado no periodo frio e seco. A elevagédo do
estado de ativacdo da SPS, mesmo sob declinio da enzima em VgL € Vuax, €
um comportamento que se assemelha ao encontrado por Zrenner & Stitt (1991) e
Castrillo (1992), em plantas de espinafre e feijdo, respectivamente, quando
submetidas a baixas temperaturas e limitagoes hidricas.

4.2.3 Atividade das invertases e da SuSy
Antes de dar inicio a avaliacdo da variacdo sazonal da atividade das
invertases e da SuSy, sdo apresentados, a seguir, os resultados da andlise dos

métodos “in vitro” e “in vivo”, para a realizagdo de ensaios com estas enzimas.

4.2.3.1 Estudo dos métodos “in vitro” e “in vivo”

Os valores obtidos para a atividade enzimética, de uma forma geral,
representada pela producdo de aglcares redutores, foram mais elevados quando
avaliados pelo método “in vivo” do que pelo método “in vitro” (Figura 3). Os

estudos realizados com avaliacdo de atividade das invertases pelo método “in
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vitro”, em diferentes espécies, produzem resultados cujos valores sdo muito
baixos (Oliveira, 1985; Oliveira, 1999; Geromel, 2001), quando comparados

com a avaliacdo da atividade “in vivo” obtida no presente trabalho.
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FIGURA 3. Atividade das enzimas invertase acida (l1A), invertase neutra (IN) e
SuSy, avaliadas pelos métodos “in vitro” e “in vivo” na casca de
plantas adultas (18 anos) do clone RRIM 600. As barras em cada
coluna representam o erro padrdo da média de cinco repeticdes.

E possivel que a explicacio para este resultado tenha origem nas
caracteristicas das enzimas presentes no material vegetal, especialmente as
invertases. As invertases sollveis estdo presentes no citosol (neutra) e no
vacuolo (&cida), enquanto a invertase insollvel é acida e extra-celular, ligada a
parede celular (Quick & Schaffer, 1996). A SuSy, de carater sollvel, localiza-se
predominantemente no citosol (Copeland, 1990).

No método “in vitro”, apenas as proteinas solveis foram removidas do
material vegetal, cujo extrato ndo continha a invertase acida da parede celular.
No método “in vivo”, a atividade da invertase 4cida da parede celular pode ser
quantificada mais facilmente, uma vez que o material vegetal é adicionado

diretamente a0 meio de reacdo. Por outro lado, é mais dificil, em principio,
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quantificar a atividade das invertases sollveis e da SuSy, pelo método “in vivo”.
Para ser hidrolisada por acdo da invertase neutra e da SuSy, a sacarose presente
no meio extra-celular precisa ser transportada, através da membrana plasmatica,
para o citosol. E, para ser hidrolisada pela invertase acida vacuolar, a sacarose
ainda requer mais um transporte, através do tonoplasto, para chegar ao vacuolo.
Cabe ressaltar, ainda, que os agucares redutores produzidos pela hidrélise dessas
enzimas solUveis tém que percorrer o trajeto inverso, ou seja, necessitam ser
transportados do interior da célula para o meio extra-celular, a fim de possibilitar
a sua quantificacdo no meio de reacao.

Devido as limitagcBes naturais para o influxo de sacarose nos tecidos,
pode-se cogitar, também, a possibilidade de que, nos meios de reacdo que
possuem pH equivalentes a 6,0 e 7,5 (utilizados para se avaliar a atividade da
invertase neutra e da SuSy, respectivamente), os aclUcares redutores
quantificados tenham resultado, em grande parte, da acdo da invertase 4cida da
parede celular, mesmo quando o pH n&o foi 0 mais adequado a sua a¢do. Devido
a flexibilidade de sua agdo catalitica em diferentes niveis de pH, a avaliacdo da
atividade das invertases revela a existéncia de um pico, correspondente ao pH
mais adequado a cada isoforma desta enzima, mas isso ndo elimina totalmente a
sua acgdo, quando o pH do meio de reacdo se distancia desse pico. Oliveira
(1999), trabalhando com o método “in vitro”, encontrou atividade da invertase
em tecidos da casca de seringueira numa ampla faixa de pH (de 2,0 a 9,0), a
despeito de tal atividade ter atingido o seu pico em pH préximo a 7,0.

Assim, parece razoavel deduzir que o método “in vitro”, na forma como
foi conduzido no presente experimento, tende a quantificar, predominantemente,
os agUcares redutores produzidos pela agdo das enzimas sol(veis, enquanto o
método “in vivo” tende a quantificar, predominantemente, o produto da agdo da

invertase acida insoltvel, ligada a parede celular.
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Uma outra explicacdo para a expressiva diferenca entre os valores
obtidos nos dois métodos pode ser atribuida ao procedimento de extracdo das
enzimas, requerido no método “in vitro”. Este método, por definicdo, pressupde
a extracdo das proteinas sollveis do material vegetal, cujo extrato devera ser
adicionado posteriormente a um meio de reacdo. Oliveira (1999), depois de
centrifugar o extrato obtido da maceracdo dos tecidos da casca de seringueira,
adicionou (NH,),SO, ao sobrenadante para, em seguida, obter um precipitado
com maior concentracdo de proteinas. No presente experimento, tentou-se
reproduzir esse procedimento, o qual foi testado varias vezes, com diferentes
concentragbes de (NH,),SO4, mas ndo foi possivel reproduzir os resultados
obtidos por Oliveira (1999). Assim, optou-se por ndo adicionar (NH;),SO, ao
extrato, uma vez que os testes anteriores nao foram satisfatérios.

Tendo em vista a similaridade de composicdo dos meios de reagéo, nos
métodos “in vitro” e “in vivo”, é possivel que a reduzida quantidade de agUcares
redutores produzidos no método “in vitro” seja explicada pela baixa
concentracdo de proteinas presentes no extrato utilizado. Nesse contexto, diante
das possibilidades multiplas de otimizacdo das metodologias para avaliagdo da
atividade da invertase em tecidos da casca de seringueira, acreditamos que este

tema devera ser objeto de investigacBes futuras, mais aprofundadas.

4.2.3.2 Avaliagdo da atividade “in vivo” das invertases 4cida e neutra e da
SuSy em tecidos da casca
Tendo em vista os resultados obtidos preliminarmente na analise dos
métodos “in vitro” e “in vivo” (item anterior), optou-se pelo emprego do método
“in vivo” para a realizacéo dos ensaios das enzimas sacaroliticas. Para avaliar 0s
efeitos das caracteristicas climaticas sobre a atividade das invertases acida e
neutra e da SuSy, optou-se por representar a atividade sacarolitica nos tecidos

dreno (casca), como resultante do somatério da quantidade de agUcares redutores
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produzidos pela a¢do conjunta das enzimas invertase acida, invertase neutra e
SuSy (Figura 4). Essa forma de apresentacao se justifica pelo fato de privilegiar
a utilizacdo da sacarose no dreno como um todo, independentemente da

contribuicéo relativa de cada enzima neste processo.
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FIGURA 4. Atividade conjunta das invertases e da SuSy, representada pela
producdo de acuUcares redutores nos clones RRIM 600 e GT 1
(média dos clones), nos dois periodos. As barras em cada coluna
indicam o erro padrdo da média de 10 repeticdes. As letras
comparam médias com base no teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A producdo de acglcares redutores foi maior no periodo quente e
chuvoso do que no periodo frio e seco. Yeang et al. (1984) ja haviam observado
uma queda na atividade da invertase no componente “soro C” do latex, em
meses de temperaturas mais baixas. E provavel que a menor producdo de
acUcares redutores nas plantas avaliadas neste experimento, no periodo frio e
seco, tenha sido causada mais pela reducdo da temperatura do que por restricdes
a disponibilidade de agua no solo, conforme tem se argumentado em relacdo as

demais enzimas avaliadas anteriormente.

41



VariagcBes ambientais podem interferir na atividade das enzimas que
atuam na hidrdlise de sacarose, resultando em alteracfes nos niveis de producédo
de acucares redutores. Segundo Devakumar et al. (1988), o estresse causado por
periodos frios e secos deve induzir mudancas bioquimicas que levam a uma
menor estabilidade dos lutdides, ocasionando maior obstrucdo ao fluxo de latex,
reduzindo a producdo de borracha natural. A atividade invertasica pode ser
correlacionada negativamente com a facilidade de obstrucdo dos vasos
laticiferos, contribuindo para uma produtividade menor em periodos frios (Tupy,
1973).

4.3 Atividade enzimética e sua interacdo com o desempenho produtivo em
diferentes clones
Nesta parte do experimento, a atividade das enzimas Rubisco, SPS,
invertases acida e neutra e SuSy foi avaliada em trés clones de produtividades
contrastantes: RRIM 600, GT 1 e FX 2261. As avaliagBes foram feitas com o
proposito de investigar a possivel associacdo entre a atividade das enzimas e o
desempenho produtivo dos clones no periodo quente e chuvoso, quando a

producdo de borracha natural é mais intensa.

4.3.1 Producéo de borracha natural dos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261,
cultivados em Lavras, MG

Na Tabela 2, podem ser observadas as informagdes obtidas junto ao

Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA, referentes a producéo de borracha natural

de plantas adultas e em franca produgdo, dos clones RRIM 600, GT 1 e FX

2261, nos anos de 2002 a 2005. Os valores correspondem a producédo, em g de

borracha natural por planta (média de cinco plantas), a cada sangria,

discriminadas por periodo (quente e chuvoso, e frio e seco).
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TABELA 2. Dados de producdo (g borracha seca/sangria/planta) dos clones
RRIM 600, GT 1 e FX 2261, cultivados em Lavras, MG, nos anos
de 2002 a 2005. Os valores correspondem a producdo média, por
planta (média de cinco plantas), a cada sangria. Os nimeros entre
parénteses correspondem ao erro padrdo entre as médias. Fonte:
Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA.

Clone Periodo quente e chuvoso Periodo frio e seco
(janeiro a marco) (junho a julho)
RRIM 600 58,13 * (+ 8,64) 41,46 ** (+ 6,18)
GT1 30,09 * (£ 5,33) 25,42 ** (+ 3,92)
FX 2261 5,16 *** (+ 2,07) 4,51 *** (+ 1,86)

* Producdo média de 4 anos (2002 a 2005)
** Producdo média de 3 anos (2002 a 2004)
*** Producdo média de 2 anos (2002 a 2003)

De acordo com a Tabela 2, a produgdo de borracha natural dos trés
clones é mais intensa de janeiro a marco do que de junho a julho. Os dados
evidenciam também que a producdo de borracha natural do clone RRIM 600 ¢ a
maior, entre os clones avaliados, seguida da producéo intermediaria do clone GT
1 que, por sua vez, é maior que a do FX 2261.

S& (1991) atribuiu a maior produgdo de borracha em seringueiras,
durante o verdo, a atividade fotossintética mais intensa, favorecida pela maior
disponibilidade de energia solar e 4gua, além de maior quantidade de folhas no
dossel.

Lima (2002) constatou que a maior producdo de borracha do clone
RRIM 600 ocorre em periodos de maior precipitacdo e temperaturas médias
mais elevadas (verdo), quando o aumento da umidade relativa do ar e a
disponibilidade de agua no solo contribuem para uma melhor condicdo hidrica

da planta, proporcionando um aumento no potencial de turgescéncia das células
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do tecido laticifero, permitindo maior fluxo de latex e contribuindo para o
aumento da producdo de borracha.

4.3.2 Atividade da Rubisco

A atividade da Rubisco ndo diferiu entre os clones RRIM 600 e GT 1,
tanto em VniciaL €OMo em VyoraL. Em relacdo a estes dois clones, a atividade
enzimética no clone FX 2261 foi menor (Figura 5). O estado de ativacdo da

Rubisco foi praticamente 0 mesmo nos trés clones, variando entre 66% e 68%.
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FIGURA 5. Atividade da Rubisco em V yciaL (colunas claras) e VroraL (colunas
escuras), nos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261, no periodo quente
e chuvoso. As barras em cada coluna indicam o erro padrdo da
média de cinco repetigdes. Letras minGsculas comparam médias de
ViniciaL, €nquanto letras maidsculas comparam médias de Vqtoral,
com base no teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

Por se constituir em etapa limitante para a fotossintese, € comum que a
atividade da Rubisco seja investigada como uma das possiveis causas de
variabilidade fotossintética entre espécies e clones. Como se sabe, esta enzima,
que participa das reacfes de assimilacdo de CO, na fotossintese, através da

carboxilacdo da RuBP, esta envolvida intensamente com 0s mecanismos
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fisioldgicos e bioguimicos constituintes do sistema fonte-dreno (Stitt & Schulze,
1994).

Estes resultados sugerem que a atividade da Rubisco pode ser
considerada como um dos fatores que se associam ao desempenho produtivo dos
clones (Tabela 2), especialmente quando se observa a relacdo entre clones de

produtividades mais contrastantes, como RRIM 600 e FX 2261.

4.3.3 Atividade da SPS

N&o houve diferenca estatistica entre os clones, em relacdo a atividade
da SPS, tanto em Vsg como em Vax (Figura 6). A atividade da SPS tem sido
bem correlacionada com a producdo, em outras espécies (Sarquis et al., 1998;
Grof et al., 1998; Pavlinova et al., 2002). Em algumas espécies de plantas
lenhosas, estudos tém demonstrado correlagdo positiva entre a atividade da
SPS e o crescimento cambial e a formacdo do cerne no tronco (Hauch &
Magel, 1998; Magel et al., 2001; Schrader & Sauter, 2002). Contudo, de
acordo com os resultados obtidos no presente experimento, é pouco provavel
que a atividade da SPS seja considerada um dos fatores associados as
diferencas de produtividade entre os clones avaliados.

O estado de ativagdo da SPS foi de 77% no clone RRIM 600, 67% no
clone GT 1 e 64% no clone FX 2261. Apesar da diferenca de valores, o estado
de ativagdo é considerado elevado nos trés clones, reforcando ainda mais a
possibilidade de que a atividade desta enzima néo seja associada ao desempenho

produtivo.
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FIGURA 6. Atividade da SPS em Vgg (colunas claras) e Vuax (colunas
escuras), nos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261, no periodo quente
e chuvoso. As barras em cada coluna indicam o erro padrdo da
média de cinco repeticdes. Letras mintsculas comparam médias de
VseL, enquanto letras maitsculas comparam médias de Vuax, com
base no teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

4.3.4 Atividade das invertases e da SuSy

A produgdo de agucares redutores, resultante da acdo conjunta das
invertases acida e neutra e da SuSy sobre a sacarose, foi semelhante nos clones
RRIM 600 e GT 1 (Figura 7). Em ambos, a atividade sacarolitica foi superior a
do clone FX 2261.

Estudos tém demonstrado que alguns aspectos anatémicos da casca
podem ter influéncia decisiva sobre a relagdo entre a intensidade de hidrdlise de
sacarose e a producdo de latex. Segundo Azzini et al. (1988), a casca é o
principal componente do tronco da seringueira responsavel pela produgédo de
latex, transporte e armazenamento de assimilados produzidos na folha. Além dos
vasos laticiferos, estdo presentes na casca, proximo ao cambio, os elementos de

tubos crivados, as células parenquimatosas e os raios medulares.
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FIGURA 7. Atividade conjunta das invertases e da SuSy, representada pela
producdo de acglcares redutores nos clones RRIM 600, GT 1 e FX
2261, durante o periodo quente e chuvoso. As barras em cada
coluna indicam o erro padrdo da média de cinco repeticBes. As
letras comparam médias com base no teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

O numero médio de anéis laticiferos é o fator inerente ao clone mais
importante do sistema laticifero (Webster & Paardkooper, 1989), ao passo que 0
nimero de vasos laticiferos é um carater determinante da producdo em
seringueiras (Ho et al., 1973). Mesquita et al. (2006b) verificaram que o0s
nimeros de células e anéis laticiferos sdo maiores no clone RRIM 600 e
menores no clone FX 2261. Estas caracteristicas podem explicar a variacdo da
atividade sacarolitica entre os clones, observada no presente trabalho.

A partir da hidrolise de sacarose, as hexoses produzidas atuam como
moléculas precursoras da sintese de isoprendides, sendo a borracha a principal
substancia de carater isoprendide do latex. Tendo em vista o desempenho
produtivo dos clones (Tabela 2), os resultados referentes a atividade conjunta
das enzimas invertases e SuSy sugerem que este parametro pode ser associado a

variacdo de producdo entre os clones.
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A hidrdlise de sacarose nos trés clones ocorreu, predominantemente, por
intermédio da invertase acida total (Figura 8). A atividade da invertase neutra
mostrou-se superior a da SuSy apenas nas plantas do clone RRIM 600. Nos
demais clones, ndo houve diferenca estatistica entre as atividades dessas duas

enzimas.

olA OIN @ SUSY

RRIM 600 35,68 Aa { 16,43 Ac
GT 1 31,67 Aa { 16,14 Ab

EX 2261 25,92 Ba ( 10,13 Ab

0% 20% 40% 60% 80% 100%

FIGURA 8. Participacdo relativa das enzimas invertase acida (IA), invertase
neutra (IN) e SuSy na hidrélise de sacarose e producdo de aglcares
redutores, na casca de plantas dos clones RRIM 600, GT 1 e FX
2261, no periodo quente e chuvoso. Em cada coluna horizontal, os
nameros indicam valores absolutos (média de cinco repeti¢bes) da
producéo de aclcares redutores (umol AR.g MF™.h™), resultantes da
acdo de cada enzima, isoladamente. Letras maidsculas na vertical e
letras minGsculas na horizontal comparam médias pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Conforme argumentado anteriormente, o emprego do método “in vivo”
favorece a quantificacdo de agUlcares redutores produzidos pela agéo da invertase
acida da parede celular. Acreditamos, contudo, que esta seja, de fato, a via
preferencial de hidrélise da sacarose nos tecidos da casca, em seringueira.

Depois de ocorrer a hidrolise de sacarose na parede celular, as hexoses
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produzidas podem ser transportadas mais facilmente pela membrana plasmatica,

devido ao tamanho dessas moléculas, que é menor que o da sacarose.
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5 CONCLUSOES

Os resultados permitiram concluir que a variacdo sazonal das condicGes
ambientais pode provocar oscilagcbes na atividade das enzimas Rubisco, SPS,
invertases e SuSy, em seringueiras cultivadas em Lavras, MG. A atividade
dessas enzimas nos clones avaliados (RRIM 600 e GT 1) foi mais elevada no
periodo quente e chuvoso do que no periodo frio e seco. Nas condigdes em que o
experimento se desenvolveu, a temperatura parece ter sido o fator ambiental que
exerceu maior influéncia sobre a variagdo da atividade enzimatica.

Em relacdo a maioria das enzimas avaliadas em plantas do jardim clonal,
0s resultados sugeriram uma possivel associacdo entre a atividade da Rubisco,
invertases e SuSy e o desempenho produtivo de plantas adultas e em franca
producdo. E pouco provavel que este tipo de associagao se aplique a atividade da
SPS, cuja atividade foi semelhante, em todos os clones avaliados. A hidrélise de
sacarose na casca foi exercida, predominantemente, pela agdo da invertase acida.
Em propor¢Bes menores e equivalentes, esta atividade foi complementada pela

acdo da SuSy e da invertase neutra.
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