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RESUMO 
 
 
CAIRO, Paulo Araquém Ramos. Variação sazonal da atividade da Rubisco e 
das enzimas de síntese e hidrólise 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.1 

 
 
O crescimento da heveicultura no Brasil se deu em função da demanda crescente 
do mercado de borracha natural. A fim de escapar dos prejuízos causados pelo 
“mal das folhas” – doença comum na região de origem da seringueira –, a 
expansão da heveicultura privilegiou regiões não tradicionais de cultivo no país. 
Em Minas Gerais, onde a heveicultura ainda é incipiente, estudos mais 
direcionados à fisiologia da seringueira podem fortalecer sua expansão. Estudos 
sobre clones cultivados em Lavras, MG, já investigaram uma possível 
associação entre a variabilidade fotossintética e o desempenho produtivo. 
Contudo, ainda são desconhecidas as informações sobre alguns aspectos 
metabólicos envolvidos com a biossíntese de látex, tais como os processos de 
assimilação de CO2, o transporte de carbono a partir dos tecidos fonte e o 
atendimento à demanda por carboidratos nos drenos, onde a produção de látex é 
maior. Em todos esses processos, as reações metabólicas são reguladas 
diretamente pela ação decisiva de algumas enzimas chave. O presente trabalho 
teve o propósito de avaliar, em plantas de um jardim clonal de seringueira, 
identificadas como clones RRIM 600 e GT 1, a variação sazonal das condições 
ambientais e seus possíveis efeitos sobre a atividade da Rubisco e das principais 
enzimas que atuam no metabolismo de síntese e hidrólise de sacarose. Propôs-se 
também a averiguar, no período quente e chuvoso, a possibilidade de que essa 
atividade enzimática, incluindo a do clone FX 2261, tenha associação com o 
desempenho produtivo de plantas adultas e em franca produção, pertencentes a 
esses mesmos clones. Os resultados revelaram que a variação sazonal das 
condições ambientais pode provocar oscilações 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 período quente e chuvoso do que no período frio e seco. Nas 
condições em que o experimento se desenvolveu, a temperatura parece ter sido o 
fator  ambiental  que  exerceu  maior  influência  sobre  a  variação  da  atividade 
 
 
1Comitê Orientador: Luiz Edson Mota de Oliveira – UFLA (Orientador), Ângela Maria 
Soares – UFLA e Nelson Delú Filho – UNINCOR (Co-Orientadores). 
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enzimática. Em relação à maioria das enzimas avaliadas em plantas do jardim 
clonal, os resultados sugeriram uma possível associação entre a atividade da 
Rubisco, invertases e SuSy e o desempenho produtivo de plantas adultas e em 
franca produção. É pouco provável que este tipo de associação se aplique à 
atividade da SPS, cuja atividade foi semelhante, em todos os clones avaliados. A 
hidrólise de sacarose na casca foi exercida predominantemente pela ação da 
invertase ácida. Em proporções menores e equivalentes, essa atividade foi 
complementada pela ação da SuSy e da invertase neutra. 
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ABSTRACT 
 
 
CAIRO, Paulo Araquém 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.1 

 
 
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 CO2 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. 
 
 
1Guidance Committee: Luiz Edson Mota de Oliveira – UFLA (Adviser), Ângela Maria 
Soares – UFLA and Nelson Delú Filho – UNINCOR (Co-Advisers). 
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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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd ex. Adr. de Juss.) Muell.-Arg.] 

é uma espécie nativa da região amazônica, de origem mais específica no vale do 

Rio Amazonas. O cultivo da seringueira é justificado, principalmente, por ser 

esta uma planta produtora de borracha natural, produto largamente utilizado na 

fabricação de pneumáticos e de um grande número de manufaturados 

imprescindíveis à vida moderna. 

Ao longo dos anos, a produção de borracha natural tem sofrido 

flutuações, enquanto o consumo interno tem crescido linearmente. Em 2005, a 

produção mundial de borracha natural foi de 8.682 mil toneladas, para um 

consumo de 8.742 mil toneladas (IRSG, 2006). No ano anterior, a produção, em 

mil toneladas, foi de 2.900 na Tailândia, 1.851 na Indonésia e 1.000 na Malásia, 

enquanto o Brasil produziu apenas 100, correspondendo a cerca de 1% da 

produção mundial (Rossman, 2006). A solução para minimizar os volumes de 

importação do produto na busca da auto-suficiência ou, até mesmo ocupar 

novamente uma posição de relevância na produção mundial, tem sido a 

expansão da heveicultura com base em seringais com produtividade elevada e 

látex de boa qualidade (Alvarenga et al., 2003). 

As áreas de cultivo comercial da seringueira, definidas como de maior 

produtividade, situavam-se, inicialmente, entre as latitudes 6ºN e 6ºS 

(Pushparajah, 1983). Entretanto, o seu cultivo encontra-se atualmente distribuído 

entre as latitudes 22ºN (China) e 23ºS (São Paulo), o que evidencia a sua 

adaptabilidade a uma ampla variação climática. No Brasil, as regiões 

tradicionais de cultivo da seringueira são a Amazônia Tropical Úmida, Mato 

Grosso e Bahia. 
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O aumento da demanda por borracha natural, associado ao fato de a 

região de cultivo tradicional de seringueira ser um hábitat do fungo Microcyclus 

ulei P. Henn V. Arx. – causador do “mal sul-americano das folhas” e principal 

entrave para o desenvolvimento da heveicultura nas regiões tradicionais de 

cultivo (Albuquerque, 1978; Rocha Neto, 1979) –, induziu à expansão da 

heveicultura nos estados de Goiás, Mato Grosso do Sul, Pernambuco, Maranhão, 

Espírito Santo, Rio de Janeiro, Paraná, São Paulo e Minas Gerais, que são 

regiões cujas condições climáticas são desfavoráveis ao desenvolvimento do 

fungo. A exploração da heveicultura nesses estados – áreas não tradicionais – 

revelou-se uma atividade economicamente viável, devido ao desenvolvimento 

de clones agronomicamente produtivos, mais tolerantes a doenças e com alta 

adaptabilidade a diferentes condições edafoclimáticas. 

 Segundo informações divulgadas pelo Instituto Agronômico de 

Campinas (IAC, 2006), o estado de São Paulo, que registrou produção de 51.450 

toneladas de borracha natural em 2005, é o maior produtor nacional, 

respondendo por 51 % da produção brasileira. Em seguida, estão os estados de 

Mato Grosso (22%), Bahia (9%) e Espírito Santo (7%), sendo que a produção 

dos demais estados corresponde a 12% da produção nacional. 

No estado de Minas Gerais, a heveicultura encontra-se modestamente 

instalada em algumas regiões, tais como o Sul de Minas, Triângulo Mineiro, 

Zona da Mata, Alto do São Francisco e Vale do Rio Doce, constituindo uma área 

pouco superior a 4.000 ha, dos quais apenas 2.818 hectares estão em fase de 

produção (IBGE, 2003; Eboli, 2006). Segundo Mesquita (2006a), a 

produtividade máxima anual dos seringais mineiros é de 1.500 kg/ha, sendo 

superior às médias anuais de tradicionais países produtores, tais como Tailândia 

(1.100 kg/ha), Indonésia (750 kg/ha) e Malásia (1.000 kg/ha). 

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

se obter melhor adaptação a diferentes condições ambientais. Produção de 
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borracha, produção de biomassa e tolerância a doenças e pragas foram algumas 

das características mais exploradas na geração desses clones. Além dessas, a 

caracterização de alguns aspectos fisiológicos também deve ser considerada 

importante para direcionar estratégias futuras de melhoramento. Para que a 

expansão e o fortalecimento da heveicultura em Minas Gerais sejam bem 

sucedidos, é necessário, entre outras iniciativas, o aprofundamento de estudos 

sobre aspectos fisiológicos da seringueira, associados à produção de látex, com o 

propósito de contribuir para uma melhor compreensão do potencial adaptativo 

dos clones à variabilidade ambiental de diversas regiões do estado. 

A seringueira pode ser considerada como um sistema produtivo 

composto por folhas, que são responsáveis pela produção de fotoassimilados, e 

por outros órgãos (folhas, raízes, caule e ramos, flores, frutos), que são 

consumidores desses assimilados, pelo menos em uma parte de sua vida. A 

biossíntese de látex é o resultado de uma complexa cadeia de eventos biofísicos, 

nutricionais e metabólicos que estão relacionados com a variação das condições 

climáticas, produção e transporte de fotoassimilados, disponibilidade de 

carboidratos de reserva e demanda por outros tecidos drenos das árvores. 

A utilização do látex como principal objetivo de exploração econômica 

da seringueira induz à formação de drenos não convencionais na região do caule, 

onde são feitas as sangrias. A partir da abertura do painel da seringueira, com as 

sangrias freqüentes, o sistema de assimilação e transporte de carbono passa a ser 

estimulado, devido à necessidade de atender à demanda de carboidratos para a 

biossíntese renovada de látex nos locais onde se processa a sua remoção 

periódica. Se não houvesse a exploração do látex, pelo homem, provavelmente a 

região do caule somente se caracterizaria como dreno – natural, e não induzido – 

quando os tecidos estivessem em fase de expansão. 

Na maioria das plantas de importância agrícola, há uma hierarquia 

natural de órgãos que atuam como drenos na utilização dos assimilados 
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provenientes da fotossíntese, realizada nos órgãos fonte. Entretanto, nas plantas 

lenhosas, a natureza sazonal do seu desenvolvimento ocasiona, em maior ou 

menor intensidade, uma superposição de utilização desses assimilados, por 

diversos órgãos em crescimento (Wardlaw, 1990). No caso da seringueira, essa 

partição de assimilados é ainda mais complexa, pela competição entre o dreno 

artificial, imposto pela sangria, e os drenos naturais da planta (Tupy, 1988). 

Os estudos desenvolvidos por Mesquita (2004), em seringueira, estão 

entre os primeiros realizados com o propósito de estabelecer associações entre o 

comportamento produtivo e alguns caracteres fisiológicos e anatômicos de 

plantas dos principais clones cultivados na cidade de Lavras, no Sul de Minas 

Gerais. Seus resultados sugerem que as diferenças de produtividade entre os 

clones podem ter relação com características fisiológicas e bioquímicas do 

sistema fonte-dreno, associadas tanto aos processos de assimilação e transporte 

de carbono, como à utilização de assimilados na biossíntese de borracha natural. 

Algumas características morfológicas das folhas que compõem o sistema 

fotossintético, tais como a disposição arquitetônica da parte aérea, o tamanho 

das folhas, a área foliar total, etc., são muito importantes para se determinar a 

força da fonte em relação à sua capacidade de assimilação de carbono. Além 

disso, é importante observar que a força da fonte também é influenciada pela 

eficiência de carboxilação 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 fotossíntese líquida (µmol 

CO2.m-2.s-1) do clone RRIM 600 podem estar associados, provavelmente, às 

altas produções 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, o GT 1 e o FX 2261, 

abordaram as variações sazonais de fotossíntese líquida apenas nos aspectos 



 

5 

relacionados às trocas gasosas e à eficiência fotoquímica dos fotossistemas. 

Assim, permanecem escassas as informações acerca dos aspectos bioquímicos 

que envolvem não apenas a assimilação de CO2, como também o transporte de 

carbono a partir dos locais de síntese primária de carboidratos simples (fontes) e 

o consumo dos assimilados nos órgãos que os utilizam como precursores da 

biossíntese de látex (drenos). 

Após a absorção de CO2 pelas plantas, a sua assimilação se dá por meio 

de uma seqüência metabólica, em que a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-

oxigenase (Rubisco) se destaca como enzima responsável pela reação de 

carboxilação, com participação decisiva no processo de assimilação de CO2. Em 

seringueira, a ação da Rubisco ainda é muito pouco estudada. Ainda não se sabe, 

por exemplo, em que medida a sua atividade pode ser influenciada pela variação 

das condições ambientais, em diferentes estações do ano. Pela mesma razão, são 

escassas as informações acerca da possibilidade de que a atividade da Rubisco 

tenha associação com o desempenho produtivo de diferentes clones, tendo em 

vista o seu papel na eficiência de carboxilação e, conseqüentemente, na 

variabilidade fotossintética entre clones. 

Depois de ocorrer, nas folhas, a síntese primária de carboidratos simples, 

é necessário que estes sejam transportados para os drenos. Devido a limitações 

de natureza química para o transporte no floema, os carboidratos simples, que 

têm caráter redutor, devem ser convertidos a sacarose. Por esta razão, a síntese 

de sacarose é uma reação que precede o carregamento do floema. A sacarose-P 

sintase (SPS) é a principal enzima envolvida nessa síntese de sacarose nas 

folhas. Na literatura, não há qualquer registro de informações sobre a atividade 

da SPS em seringueira. Existe, portanto, uma ampla demanda de estudos que 

abordem a atividade desta enzima e sua possível associação com as variações 

ambientais e o desempenho produtivo dos clones. 
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Nas células laticíferas do caule, onde ocorre o descarregamento do 

floema, a sacarose é hidrolisada, por intermédio da ação catalisadora das 

enzimas invertase (e suas diferentes isoformas) e sacarose sintase (SuSy), 

produzindo glicose e frutose. A hidrólise enzimática da sacarose é considerada o 

ponto de partida para a biossíntese do látex. As enzimas sacarolíticas assumem 

papel importante como reguladores metabólicos desse processo, uma vez que a 

sua ação produz hexoses para atender à demanda metabólica de biossíntese de 

látex. Apesar disso, abordagens sobre a variação ambiental nas diferentes épocas 

do ano e seus possíveis efeitos sobre a atividade das invertases e da SuSy, em 

seringueira, ainda são escassas na literatura. Estudos anteriores (Mesquita, 2004; 

Mesquita et al., 2006b) buscaram estabelecer correlação entre a atividade dessas 

enzimas no látex e o desempenho produtivo de alguns clones cultivados em 

Lavras, MG. Em tecidos da casca, contudo, ainda se conhece muito pouco sobre 

alguma possível associação entre essas variáveis. 

Em seringueira, os estudos sobre a atividade das invertases e SuSy – em 

geral, avaliada no látex – utilizam o método de ensaios “in vitro” (Oliveira, 

1999; Mesquita, 2004; Mesquita et al., 2006b). Esse método, quando aplicado 

em tecidos vegetais, suscita dúvidas quanto à sua confiabilidade, devido aos 

valores muito baixos encontrados para a atividade enzimática. O ensaio “in 

vivo” pode constituir uma alternativa para se obter valores mais expressivos na 

avaliação da atividade das invertases e da SuSy em seringueira, uma vez que o 

material vegetal é adicionado diretamente ao meio de incubação. 

Em face do exposto, formulou-se, aqui, a hipótese de que tanto o 

metabolismo de assimilação de CO2 quanto os metabolismos de síntese e 

hidrólise de sacarose no sistema fonte-dreno, em seringueira, sofrem influência 

da variação sazonal das condições ambientais. Considera-se também a hipótese 

de que a intensidade com que esses metabolismos se processam em diferentes 

clones pode ter associação com os seus respectivos desempenhos produtivos. 
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Com o intuito de testar a viabilidade destas hipóteses, 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 variação sazonal das condições ambientais dos períodos quente e 

chuvoso, e frio e seco, e seus possíveis efeitos sobre a atividade da Rubisco e 

das principais enzimas que atuam no metabolismo de síntese e hidrólise de 

sacarose. Propôs-se também a averiguar, no período quente e chuvoso, a 

possibilidade de que essa atividade enzimática, incluindo a do clone FX 2261, 

tenha associação com o desempenho produtivo de plantas adultas e em franca 

produção, pertencentes a esses mesmos clones. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

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 produção 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 fotossíntese, mas pensava-se que 

isso era devido mais ao estresse osmótico do que a um efeito direto dos 

açúcares. Mais tarde, demonstrou-se que os açúcares também reprimem a 

expressão de genes fotossintéticos (Rolland et al., 2002). 

Em seringueira, têm-se empreendido consideráveis esforços, por meio 

de melhoramento e seleção de clones, no intuito de aumentar a produtividade da 

borracha natural, e assim atender à demanda crescente do mercado. É 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 

condições ambientais de Lavras (MG), mostraram que os valores de fotossíntese 

líquida (µmol CO2.m-2.s-1) dos clones RRIM 600 e GT 1 foram superiores aos 

valores encontrados para o clone FX 2261. Os valores obtidos para a 

transpiração foram semelhantes nesses três clones na estação quente e chuvosa, 

mas na estação fria e seca foram maiores nos clones RRIM 600 e GT 1 e 

inferiores no clone FX 2261. Não foram registradas diferenças significativas 

entre os valores de condutância estomática dos três clones, em todas as estações. 

Estes resultados obtidos por Miguel (2005) sugerem que as causas da 

variabilidade fotossintética entre os clones podem não ter origem no fator 

estomático ou trocas gasosas. 
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Em geral, os pesquisadores têm encontrado uma correlação positiva 

entre a fotossíntese e o potencial para a produtividade de borracha natural, 

embora Samsuddin et al. (1987) tenham registrado valores modestos para esse 

tipo de correlação. Dentre os clones estudados por Miguel (2005), RRIM 600 e 

GT 1 estão entre os que apresentaram os maiores valores de fotossíntese líquida. 

Entretanto, seus estudos não abordaram a possibilidade de ocorrência de uma 

correlação entre a fotossíntese das plantas do jardim clonal e o comportamento 

produtivo de plantas adultas desses mesmos clones. 

Estudos mais direcionados aos aspectos bioquímicos dos processos de 

assimilação de CO2 e transporte de carbono poderiam esclarecer melhor a 

relação entre fotossíntese e produtividade. Em espécies como trigo e milho, 

estudos comparativos entre genótipos revelaram que a variabilidade genética no 

comportamento das enzimas envolvidas nos processos de assimilação de CO2 e 

transporte de carbono da fonte para os drenos podem ter relação com o 

crescimento e a produtividade vegetal (Austin et al., 1982; Rocher et al., 1989). 

Entretanto, estudos com esta abordagem ainda não foram realizados com 

seringueira. 

 

2.1 Rubisco e a assimilação de CO2 

A variabilidade de respostas fotossintéticas entre espécies e cultivares 

pode ter origem nas reações bioquímicas de assimilação de CO2. Entretanto, os 

aspectos bioquímicos da assimilação de CO2, especialmente no que diz respeito 

ao comportamento da Rubisco, e sua influência sobre as respostas fotossintéticas 

em seringueira – e em seus diversos clones – são temas dos quais ainda se 

conhece muito pouco. 

A Rubisco (EC 4.1.1.39) catalisa a fixação de CO2 no ciclo de Calvin. 

Pelo seu envolvimento no processo de carboxilação, admite-se que ela controla a 

fotossíntese. Entretanto, tem uma baixa taxa de catálise e uma taxa líquida de 
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carboxilação in vivo reduzida, devido à sua baixa afinidade por CO2 (em 

comparação com a PEP carboxilase). Além disso, devido à dupla função da 

enzima, a reação de carboxilação compete com a ação oxigenase da Rubisco. 

Assim, as plantas chegam a alocar até 50% de todo o nitrogênio foliar em favor 

da síntese de Rubisco, fazendo com que esta enzima se constitua na proteína 

mais abundante em todo o mundo (Ellis, 1979). Para compensar a sua baixa 

eficiência no processo de carboxilação, altas concentrações de ribulose-1,5-

bisfosfato (RuBP) são mantidas na folha durante a fotossíntese (Spreitzer & 

Salvucci, 2002). A despeito de sua reputação como uma enzima de ação lenta e 

de baixa eficiência, estima-se que, globalmente, existem cerca de 5 a 10 kg de 

Rubisco para cada pessoa, e que a cada ano esta enzima reage com 15% de todo 

o “pool” de CO2 existente na atmosfera (Griffiths, 2006). 

A Rubisco tem sido objeto de muitos estudos, por causa do controle que 

ela exerce sobre a fotossíntese, sob várias condições de estresse ambiental. A 

intensidade de carboxilação pode ser alterada, tanto por mudanças na quantidade 

desta enzima como na modulação de sua atividade. A sua atividade carboxilase é 

modulada por carbamilação – presença de CA1P (2-carboxi-D-arabinitol-1-

fosfato) – reversível de lisina 201 nas subunidades catalíticas da enzima. O 

CA1P é um importante regulador da atividade da Rubisco, que tem sido 

detectado em extratos de algumas espécies (Miziorko & Lorimer, 1983). À 

noite, este composto se liga fortemente ao sítio ativado da Rubisco, inibindo a 

atividade da enzima, de maneira que a atividade da Rubisco, extraída dessas 

folhas, chega a ser de apenas 10% do valor normal. Quando a folha é iluminada, 

o nível de CA1P é reduzido ao seu valor normal, que depende da intensidade de 

iluminação (Miziorko & Lorimer, 1983; Woodrow & Berry, 1988; Parry et al., 

2003). 

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

pode ser considerado um regulador da atividade enzimática sob baixa 
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luminosidade, mas pode ser mais importante como protetor da Rubisco contra a 

degradação por proteases (Khan et al., 1999), quando o substrato natural, a 

RuBP, está presente em baixas concentrações. A extensão da carbamilação 

depende das concentrações de CO2 e Mg+2, da presença ou não de certos 

compostos fosforilados (particularmente RuBP) e da atividade da enzima 

Rubisco ativase (Parry et al., 2003). 

Alguns outros mecanismos de regulação podem ser efetivados, além 

desse mecanismo básico. Os mais importantes são: (1) ativação dependente de 

luz, pela Rubisco ativase; e (2) modulação por metabólitos do estroma, tais 

como açúcares fosfatados, fosfato inorgânico e amido (Sawada et al., 2003). 

O efeito da carbamilação na atividade carboxilase da Rubisco é 

determinado pela extensão em que sua atividade, medida imediatamente em 

extratos preparados rapidamente no frio, é menor que a atividade medida em 

seguida à incubação, com concentrações saturadas de CO2 e de íons Mg+2 para 

lisina carbamilato, nos sítios catalíticos vagos. Essas medições são chamadas de 

“atividade inicial” (VINICIAL) e “atividade total” (VTOTAL), respectivamente. O 

termo “atividade total” pode ser avaliado como uma designação de alcance 

limitado, uma vez que ele não inclui sítios bloqueados por inibidores, a exemplo 

de CA1P, que não é removido por incubação com CO2 e íons Mg+2 (Parry et al., 

1997). Por esta razão, admite-se que as medições de VTOTAL podem subestimar a 

atividade potencial da Rubisco ativada, não inibida. Enquanto a diferença entre 

VINICIAL e VTOTAL da Rubisco expressa uma medida da regulação por 

carbamilação, as mudanças na sua atividade total podem ser atribuídas à 

regulação por CA1P ou inibidores similares (Sawada et al., 2003). 

Pela sua ação reguladora na fotossíntese, a Rubisco pode ser 

reconhecida como um dos fatores passíveis de manipulação genética, com vistas 

ao aumento do rendimento da produção vegetal (Mann, 1999). Alguns trabalhos, 

inclusive, investigaram o comportamento da Rubisco como uma possível base 
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bioquímica, capaz de justificar diferenças em crescimento e produtividade 

(Nelson, 1988; Rocher et al., 1989). Os resultados demonstraram, contudo, que 

nem sempre ocorre correlação positiva entre a fotossíntese e a produção ou o 

crescimento. Mesmo quando tal correlação ocorre, nem sempre ela se aplica 

totalmente à atividade da Rubisco. A produção e o crescimento, para que 

ocorram, dependem de que os fotoassimilados sejam efetivamente investidos 

nesses processos (Stitt & Schulze, 1994). 

 

2.2 SPS e a síntese de sacarose 

A sacarose exerce um papel central nas plantas superiores, como 

transporte, armazenamento e sinalizador molecular. Sua síntese ocorre 

originalmente nas folhas, como um dos produtos finais primários da fotossíntese. 

Durante o dia, o substrato para a biossíntese de sacarose são as trioses-fosfato, 

que são liberadas do cloroplasto, em troca por fosfato inorgânico. À noite, a 

utilização de amido fornece o substrato para a biossíntese de sacarose, na forma 

de glicose, derivada da degradação amilolítica do amido (Schleucher et al., 

1998). 

A biossíntese de sacarose é catalisada predominantemente pela ação 

seqüencial das enzimas SPS e sacarose-6-P fosfatase (SPPase). A rápida 

remoção de sacarose-6-P por uma fosfatase específica e de alta afinidade – a 

SPPase – leva a SPS a exercer um controle mais efetivo sobre o fluxo que leva à 

formação de sacarose (Huber & Huber, 1996). 

A biossíntese de sacarose também pode ocorrer por ação de outra 

enzima, a SuSy. Entretanto, alguns argumentos explicam as razões por que esta 

enzima, cuja ação é considerada bastante modesta nas reações de síntese de 

sacarose, atua de forma mais expressiva no sentido inverso, o da hidrólise de 

sacarose (ver item 2.3). 



 

13 

A SPS (EC 2.4.1.14) é uma enzima ativada alostericamente por glicose-

6-P e inibida por fosfato inorgânico (Huber & Huber, 1996; Lun & MacRae, 

2003). Por esta razão, a atividade da SPS é sempre medida sob duas diferentes 

condições: (1) o ensaio “seletivo”, que contém concentração limitante de 

substrato, acrescido de Pi, no qual se mede a atividade em velocidade seletiva 

(VSEL); e (2) o ensaio “não seletivo”, que contém concentração de substrato 

próxima à saturação, na ausência do inibidor Pi, no qual se mede a atividade em 

velocidade máxima (VMAX). O “estado de ativação” da enzima é definido como a 

atividade em VSEL, que se expressa como uma porcentagem da atividade em 

VMAX, refletindo o estado de fosforilação da enzima (Winter & Huber, 2000). 

A SPS é uma proteína pouco abundante (<0,1% da proteína solúvel 

encontrada nas folhas), além de ser relativamente instável (Huber & Huber, 

1996). A sua importância na biossíntese de sacarose tem sido confirmada por 

meio da genética molecular, em estudos voltados para a manipulação desta 

enzima. Aumentos moderados na expressão da SPS podem resultar em elevação 

das taxas de crescimento e da produção (Laporte et al., 2001). 

A atividade da SPS tem sido bem correlacionada com a produção em 

algumas espécies, tais como milho (Sarquís et al., 1998), cana-de-açúcar (Grof 

et al., 1998) e beterraba (Pavlinova et al., 2002). Em tomate, a expressão de 

genes de SPS obtidos de milho resultou na superexpressão dessa enzima em 

folhas e acelerou a síntese e a exportação de sacarose. Tais resultados foram 

acompanhados de um estímulo ao crescimento e à formação de um número 

maior de frutos (Worrell et al., 1991; D’Aoust et al., 1999). A superexpressão de 

SPS em tomate resultou também em aumento da relação sacarose/amido em 

folhas e em maior capacidade fotossintética, indicando que a SPS é um 

importante ponto de controle da fotossíntese, particularmente sob condições de 

alta concentração de CO2 e saturação de luz (Micallef et al., 1995; Laporte et 

al., 2001). Inversamente, reduções na expressão de SPS em folhas de batata 
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resultaram na inibição da síntese de sacarose e no aumento do fluxo de 

carbono a amido e aminoácidos (Winter & Huber, 2000). Em algumas 

espécies de plantas lenhosas, estudos têm demonstrado correlação positiva 

entre a atividade da SPS e o crescimento cambial e formação do cerne, no 

tronco (Hauch & Magel, 1998; Magel et al., 2001; Schrader & Sauter, 2002). 

Apesar dos avanços proporcionados por essas pesquisas, que correlacionam a 

atividade da SPS e a produção, ainda não há informações, na literatura, que 

demonstrem a existência de correlação entre a atividade da SPS e a produção de 

látex em seringueira. 

Após 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 o armazenamento de reservas (Lunn & Furbank, 1999), 

numa trajetória que tem início com o carregamento do floema. As propriedades 

físico-químicas da sacarose, incluindo a sua baixa viscosidade em soluções 

concentradas e a sua estabilidade química, na condição de um dissacarídeo não 

redutor, são propriedades-chaves que fazem da sacarose um composto ideal para 

o transporte a longa distância (Ward et al., 1998). O caráter não-redutor da 

molécula de sacarose é o principal motivo que explica a sua larga distribuição e 

utilização nas plantas superiores. Trehalose, o único outro dissacarídeo não-

redutor encontrado na natureza, exerce um papel comparável ao da sacarose, 

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

 

2.3 Hidrólise enzimática de sacarose 

Existem duas rotas alternativas para a degradação de sacarose em 

plantas. Uma dessas rotas envolve a hidrólise irreversível de sacarose a glicose e 

frutose, via invertase (EC 3.2.1.26), que é uma enzima que possui um baixo Km 

para sacarose (7 a 15 mM) (Avigad, 1982). Após esta etapa, ocorre uma 

fosforilação de glicose e frutose, em reações catalisadas por várias hexoquinases 
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e frutoquinases (Renz & Stitt, 1993), usando ATP ou UDP como doadores de 

energia. A outra rota sacarolítica, 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 Km da SuSy para a sacarose é 

relativamente alto (40 a 200 mM) e a atividade da enzima é limitada pelas 

concentrações de sacarose e UDP no citosol (Avigad, 1982; Loef et al. 1999). 

A primeira etapa para a utilização da sacarose é a sua clivagem, por 

meio das enzimas invertase ou SuSy, resultando na produção de hexoses – 

glicose ou UDP-glicose, respectivamente –, que são fonte de energia essencial, 

seja para o acúmulo de diferentes produtos a serem armazenados, seja para 

atender à demanda de crescimento de tecidos. Embora invertase e SuSy sejam 

envolvidas na clivagem de um mesmo substrato – sacarose –, a participação de 

cada uma dessas enzimas nos diversos processos que levam ao crescimento e 

desenvolvimento de plantas se dá de forma diferenciada. 

Existem algumas isoformas de invertase, com diferentes propriedades 

bioquímicas e localizações subcelulares. Segundo Sturm (1999), as funções 

específicas das diversas formas de invertase não são claras, mas parecem regular 

a entrada de sacarose nas suas diferentes vias de utilização. A maioria das 

espécies contém pelo menos duas isoformas de invertase vacuolar, que se 

acumulam como proteínas solúveis (invertases ácidas solúveis), no lúmen deste 

compartimento acidificado. De maneira similar, existem algumas isoformas de 

invertase extracelular (invertases de parede celular) que são ionicamente ligadas 

à parede celular. Invertases de vacúolo e de parede celular promovem a 

clivagem de sacarose com maior eficiência, quando submetidas a níveis de pH 

situados entre 4,5 e 5,0. Além disso, as plantas têm, pelo menos, duas isoformas 

de invertases citoplásmáticas, denominadas neutras ou alcalinas, cuja atividade 

sacarolítica é maximizada em níveis de pH situados entre 7,0 e 7,8 (Quick & 

Schaffer, 1996). A invertase neutra é considerada uma enzima de manutenção, 
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envolvida na degradação de sacarose, quando as atividades da invertase ácida e 

da SuSy são baixas (Copeland, 1990). 

Muito provavelmente, as invertases convertem sacarose a hexoses com o 

objetivo de fornecer substrato para a respiração celular. A invertase ácida 

vacuolar parece controlar a rota primária de degradação de sacarose em tecidos 

em expansão (Winter & Huber, 2000) e em tecidos maduros (Copeland, 1990). 

A clivagem de sacarose, formando glicose e frutose, pode diminuir 

significativamente o potencial osmótico das células, sugerindo uma possível 

função das invertases no alongamento celular e no crescimento de plantas 

(Sturm & Tang, 1999; Koch, 2004). 

As invertases fornecem hexoses para o metabolismo celular (Hubbard et 

al., 1989; Yelle et al, 1991), mas também participam no controle do crescimento, 

na diferenciação celular, além do desenvolvimento de sementes e embrião. São 

enzimas com potencial para agir fortemente como controladores de uma ampla 

variedade de processos, tais como biossíntese e percepção de hormônios, a 

exemplo do ácido abscísico. Além disso, tanto os sensores de açúcares como os 

de hormônios podem afetar a própria expressão 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 vários processos metabólicos de plantas. Trata-se de uma glicosil transferase, 

cuja ação enzimática tem sido associada à determinação da força de drenos 

(Zrenner et al., 1995) e tecidos vegetativos em desenvolvimento (Pfeiffer & 

Kutschera, 1995). Além disso, sabe-se que a SuSy participa das reações que 

degradam a sacarose visando à produção de amido em numerosos tecidos 

(Pozueta-Romero et al., 1999), na síntese do precursor de celulose UDP-G 

(Chourey & Miller, 1995), na fixação biológica de nitrogênio em nódulos 

(Gordon et al., 1999) e é diretamente envolvida em alterações metabólicas 
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causadas por estresse de frio e anaerobiose. Sua plasticidade funcional é, 

provavelmente, devido à sua capacidade de utilizar vários nucleosídeos, à sua 

reversibilidade catalítica e à sua compartimentalização celular diversa 

(Etxeberria & Gonzalez, 2003). 

As duas vias de degradação de sacarose a hexoses fosfatadas diferem em 

relação aos seus custos energéticos. Enquanto a clivagem de sacarose por ação 

da invertase requer duas moléculas de ATP, a clivagem via SuSy e UGPase 

(UDPglicose pirofosforilase) requer apenas uma molécula de PPi (pirofosfato 

inorgânico) (Geigenberger, 2003). O custo total de energia da via SuSy é ainda 

menor, se considerarmos que esta rota metabólica recicla PPi, que é produzido 

como um excedente em muitas reações biossintéticas (Bologa et al., 2003). 

Em geral, admite-se que a atividade da SuSy é relacionada 

predominantemente com a síntese de parede celular e de amido (Winter & 

Huber, 2000), mas também pode estar associada com a síntese de sacarose. 

Apesar de a reação catalisada pela SuSy ser reversível, existem evidências de 

que a ação predominante desta enzima é no sentido da clivagem da sacarose, 

produzindo UDP-glicose e frutose. De acordo com Kruger (1993), pelo menos 

três argumentos sustentam essas evidências. O primeiro argumento tem relação 

com a distribuição da SuSy em diferentes tecidos. A atividade da SuSy é 

geralmente baixa em células fotossintéticas e gliconeogênicas, e é, muitas vezes, 

alta em tecidos com intensa atividade de crescimento, os quais dependem da 

sacarose como o seu substrato respiratório. Em segundo lugar, em alguns 

tecidos, a atividade da invertase é muito menor que a da SuSy, mostrando-se 

insuficiente para catalisar o metabolismo da sacarose. Um bom exemplo disso é 

o tubérculo da batata, na fase de armazenamento de reservas, em que as 

invertases ácida e alcalina têm atividades tão baixas que a SuSy parece assumir 

quase integralmente a clivagem da sacarose, com vistas à formação de amido 

(Hajirezaei et al., 2000). Em milho, estudos realizados com sementes de 
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mutantes desta espécie revelaram que uma redução dos níveis de SuSy em 

endosperma em desenvolvimento restringe a capacidade desse tecido de 

metabolizar sacarose (Boyer, 1985). 

As invertases mediam a iniciação e a expansão das estruturas da maioria 

dos novos drenos, sempre com a atividade vacuolar precedendo à da parede 

celular (Koch, 2004). Em seringueira, ainda são escassas as informações acerca 

da intensidade relativa de atuação das invertases ácida e neutra, seja nas células 

dos drenos que caracterizam os tecidos em expansão, seja nas células que 

constituem os anéis laticíferos. No látex, sabe-se que a atividade da invertase 

neutra é bastante superior à da ácida vacuolar, o que pode ser atribuído ao pH 

levemente alcalino do látex (Mesquita et al., 2006b). 

A sacarose, juntamente com pequenas quantidades de rafinose, é o único 

açúcar contido no látex de seringueira (Moraes et al., 1978). De maneira geral, a 

sacarose é considerada a substância fundamental do metabolismo celular e mais 

especificamente do metabolismo de isoprenóides. A demonstração da 

importância da disponibilidade de sacarose nos laticíferos, como substrato para a 

síntese de borracha, tem sido evidenciada em vários trabalhos (Moraes et al., 

1978; Ho, 1988; Tangpakdee et al., 1997). Após a hidrólise da sacarose, as 

hexoses produzidas atuam como moléculas precursoras da síntese de 

isoprenóides, sendo a borracha a principal substância de caráter isoprenóide do 

látex. 

Existe a hipótese de que, ainda no citosol, as hexoses resultantes da 

clivagem da sacarose poderiam voltar a se unir, produzindo novas moléculas de 

sacarose-P (reação catalisada pela enzima SPS), seguidas de sua conversão a 

sacarose (reação catalisada pela SPP). De acordo com esta hipótese, a sacarose-P 

seria transferida, em seguida, para o vacúolo, podendo ser ali armazenada em 

sua forma original, ou clivada, produzindo glicose e frutose. Entretanto, Kruger 

(1993) considera essa hipótese pouco provável, por entender que as vias de 
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produção de sacarose são praticamente restritas aos tecidos fotossintéticos, 

sendo de pouca ocorrência em tecidos-drenos. Além disso, a própria sacarose 

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

 

2.4 Efeitos da variação ambiental sobre a atividade enzimática 

Sob temperaturas reduzidas, o crescimento e a exportação de carbono a 

partir das folhas sempre declinam mais do que a fotossíntese (Martindale & 

Leegood, 1997), resultando no acúmulo de carboidratos, que pode inibir a 

síntese de sacarose (Hurry et al., 1995). Em curto prazo, a síntese de sacarose 

também é restrita sob baixa temperatura, por causa da alta sensibilidade da SPS 

a variações de temperatura (Pérez et al., 2001). 

 A inibição da síntese de sacarose, causada pela redução da temperatura, 

leva a uma restrição na reciclagem de fosfato e na fotofosforilação (Labate et al., 

1990). Isso ocorre porque a capacidade máxima de utilização 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). Restrições na utilização de triose-P podem desencadear mecanismos de 

“feedback”, que reduzem as taxas de transporte eletrônico fotossintético e 

limitam o suprimento de ATP, necessário à regeneração de RUBP (Pammenter 

et al., 1993). Tais desdobramentos limitam a ação da Rubisco, que passa a 

apresentar menor eficiência de carboxilação, reduzindo a taxa de assimilação de 

carbono fotossintético (Sundar & Reddy, 2000). 

 Savitch et al. (1997) submeteram cultivares de trigo a uma variação de 

temperatura ambiente de 20ºC para 5ºC. Os autores observaram, sob 5ºC, 

limitações à fotossíntese por “feedback”, indicada por redução de 50 a 60% na 

taxa de assimilação de CO2, razão ATP/ADP duas vezes menor e taxa de 

transporte eletrônico três vezes menor do que nas plantas mantidas sob 20ºC. 

Entretanto, não encontraram evidências de limitações na ação da Rubisco. 
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 O tempo de exposição à baixa temperatura pode produzir respostas 

diferenciadas na atividade da Rubisco e da SPS. Sundar & Reddy (2000) 

observaram o comportamento dessas enzimas em plantas de Parthenium 

argentatum Gray expostas à temperatura noturna de 15ºC, durante 60 dias. Nos 

primeiros 30 dias, a baixa temperatura noturna reduziu a fotossíntese líquida, 

com o paralelo declínio da atividade da Rubisco e da SPS. No restante do 

período de observação, a fotossíntese líquida retornou às taxas normais, com o 

aumento da atividade das referidas enzimas. 

 Restrições à fotossíntese, em plantas sob deficiência hídrica, causadas 

por limitações metabólicas, são mais complexas do que quando causadas por 

limitações estomáticas. Alterações no metabolismo celular de carbono, 

provavelmente, antecedem o processo de desidratação (Reddy et al., 2004). A 

seca, geralmente, reduz a capacidade bioquímica para assimilação e utilização de 

carbono. A taxa de fotossíntese depende tanto da atividade da Rubisco quanto da 

síntese de RuBP (Parry et al., 2002). A quantidade de Rubisco limita a 

fotossíntese em muitos casos, embora, em alguns casos, a regeneração de RuBP 

seja mais limitante à capacidade fotossintética (Reddy et al., 2004). A 

quantidade de Rubisco nas folhas é controlada pela taxa de síntese e degradação 

da enzima, mesmo sob estresse ambiental. Perdas de atividade da Rubisco têm 

sido reportadas em algumas plantas sob deficiência hídrica, nas quais se 

verificam, também, um declínio na atividade da enzima Rubisco ativase (Chaves 

et al., 2002) e um aumento da ação inibitória do CA1P (Parry et al., 2002). 

 Sabe-se também que as limitações causadas às reações do ciclo de 

Calvin, sob deficiência hídrica, se devem a reduções parciais das atividades de 

outras enzimas envolvidas com esse ciclo (Reddy et al., 2004). A seca causa 

alterações na relação entre as concentrações de sacarose e amido nas folhas. Sob 

potenciais hídricos reduzidos, a atividade da SPS declina, indicando que a taxa 

de síntese de sacarose é fortemente influenciada pelo estresse hídrico (Haupt-
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Herting & Fock, 2002). A inibição da atividade da SPS pode regular tanto a 

síntese de sacarose e amido quanto a sua participação, sob deficiência hídrica. A 

alteração na relação amido/sacarose, certamente, causa mudanças no fluxo de Pi 

através da membrana do cloroplasto. Reduzidos níveis de Pi nos cloroplastos 

inibem a síntese de ATP que, por sua vez, tem grande impacto sobre a 

fosforilação e as reações do ciclo de Calvin (Tezara et al., 1999). 

A variação sazonal da atividade invertásica no látex foi verificada por 

Yeang et al. (1984) que observaram redução na atividade desta enzima nos 

meses de temperaturas mais baixas. Segundo Devakumar et al. (1988), o estresse 

causado por períodos frios e secos deve induzir mudanças bioquímicas que 

levam a uma menor estabilidade dos lutóides, ocasionando maior obstrução ao 

fluxo de látex, reduzindo a produção de borracha natural. A atividade invertásica 

pode ser correlacionada negativamente com a facilidade de obstrução dos vasos 

laticíferos, contribuindo para uma produtividade menor em períodos frios (Tupy, 

1973). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O presente trabalho constituiu-se da realização de um experimento com 

plantas de seringueira, cultivadas num jardim clonal da área experimental do 

Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia, da Universidade 

Federal de Lavras (UFLA). A área experimental é localizada no município de 

Lavras, região Sul do estado de Minas Gerais, situado a 21º15’ de latitude Sul e 

45º00’ de longitude Oeste de Greenwich, com altitude média de 918 m. O clima 

da região é do tipo CWA, segundo a classificação climática de Köppen, com 

médias anuais, para precipitação e temperatura, de 1.530 mm e 19,4ºC, 

respectivamente (BRASIL, 1992). 

Os dados referentes às temperaturas máxima, mínima e média do ar e à 

precipitação, registrados durante o período experimental, foram obtidos junto à 

Estação Meteorológica Principal de Lavras, a qual se localiza a cerca de 300 m 

da área experimental. 

O experimento foi realizado no ano de 2006. Numa parte do trabalho, 

avaliaram-se a variação das condições ambientais do período quente e chuvoso 

(entre os meses de janeiro e março) e do período frio e seco (nos meses de junho 

e julho) e seus possíveis efeitos sobre a atividade das enzimas Rubisco, SPS, 

invertases e SuSy. Na outra parte do trabalho, avaliaram-se, no período quente e 

chuvoso, a possível associação entre a atividade enzimática das plantas do 

jardim clonal e o desempenho produtivo de plantas adultas e em franca 

produção, pertencentes aos mesmos clones avaliados no jardim clonal. 

 

3.1 Variação sazonal da atividade enzimática 

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 início do experimento, as brotações das 

plantas do jardim clonal apresentavam altura média aproximada de 3 m, a partir 

do solo. 

As análises estatísticas foram feitas utilizando-se o delineamento 

inteiramente casualizado, em fatorial 2 x 2 (clones x épocas) e cinco repetições 

(plantas). Com o intuito de expressar uma ampla representatividade das 

características climáticas de cada período, os dados referentes à atividade de 

cada enzima, em cada repetição, foram obtidos a partir de uma média de seis 

datas de coletas no período quente e chuvoso, e de quatro datas de coletas no 

período frio e seco. Em cada período, as coletas de material vegetal foram 

realizadas em intervalos de duas semanas. A análise de variância foi feita com 

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

 

3.1.1 Obtenção de material vegetal para as análises enzimáticas 

O material vegetal utilizado foi constituído de amostras (discos) de 

folhas e casca, cujas coletas foram realizadas sempre no mesmo horário (entre 

10 e 11 horas). Foram coletadas folhas completamente expandidas – “estádio 

D”, conforme descrição de Hallé et al. (1978) – e posicionadas na copa em 

exposição direta à radiação, no sentido nascente do sol. 

Os discos de folhas e de casca, logo depois de removidos das plantas, 

foram imediatamente colocados em contato com nitrogênio líquido, para fins de 

interrupção das atividades metabólicas e preservação das condições fisiológicas 

do momento da coleta. Em seguida, o material vegetal foi conservado sob 

temperatura de –86ºC, até que fosse utilizado posteriormente nos ensaios 

enzimáticos. 
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3.1.2 Avaliação da atividade “in vitro” da Rubisco e da SPS em tecidos 

foliares 

 Esta parte do trabalho foi desenvolvida no Laboratório de Metabolismo 

Vegetal, da Universidade Federal de Viçosa (UFV), sob a coordenação geral do 

Prof. Dr. Fábio Murilo da Matta. 

 

3.1.2.1 Extração das enzimas 

 A extração das enzimas foi feita com base em metodologia descrita por 

Geigenberger & Stitt (1993). Em uma câmara sob temperatura média de 8ºC, 

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 solução extratora, constituída 

de tampão HEPES pH 7,4 50 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 

BSA 0,1%, glicerol 10%, Triton X-100 0,1%, DTT 5 mM, benzamidina 2 mM, 

ácido aminocapróico 2 mM e PMSF 0,5 mM. Os extratos obtido foram 

depositados em eppendorffs e centrifugados a 4ºC, durante 3 minutos, a 13.000 

g. Em seguida, uma alíquota de 500 µL foi coletada do sobrenadante e 

adicionada a uma coluna de, aproximadamente, 5 mL, contendo Sephadex G-25 

previamente diluído em água, na proporção de 1:1. O eluato foi utilizado nos 

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

 

3.1.2.2 Meios de reação para a Rubisco 

Para o preparo dos meios de reação para a avaliação da atividade “in 

vitro” da Rubisco, adotaram-se, como referência, os trabalhos desenvolvidos por 

Sharkey et al. (1991) e Geigenberger & Stitt (1993). 

 Foram preparados dois meios de reação. Num deles, avaliou-se a 

atividade inicial (velocidade limitante ou VINICIAL), enquanto no outro se avaliou 

a atividade total (VTOTAL). 
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 Numa placa de Elisa, o meio de reação para avaliação da atividade em 

VINICIAL foi preparado, inicialmente, com um volume de 125 µL, em solução 

constituída de bicina pH 8,0 100 mM, EDTA 1 mM, MgCl2 15 mM, DTT 10 

mM, NaHCO3 9,2 mM, β-NADH 0,5 mM, ATP 2 mM, BSA 0,1%, fosfocreatina 

5 mM, fosfocreatina quinase (PCK) 2 U mL-1, fosfoglicerato quinase (PGK) 40 

U mL-1 e gliceraldeído-3-P desidrogenase (GAP-DH) 40 U mL-1. Uma alíquota 

de 20 µL do extrato dessalinizado foi adicionada ao meio de reação, juntamente 

com 100 µL de água. Por último, foram adicionados 5 µL de RuBP 20,75 mM, 

completando-se o volume total do meio de reação para 250 µL. 

 A preparação do meio de reação para a avaliação da atividade em 

VTOTAL seguiu os mesmos procedimentos adotados em relação à atividade em 

VINICIAL, excetuando-se apenas as concentrações de MgCl2 e NaHCO3, que 

passaram a ser, respectivamente, 20 mM e 25 mM. 

Como a adição de RuBP promove o início da reação enzimática, após a 

sua adição os meios de reação foram transferidos imediatamente para o leitor de 

placas de Elisa, o qual verificou o grau de oxidação de β-NADH num intervalo 

de 30 minutos, em leitura efetuada a 340 nm. Os resultados foram expressos em 

nmol CO2 . g-1 matéria fresca . s-1. 

 

3.1.2.3 Meios de reação para a SPS 

Para o preparo dos meios de reação para a avaliação da atividade “in 

vitro” da SPS, adotaram-se, como referência, os trabalhos desenvolvidos por 

Huber et al. (1989), Foyer et al. (1994) e Isopp et al. (2000), com adaptações. 

À semelhança do que foi feito com a Rubisco, também foram preparados 

dois meios de reação para a SPS, para avaliação da atividade da enzima em VSEL 

e em VMAX. 

 Para avaliação da atividade em VMAX, prepararam-se, numa placa de 

Elisa, meios de reação com volumes de 70 µL, com a seguinte composição: 14 
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µL de solução contendo HEPES-KOH pH 7,4 50 mM, MgCl2 12 mM, DTT 1 

mM e UDPG 12 mM; 2,8 µL de uma solução contendo frutose-6-P 12 mM e 

glicose-6-P 36 mM; 30 µL do extrato enzimático dessalinizado; e 23,2 µL de 

água. Devido à sua propriedade de promover o início da reação, frutose-6-P e 

glicose-6-P foram os últimos componentes adicionados ao meio de reação. 

O preparo do meio de reação para a avaliação da atividade da SPS em 

VSEL seguiu os mesmos procedimentos adotados em relação à atividade em 

VMAX, exceto pela adição de inibidor Pi (KH2PO4) 10 mM e pela alteração nas 

concentrações de frutose-6-P e glicose-6-P, que passaram a ser, respectivamente, 

2 mM e 6 mM. 

Os meios de reação foram incubados em banho-maria, a 25ºC, por 10 

minutos. Após esse período, foram adicionados 70 µL de solução de KOH 30% 

a cada meio de reação, seguidos de fervura por 10 minutos – procedimentos 

destinados a paralisar a reação. Em seguida, foram adicionados 1.000 µL de 

solução de antrona a cada meio de reação, os quais permaneceram em banho-

maria a 40ºC, com agitação, durante 20 minutos (Yemm & Willis, 1954). Ao 

final, foi feita a leitura das absorbâncias em espectrofotômetro, a 620 nm. Os 

resultados foram expressos em µmol de sacarose (g MF . h-1). 

 

3.1.3 Avaliação da atividade das invertases (ácida total e neutra) e SuSy em 

tecidos da casca 

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

para o ensaio enzimático, visando seu uso em avaliações de atividade das 

invertases (ácida 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 já 

citado anteriormente. Para os ensaios enzimáticos, utilizaram-se tecidos da 

casca, nos quais foram feitas avaliações de atividade da invertase ácida, 

invertase neutra e SuSy, a partir de métodos anteriormente adotados por Oliveira 

(1999) e Mesquita (2004), com adaptações. 

Para os ensaios enzimáticos baseados no método “in vitro”, 3 g de casca 

foram homogeneizados com triturador, em 10 mL de meio extrator constituído 

de tampão fosfato de potássio (100 mM pH 7,5), PMSF (1 mM), MgCl2 (5 mM) 

e DTT (1 mM). Após filtragem, o conjunto foi centrifugado a 18.000 g e 4ºC, 

durante 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado como fonte bruta das enzimas 

para avaliação de suas atividades. Para a avaliação de atividade de cada uma das 

enzimas, adicionaram-se alíquotas do sobrenadante em meio de reação, em 

banho-maria, a 37ºC. O meio de reação para a invertase ácida do vacúolo foi 

constituído de tampão acetato de sódio (100 mM pH 4,5), MgCl2 (5 mM) e 

sacarose (200 mM). Para a invertase neutra do citosol, o tampão utilizado foi o 

fosfato de potássio (100 mM pH 7,5), mantendo-se os demais componentes 

presentes no ensaio da invertase ácida. Para a SuSy, foram utilizados tampão 

MES (100 mM pH 6,0), MgCl2 (5 mM), sacarose (200 mM) e UDP (5 mM). No 

tempo inicial (1 minuto), e após 1 hora de reação, alíquotas foram extraídas de 

cada meio de incubação e adicionadas em solução de NaOH (100 mM), a fim de 

elevar o pH e paralisar a reação enzimática de clivagem de sacarose. As 

atividades enzimáticas foram avaliadas por meio da quantificação de açúcares 

redutores produzidos, em reação com DNS, conforme Miller (1959). 

No método “in vivo”, foram adicionadas amostras fragmentadas de 1 g 

de casca a 5 mL de meios de reação, previamente preparados para a avaliação de 

cada uma das enzimas. A composição de cada meio, bem como os 
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procedimentos de reação com NaOH e, posteriormente, com DNS, foram 

idênticos aos adotados para o método “in vitro”. As quantificações de açúcares 

redutores foram realizadas conforme Miller (1959). 

 

3.1.3.2 Avaliação da atividade “in vivo” das invertases ácida 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 obtenção de respostas de atividade dessas enzimas mais expressivas que o 

método “in vitro”, conforme atestam estudos preliminares, descritos no item 

anterior (Cairo et al., 2005). 

O material vegetal oriundo de tecidos da casca, após ser descongelado, 

foi cortado em pequenos fragmentos, com tamanho médio aproximado de 2 mm. 

Amostras de 200 mg foram adicionadas a meios de reação (2 mL), constituídos 

de reagentes específicos para a realização do ensaio específico de cada enzima a 

ser avaliada. 

O meio de reação para a invertase ácida total (vacúolo e parede celular) 

foi constituído de 200 µL de tampão acetato de sódio pH 4,7 1,0 M, 100 µL de 

MgCl2 0,1 M e 400 µL de sacarose 1,0 M, sendo o restante do volume 

completado com água até totalizar 2.000 µL. O meio de reação para a invertase 

neutra foi semelhante ao da invertase ácida, exceto em relação ao tampão e ao 

pH, que foram substituídos por fosfato de potássio e pH 7,5. Ambos os ensaios 

foram mantidos em banho-maria, a 37ºC, durante 60 minutos. 

O meio de reação para a SuSy foi constituído de 200 µL de tampão 

HEPES-KOH pH 6,0 1,0 M, 100 µL de MgCl2 0,1 M, 100 µL de UDP 0,1 M e 

400 µL de sacarose 1,0 M, sendo o restante do volume completado com água até 

totalizar 2.000 µL. O ensaio foi mantido em banho-maria, a 25ºC, durante 60 

minutos. 
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Para a determinação das concentrações de açúcares redutores produzidos 

a partir das reações enzimáticas, utilizou-se o método descrito por Miller (1959). 

Alíquotas de 100 µL de cada meio de reação foram coletadas aos 10 e 70 

minutos de reação (intervalo de 1 hora), adicionadas em tubo de ensaio contendo 

200 µL de reagente de ácido dinitrosalicílico (DNS) e 100 µL de água, o qual foi 

imediatamente submetido à fervura por 10 minutos. Após a fervura, adicionou-

se mais água, completando o volume para 2.000 µL. As leituras 

espectrofotométricas foram realizadas a 540 nm e os resultados foram expressos 

em µmol de açúcares redutores (g MF . h-1). 

 

3.2 Atividade enzimática e sua interação com o desempenho produtivo em 

diferentes clones 

Este estudo foi desenvolvido com base nas mesmas plantas e análises 

enzimáticas realizadas pelo estudo anterior, mas com o propósito de investigar a 

possível associação entre a atividade das enzimas Rubisco, SPS, invertases e 

SuSy e o desempenho de clones cujos perfis produtivos sejam contrastantes. As 

avaliações foram realizadas no período quente e chuvoso (janeiro a março), por 

ser a época do ano em que a produção de látex é mais expressiva. 

Para este estudo, foram utilizados os clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261. 

A opção por esses clones se deu com base nos contrastes observados nos 

registros históricos de seus respectivos comportamentos produtivos, nas 

condições edafoclimáticas da região onde o experimento foi conduzido. 

O material vegetal, bem como os procedimentos de coleta e análises 

enzimáticas utilizados neste estudo, foram os mesmos descritos anteriormente 

(item 3.1). 

As análises estatísticas foram feitas com base no delineamento 

inteiramente casualizado, sendo três tratamentos (clones) e cinco repetições 
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(plantas). Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias 

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

 

3.3 Dados referentes à produção de látex 

 As informações sobre produção de látex foram obtidas junto ao Setor de 

Fisiologia Vegetal da UFLA e correspondem à produção de borracha natural, 

por planta (média de cinco plantas por clone), a cada sangria, dos clones RRIM 

600, GT 1 e FX 2261, no período de 2002 a 2005. Os dados de produção são de 

plantas adultas, em fase de produção, cultivadas em área adjacente à do jardim 

clonal. 

Segundo Mesquita (2004), o sistema de sangria adotado foi o de meia 

espiral (½ S), com duas sangrias por semana, espaçadas de 3 a 4 dias (sistema 

d/3 e d/4), realizadas a 1,20 m da superfície do solo, iniciadas sempre às 7 horas 

e os coágulos coletados no dia seguinte. O látex coagulado foi coletado e 

submetido à secagem em estufa, a 70ºC, até atingir peso constante e, 

posteriormente, pesado. 

Os dados de produção dos clones RRIM 600 e GT 1 foram obtidos a 

partir de uma média de 4 anos (2002 a 2005) para o período quente e chuvoso, e 

de 3 anos (2002 a 2004) para o período frio e seco. Todos os dados de produção 

do clone FX 2261 foram obtidos de uma média de 2 anos (2002 e 2003). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Condições ambientais durante o período experimental 

Os principais dados meteorológicos registrados durante o período 

experimental estão apresentados na Tabela 1. Os valores mais elevados de 

temperatura e precipitação são encontrados nos meses de janeiro a março. 

A temperatura média começou a declinar em março, caindo de forma 

mais intensa a partir de abril. A queda da temperatura média foi causada, 

principalmente, pela temperatura mínima, que caiu mais que a temperatura 

máxima. A precipitação pluviométrica começou a declinar em abril e tornou-se 

quase inexistente em junho. Tais alterações permitem sugerir que os meses de 

janeiro a março compõem um período quente e chuvoso, e os de junho e julho 

um período frio e seco. 

 

TABELA 1. Temperatura média mensal (mínima, média e máxima) e 

precipitação total, registradas durante o período experimental. 

Dados fornecidos pela Estação Meteorológica de Lavras, MG. 
 

Mês 

(2006) 

Temperatura 

mínima (ºC) 

Temperatura 

média (ºC) 

Temperatura 

máxima (ºC) 

Precipitação 

(mm) 

Janeiro 18,3 23,0 29,4 149,9 

Fevereiro 18,6 23,1 30,0 284,9 

Março 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 & Xueqin (1983), com plantas de 

seringueira cultivadas na China, mostraram que, sob temperatura ambiente 

superior a 40ºC, a intensidade da respiração excede à da fotossíntese, resultando 

em diminuição do crescimento. Os limites térmicos mais favoráveis para a 

fotossíntese estão situados entre 27ºC e 30ºC. Para o fluxo de látex, o intervalo 

entre 18ºC e 28ºC é o mais indicado. A 18ºC, as células se dividem normalmente 

e, a 10ºC ou temperatura inferior, a fotossíntese torna-se descontínua ou nula. Os 

mesmos autores afirmaram ainda que a temperatura média inferior a 18ºC é 

crítica para o crescimento e, quando esse valor médio é inferior a 15ºC, já é 

considerado crítico para a diferenciação dos tecidos. 

 

4.2 Variação sazonal da atividade enzimática 

De acordo com a análise estatística, não houve interação significativa 

entre os clones e os dois períodos avaliados, em relação à atividade de todas as 

enzimas. Por esta razão, nas figuras que se seguem, os gráficos ilustram o 

desempenho de cada uma das enzimas, nos dois períodos avaliados; os valores 

representam uma média da atividade enzimática entre os clones RRIM 600 e GT 

1. 

 

4.2.1 Atividade da Rubisco 

Os resultados mostram que as mudanças das condições ambientais do 

período quente e chuvoso para o frio e seco causaram um declínio na atividade 

da Rubisco, tanto em VINICIAL como em VTOTAL (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 VINICIAL (colunas claras) e VTOTAL (colunas 

escuras), nos clones RRIM 600 e GT 1 (média dos clones), nos dois 
períodos avaliados. As barras em cada coluna indicam o erro padrão 
da média de 10 repetições. Letras minúsculas comparam médias de 
VINICIAL, enquanto letras maiúsculas comparam médias de VTOTAL, 
com base no teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 

 

 

A atividade em VINICIAL é um parâmetro que tenta simular as condições 

limitantes que ocorrem na célula, enquanto a atividade em VTOTAL oferece as 

condições ideais para o funcionamento da enzima. Uma comparação entre os 

dois parâmetros dá uma idéia da ativação da enzima. Quanto menor for a 

diferença entre eles, mais ativada estará a enzima, uma vez que ela se aproxima 

da ativação total nas condições ideais. 

Na área experimental, a temperatura média começou a cair desde o mês 

de março, tendo a temperatura mínima sido a principal responsável por essa 

queda. Entre janeiro e julho, a temperatura mínima mensal sofreu uma redução 

de 18,3ºC para 10,7ºC. 

Sob baixas temperaturas, a biossíntese de sacarose torna-se menos 

intensa, resultando em restrição na reciclagem de fosfato e na fotofosforilação 

(Labate et al., 1990). Como a capacidade máxima de utilização 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 períodos frios (Leegood & Walker,  

1983). Restrições na utilização de triose-P podem desencadear mecanismos de 

“feedback” que reduzem as taxas de transporte eletrônico fotossintético, limitam 

o suprimento de ATP e, assim, reduzem a taxa de assimilação de carbono 

fotossintético (Pammenter et al., 1993). 

Com a diminuição da temperatura, a capacidade de regeneração da 

RuBP torna-se limitante para a fotossíntese, especialmente em relação ao 

componente de regeneração da RuBP associado à regeneração de fosfato 

inorgânico (Pi), durante a síntese de amido e sacarose (Hendrickson et al., 2004). 

Trabalhando com as mesmas plantas e clones do jardim clonal utilizados 

no presente trabalho, Miguel (2005) já havia constatado, sob baixas 

temperaturas, que a variação sazonal na fotossíntese líquida é acompanhada de 

menor fluorescência da clorofila (Fv/Fm) e menor eficiência de carboxilação. De 

acordo com esse autor, os valores de condutância estomática dos três clones 

mantiveram-se inalterados nas diferentes estações avaliadas, sugerindo que o 

fator estomático pode não ter influenciado a variação sazonal da fotossíntese 

líquida. Por outro lado, os resultados obtidos no presente trabalho permitem 

sugerir que o declínio da atividade da Rubisco, no período frio e seco, pode ter 

contribuído para reduzir a eficiência de carboxilação, tornando-se, por extensão, 

uma das causas de variação sazonal da fotossíntese líquida. 

É pouco provável que a atividade da Rubisco, no período frio e seco, 

tenha declinado como conseqüência de limitações na disponibilidade de água no 

solo. As brotações das plantas do jardim clonal se encontravam com dois anos 

de crescimento, desde a última poda. Entretanto, o plantio fora realizado havia 

18 anos. Apesar de essas plantas apresentarem, no início do período 

experimental, altura média de cerca de 3 m, equivalente à parte aérea de plantas 

em estádio juvenil de crescimento, é razoável 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 razão, é pouco provável que a diminuição da 

precipitação, ocorrida mais intensamente a partir do mês de abril, tenha causado 

um estresse às plantas a ponto de alterar, tão expressivamente, a atividade da 

Rubisco nas folhas. 

O estado de ativação da Rubisco variou de 66%, no período quente e 

chuvoso, para 76% no período frio seco. Embora com ativação expressiva nos 

dois períodos, o estado de ativação da Rubisco foi significativamente menor no 

período quente e chuvoso. Segundo Spreitzer & Salvucci (2002), o estado de 

ativação da Rubisco, sob temperaturas de moderadas a elevadas, pode ser 

limitado por processos que reduzem a regeneração da RuBP. Como a capacidade 

de regeneração da RuBP torna-se menor, os níveis de ATP:ADP e o potencial 

redox dos cloroplastos declinam, causando uma perda de atividade ativase e, 

como conseqüência, uma redução no estado de ativação da Rubisco. Com base 

nesse entendimento, Cen & Sage (2005) explicam que o menor estado de 

ativação da Rubisco, sob temperaturas mais elevadas, pode estar mais 

relacionado a uma resposta regulada a limitações 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 período quente e 

chuvoso, mas declinou significativamente no período frio e seco (Figura 2). 

Seguindo os mesmos argumentos mencionados anteriormente, em relação à 

atividade da Rubisco, é pouco provável que o declínio da atividade da SPS tenha 

sido conseqüência de limitações hídricas causadas por variações na precipitação. 

Assim, acredita-se que a temperatura pode ter sido o fator ambiental mais 

responsável por causar variação da atividade enzimática. 
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FIGURA 2. Atividade da SPS em VSEL (colunas claras) e VMAX (colunas 

escuras), nos clones RRIM 600 e GT 1 (média dos clones), nos dois 
períodos avaliados. As barras em cada coluna indicam o erro padrão 
da média de 10 repetições. Letras minúsculas comparam médias de 
VSEL, enquanto letras maiúsculas comparam médias de VMAX, 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 variável. 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 24-25ºC para temperaturas entre 5ºC e 10ºC. Por 

outro lado, folhas de soja tiveram menor atividade da SPS sob temperaturas 

entre 14ºC e 18ºC do que sob 22-26ºC (Rufty et al., 1985). Em folhas de batata, 

a elevação da temperatura de 17-19ºC para 29-31ºC causou um aumento na 

atividade da SPS (Lafta & Lorenzen, 1995). 

O presente trabalho não dispõe de elementos que permitam inferir sobre 

as causas da redução da atividade da SPS, à medida que a temperatura diminui. 

Entretanto, em consonância com as observações de Lafta & Lorenzen (1995), é 

pouco provável que o comportamento da enzima seja devido a alterações nas 

propriedades cinéticas de moléculas pré-existentes de SPS. A queda na atividade 

da SPS no período frio e seco parece ter relação mais estreita com a redução da 
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demanda por carboidratos nos tecidos dreno (casca), tendo em vista o declínio 

na produção de látex que tradicionalmente se verifica nesse período. Entretanto, 

tal afirmativa carece de confirmação, em investigações futuras. 

O estado de ativação da SPS variou de 77% e 67% (RRIM 600 e GT 1, 

respectivamente), no período quente e chuvoso, para 86% e 87%, no período frio 

seco. Embora com ativação expressiva nos dois períodos, o estado de ativação 

da SPS foi significativamente maior no período frio e seco. É possível que as 

condições ambientais do período frio e seco tenham causado fortes restrições à 

atividade da SPS em VMAX, tendo em vista que o seu declínio ocorreu de forma 

mais acentuada que o da VSEL (Figura 2). Considerando que o estado de ativação 

representa a porcentagem de VSEL em relação a VMAX, é possível que as 

alterações registradas nesses dois parâmetros tenham sido a causa para o estado 

de ativação da SPS tornar-se mais elevado no período frio e seco. A elevação do 

estado de ativação da SPS, mesmo sob declínio da enzima em VSEL e VMAX, é 

um comportamento que se assemelha ao encontrado por Zrenner & Stitt (1991) e 

Castrillo (1992), em plantas de espinafre e feijão, respectivamente, quando 

submetidas a baixas temperaturas e limitações hídricas. 

 

4.2.3 Atividade das invertases e da SuSy 

 Antes de dar início à avaliação da variação sazonal da atividade das 

invertases e da SuSy, são apresentados, a seguir, os resultados da análise dos 

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

 

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

Os valores obtidos para a atividade enzimática, de uma forma geral, 

representada pela produção de açúcares redutores, foram mais elevados quando 

avaliados pelo método “in vivo” do que pelo método “in vitro” (Figura 3). Os 

estudos realizados com avaliação de atividade das invertases pelo método “in 
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vitro”, em diferentes espécies, produzem resultados cujos valores são muito 

baixos (Oliveira, 1985; Oliveira, 1999; Geromel, 2001), quando comparados 

com a avaliação da atividade “in vivo” obtida no presente trabalho. 

 

        

0
20
40
60
80

100

IA IN SuSy IA IN SuSy

in vitro in vivo

µm
ol

 A
R

 . 
g 

M
F-1

 . 
h-1

 
 
FIGURA 3. Atividade das enzimas invertase ácida (IA), 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 padrão da média de cinco repetições. 

 

 

É possível que a explicação para este resultado tenha origem nas 

características das enzimas presentes no material vegetal, especialmente as 

invertases. As invertases solúveis estão presentes no citosol (neutra) e no 

vacúolo (ácida), enquanto a invertase insolúvel é ácida e extra-celular, ligada à 

parede celular (Quick & Schaffer, 1996). A SuSy, de caráter solúvel, localiza-se 

predominantemente no citosol (Copeland, 1990). 

No método “in vitro”, apenas as proteínas solúveis foram removidas do 

material vegetal, cujo extrato não continha a invertase ácida da parede celular. 

No método “in vivo”, a atividade da invertase ácida da parede celular pode ser 

quantificada mais facilmente, uma vez que o material vegetal é adicionado 

diretamente ao meio de reação. Por outro lado, é mais difícil, em princípio, 
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quantificar a atividade das invertases solúveis e da SuSy, pelo método “in vivo”. 

Para ser hidrolisada por ação da invertase neutra e da SuSy, a sacarose presente 

no meio extra-celular precisa ser transportada, através da membrana plasmática, 

para o citosol. E, para ser hidrolisada pela invertase ácida vacuolar, a sacarose 

ainda requer mais um transporte, através do tonoplasto, para chegar ao vacúolo. 

Cabe ressaltar, ainda, que os açúcares redutores produzidos pela hidrólise dessas 

enzimas solúveis têm 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 quantificação no meio de reação. 

Devido às limitações naturais para o influxo de sacarose nos tecidos, 

pode-se cogitar, também, a possibilidade de que, nos meios de reação que 

possuem pH equivalentes a 6,0 e 7,5 (utilizados para se avaliar a atividade da 

invertase neutra e da SuSy, respectivamente), os açúcares redutores 

quantificados tenham resultado, em grande parte, da ação da invertase ácida da 

parede celular, mesmo quando o pH não foi o mais adequado à sua ação. Devido 

à flexibilidade de sua ação catalítica em diferentes níveis de pH, a avaliação da 

atividade das invertases revela a existência de um pico, correspondente ao pH 

mais adequado a cada isoforma desta enzima, mas isso não elimina totalmente a 

sua ação, quando o pH do meio de reação 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 próximo a 7,0. 

Assim, parece razoável deduzir que o método “in vitro”, na forma como 

foi conduzido no presente experimento, tende a quantificar, predominantemente, 

os açúcares redutores produzidos pela ação das enzimas solúveis, enquanto o 

método “in vivo” tende a quantificar, predominantemente, o produto da ação da 

invertase ácida insolúvel, ligada à parede celular. 
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Uma outra explicação para a expressiva diferença entre os valores 

obtidos nos dois métodos pode ser atribuída ao procedimento de extração das 

enzimas, requerido no método “in vitro”. Este método, por definição, pressupõe 

a extração das proteínas solúveis do material vegetal, cujo extrato deverá ser 

adicionado posteriormente a um meio de reação. Oliveira (1999), depois de 

centrifugar o extrato obtido da maceração dos tecidos da casca de seringueira, 

adicionou (NH4)2SO4 ao sobrenadante para, em seguida, obter um precipitado 

com maior concentração de proteínas. No presente experimento, tentou-se 

reproduzir esse procedimento, o qual foi testado várias vezes, com diferentes 

concentrações de (NH4)2SO4, mas não foi possível reproduzir os resultados 

obtidos por Oliveira (1999). Assim, optou-se por não adicionar (NH4)2SO4 ao 

extrato, uma vez que os testes anteriores não foram satisfatórios. 

Tendo em vista a similaridade de composição dos meios de reação, nos 

métodos “in vitro” e “in vivo”, é possível que a reduzida quantidade de açúcares 

redutores produzidos no método “in vitro” seja explicada pela baixa 

concentração de proteínas presentes no extrato utilizado. Nesse contexto, diante 

das possibilidades múltiplas de otimização das metodologias para avaliação da 

atividade da invertase em tecidos da casca de seringueira, acreditamos que este 

tema deverá ser objeto de investigações futuras, mais aprofundadas. 

 

4.2.3.2 Avaliação da atividade “in vivo” das invertases ácida e neutra e da 

SuSy em tecidos da casca 

 Tendo em vista os resultados obtidos preliminarmente na análise dos 

métodos “in vitro” e “in vivo” (item anterior), optou-se pelo emprego do método 

“in vivo” para a realização dos ensaios das enzimas sacarolíticas. Para avaliar os 

efeitos das características climáticas sobre a atividade das invertases ácida e 

neutra e da SuSy, optou-se por representar a atividade sacarolítica nos tecidos 

dreno (casca), como resultante do somatório da quantidade de açúcares redutores 
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produzidos pela ação conjunta das enzimas invertase ácida, invertase neutra e 

SuSy (Figura 4). Essa forma de apresentação se justifica pelo fato de privilegiar 

a utilização da sacarose no dreno como um todo, independentemente da 

contribuição relativa de cada enzima neste processo. 
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FIGURA 4. Atividade conjunta das invertases e da SuSy, representada pela 

produção de açúcares redutores nos clones RRIM 600 e GT 1 
(média dos clones), nos dois períodos. As barras em cada coluna 
indicam o erro padrão da média de 10 repetições. As letras 
comparam médias com base no teste de Tukey, a 5% de 
probabilidade. 

 

 

A produção de açúcares redutores foi maior no período quente e 

chuvoso do que no período frio e seco. Yeang et al. (1984) já haviam observado 

uma queda na atividade da invertase no componente “soro C” do látex, em 

meses de temperaturas mais baixas. É provável que a menor produção de 

açúcares redutores nas plantas avaliadas neste experimento, no período frio e 

seco, tenha sido causada mais pela redução da temperatura do que por restrições 

à disponibilidade de água no solo, conforme tem se argumentado em relação às 

demais enzimas avaliadas anteriormente. 
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Variações ambientais podem interferir na atividade das enzimas que 

atuam na hidrólise de sacarose, resultando em alterações nos níveis de produção 

de açúcares redutores. Segundo Devakumar et al. (1988), o estresse causado por 

períodos frios e secos deve induzir mudanças bioquímicas que levam a uma 

menor estabilidade dos lutóides, ocasionando maior obstrução ao fluxo de látex, 

reduzindo a produção de borracha natural. A atividade invertásica pode ser 

correlacionada negativamente com a facilidade de obstrução dos vasos 

laticíferos, contribuindo para uma produtividade menor em períodos frios (Tupy, 

1973). 

 

4.3 Atividade enzimática e sua interação com o desempenho produtivo em 

diferentes clones 

 Nesta parte do experimento, a atividade das enzimas Rubisco, SPS, 

invertases ácida e neutra e SuSy foi avaliada em três clones de produtividades 

contrastantes: RRIM 600, GT 1 e FX 2261. As avaliações foram feitas com o 

propósito de investigar a possível associação entre a atividade das enzimas e o 

desempenho produtivo dos clones no período quente e chuvoso, quando a 

produção de borracha natural é mais intensa. 

 

4.3.1 Produção de borracha natural dos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261, 

cultivados em Lavras, MG 

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

Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA, referentes à produção de borracha natural 

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

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

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

discriminadas por período (quente e chuvoso, e frio e seco). 
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TABELA 2. Dados de produção (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 à produção média, por 
planta (média de cinco plantas), a cada sangria. Os números entre 
parênteses correspondem ao erro padrão entre as médias. Fonte: 
Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA. 

 
Clone Período quente e chuvoso 

(janeiro a março) 

Período frio e seco 

(junho a julho) 

RRIM 600 58,13 * (± 8,64) 41,46 ** (± 6,18) 

GT 1 30,09 * (± 5,33) 25,42 ** (± 3,92) 

FX 2261 05,16 *** (± 2,07) 04,51 *** (± 1,86) 
 

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

 

 

De acordo com a Tabela 2, a produção de borracha natural dos três 

clones é mais intensa de janeiro a março do que de junho a julho. Os dados 

evidenciam também que a produção de borracha natural do clone RRIM 600 é a 

maior, entre os clones avaliados, seguida da produção intermediária do clone GT 

1 que, por sua vez, é maior que a do FX 2261. 

Sá (1991) atribuiu a maior produção de borracha em seringueiras, 

durante o verão, à atividade fotossintética mais intensa, favorecida pela maior 

disponibilidade de energia solar e água, além de maior quantidade de folhas no 

dossel. 

Lima (2002) constatou que a maior produção de borracha do clone 

RRIM 600 ocorre em períodos de maior precipitação e temperaturas médias 

mais elevadas (verão), quando o aumento da umidade relativa do ar e a 

disponibilidade de água no solo contribuem para uma melhor condição hídrica 

da planta, proporcionando um aumento no potencial de turgescência das células 
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do tecido laticífero, permitindo maior fluxo de látex e contribuindo para o 

aumento da produção de borracha. 

 

4.3.2 Atividade da Rubisco 

A atividade da Rubisco não diferiu entre os clones RRIM 600 e GT 1, 

tanto em VINICIAL como em VTOTAL. Em relação a estes dois clones, a atividade 

enzimática no clone FX 2261 foi menor (Figura 5). O estado de ativação da 

Rubisco foi praticamente o mesmo nos três clones, variando entre 66% e 68%. 
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FIGURA 5. Atividade da Rubisco em VINICIAL (colunas claras) e VTOTAL (colunas 

escuras), nos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261, no período quente 
e chuvoso. As barras em cada coluna indicam o erro padrão da 
média de cinco repetições. Letras minúsculas comparam médias de 
VINICIAL, enquanto letras maiúsculas comparam médias de VTOTAL, 
com base no teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. 

 

 

Por se constituir em etapa limitante para a fotossíntese, é comum que a 

atividade da Rubisco seja investigada como uma das possíveis causas de 

variabilidade fotossintética entre espécies e clones. Como se sabe, esta enzima, 

que participa das reações de assimilação de CO2 na fotossíntese, através da 

carboxilação da RuBP, está envolvida intensamente com os mecanismos 
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fisiológicos e bioquímicos 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 relação entre clones de 

produtividades mais contrastantes, como RRIM 600 e FX 2261. 

 

4.3.3 Atividade da SPS 

Não houve diferença estatística entre os clones, em relação à atividade 

da SPS, tanto em VSEL como em VMAX (Figura 6). A atividade da SPS tem sido 

bem correlacionada com a produção, em outras espécies (Sarquís et al., 1998; 

Grof et al., 1998; Pavlinova et al., 2002). Em algumas espécies de plantas 

lenhosas, estudos têm demonstrado correlação positiva entre a atividade da 

SPS e o crescimento cambial e a formação 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 provável 

que a atividade da SPS seja considerada um dos fatores associados às 

diferenças de produtividade entre os clones avaliados. 

O estado de ativação da SPS foi de 77% no clone RRIM 600, 67% no 

clone GT 1 e 64% no clone FX 2261. Apesar da diferença de valores, o estado 

de ativação é considerado elevado nos três clones, reforçando ainda mais a 

possibilidade de que a atividade desta enzima não seja associada ao desempenho 

produtivo. 
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FIGURA 6. Atividade da SPS em VSEL (colunas claras) e VMAX (colunas 

escuras), nos clones RRIM 600, GT 1 e FX 2261, no período quente 
e chuvoso. As barras em cada coluna indicam o erro padrão da 
média de cinco repetições. Letras minúsculas comparam médias de 
VSEL, enquanto letras maiúsculas comparam médias de VMAX, com 
base no teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 

 

 

4.3.4 Atividade das invertases e da SuSy 

A produção de açúcares redutores, resultante da ação conjunta das 

invertases ácida e neutra e da SuSy sobre a sacarose, foi semelhante nos clones 

RRIM 600 e GT 1 (Figura 7). Em ambos, a atividade sacarolítica foi superior à 

do clone FX 2261. 

Estudos têm demonstrado que alguns aspectos anatômicos da casca 

podem ter influência decisiva sobre a relação entre a intensidade de hidrólise de 

sacarose e a produção de látex. Segundo Azzini et al. (1988), a casca é o 

principal componente do tronco da seringueira responsável pela produção de 

látex, transporte e armazenamento de assimilados produzidos na folha. Além dos 

vasos laticíferos, estão presentes na casca, próximo ao câmbio, 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 

produção de açúcares redutores nos clones RRIM 600, GT 1 e FX 
2261, durante o período quente e chuvoso. As barras em cada 
coluna indicam o erro padrão da média de cinco repetições. As 
letras comparam médias com base no teste de Tukey, a 5% de 
probabilidade. 

 

 

O número médio de anéis laticíferos é o fator inerente ao clone mais 

importante do sistema laticífero (Webster & Paardkooper, 1989), ao passo que o 

número de vasos laticíferos é um caráter determinante da produção em 

seringueiras (Ho et al., 1973). Mesquita et al. (2006b) verificaram que os 

números de células e anéis laticíferos são maiores no clone RRIM 600 e 

menores no clone FX 2261. Estas características podem explicar a variação da 

atividade sacarolítica entre os clones, observada no presente trabalho. 

A partir da hidrólise de sacarose, as hexoses produzidas atuam como 

moléculas precursoras da síntese de isoprenóides, sendo a borracha a principal 

substância de caráter isoprenóide do látex. Tendo em vista o desempenho 

produtivo dos clones (Tabela 2), os resultados referentes à atividade conjunta 

das enzimas invertases e SuSy sugerem que este parâmetro pode ser associado à 

variação de produção entre os clones. 



 

48 

A hidrólise de sacarose nos três clones ocorreu, predominantemente, por 

intermédio da invertase ácida total (Figura 8). A atividade da invertase neutra 

mostrou-se superior à da SuSy apenas nas plantas do clone RRIM 600. Nos 

demais clones, não houve diferença estatística entre as atividades dessas duas 

enzimas. 
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FIGURA 8. Participação relativa das enzimas invertase ácida (IA), invertase 

neutra (IN) e SuSy na hidrólise de sacarose e produção de açúcares 
redutores, na casca de plantas dos clones RRIM 600, GT 1 e FX 
2261, no período quente e chuvoso. Em cada coluna horizontal, os 
números indicam valores absolutos (média de cinco repetições) da 
produção de açúcares redutores (µmol AR.g MF-1.h-1), resultantes da 
ação de cada enzima, isoladamente. Letras maiúsculas na vertical e 
letras minúsculas na horizontal comparam médias pelo teste de 
Tukey, a 5% de probabilidade. 

 

 

Conforme argumentado anteriormente, o emprego do método “in vivo” 

favorece a quantificação de açúcares redutores produzidos pela ação da invertase 

ácida da parede celular. Acreditamos, contudo, que esta seja, de fato, a via 

preferencial de hidrólise da sacarose nos tecidos da casca, em seringueira. 

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

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

 

 

Os resultados permitiram concluir que a variação sazonal das condições 

ambientais pode provocar oscilações 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 

período quente e chuvoso do que no período frio e seco. Nas condições em que o 

experimento se desenvolveu, a temperatura parece ter sido o fator ambiental que 

exerceu maior influência sobre a variação da atividade enzimática. 

Em relação à maioria das enzimas avaliadas em plantas do jardim clonal, 

os resultados sugeriram uma possível associação entre a atividade da Rubisco, 

invertases e SuSy e o desempenho produtivo de plantas adultas e em franca 

produção. É pouco provável que este tipo de associação se aplique à atividade da 

SPS, cuja atividade foi semelhante, em todos os clones avaliados. A hidrólise de 

sacarose na casca foi exercida, predominantemente, pela ação da invertase ácida. 

Em proporções menores e equivalentes, esta atividade foi complementada pela 

ação da SuSy e da invertase neutra. 
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