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RESUMO

A Seringueira, Hevea brasiliensis (Willd. ex.Adr. deJuss.), é a principal
espécie de seu género explorada economicamente pela producdo de borracha
natural. Dentre os clones de seringueira, 0 RRIM 600 se destaca por sua boa
produtividade e adaptacdo a varios padrdes climaticos e tém demonstrado boa
adaptagdo a regido Sul de Minas Gerais, caracterizada principalmente por
possuir um periodo seco bem definido, desfavoravel ao desenvolvimento do
fungo causador do mal das folhas — Microcyclus ulei (P. Henn.) Arx.- fator
limitante & expansdo da heiveicultura no Brasil. Com o intuito de compreender
melhor os aspectos fisioldgicos relacionados a produtividade do clone RRIM
600 nessa regi&o, foram avaliados os efeitos da estimulacdo com Ethrel® sobre
as enzimas envolvidas no processo de hidrélise da sacarose em tecidos da casca
da seringueira e sua relacdo com a producdo de latex, a partir da caracterizacdo
bioquimica, com base nas atividades das enzimas invertase neutra do citosol,
invertase acida do vacuolo e invertase acida da parede celular, ap6s dois
periodos de aplicagdo do estimulante. Para as andlises, foram utilizadas amostras
da casca de seringueira coletadas nos meses de outubro de 2014 a janeiro de
2015. O trabalho foi conduzido em plantio comercial de seringueira de oito anos,
localizado no municipio de Nepomuceno - MG. Os dados de produgdo foram
obtidos nos respectivos meses, por meio de sangrias no sistema S ¥ (d2/d3), a
produtividade foi expressa através da razdo da producdo de borracha seca em
g.arvores.sangria™ e g.cm™ de secdo.sangria™, além disso, também foi avaliado o
indice de obstrucdo dos vasos laticiferos. Das caracteristicas bioguimicas
avaliadas, as atividades das enzimas invertase acida do vacuolo e invertase
neutra do citosol apresentaram aumento significativo nas plantas que receberam
o0 tratamento com estimulante. Comportamento semelhante foi encontrado para a
producdo em g.arvores.sangria® e g.cm? de secdo.sangria”, ao passo que o
indice de obstrucdo diminuiu nas arvores que foram estimuladas com Ethrel®.
Os dados obtidos confirmam a correlacdo positiva entre o uso de estimulantes a
base de etileno e o desempenho produtivo do clone RRIM 600.

Palavras-chave: Seringueira. Borracha Natural. Latex. Ethrel®. Invertase.



ABSTRACT

The rubber tree, Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss.) Is the main
species of its genus economically exploited for the production of natural rubber.
Among the rubber tree clones, RRIM 600 stands out for its good productivity
and adapt to various weather patterns. Widely cultivated in Minas Gerais the
RRIM 600 clone have shown good adaptation to this region, mainly
characterized by having a well-defined dry season and therefore unfavorable to
the development of the fungus evil leaves (Microcyclus ulei (P. Henn.) Arx.),
limiting factor to the expansion of rubber trees in Brazil. In order to understand
the physiological aspects related to productivity RRIM 600 clone grown in the
southern region of Minas Gerais, were assessed the effects of stimulation with
Ethrel® on the enzymes involved in sucrose hydrolysis process in tapping
tissues. It was also evaluated relationship of the stimulation of latex based on
yields of the biochemical characteristics, based on the activities of enzymes
neutral cytosol invertase, vacuolar acid invertase and cell wall invertase, after
two periods of application of the stimulant. For the analyzes, were used bark of
caule samples collected from October 2014 to January 2015. The study was
conducted on commercial planting of rubber tree eight years, in municipality of
Nepomuceno-MG. Production data were obtained in the respective months, by
tapping the bark in system % spiral (S) between 2 days to 3 days (d2 / d3),
productivity was expressed as the ratio of dry rubber production in grams (gm)
by area of the tapping section. The productivity was expressed by the ratio of
dry rubber (bs) production gm to area tapping panel (cm? and (bs)/plant
/tapping gm. It was also given the obstruction index of latex vessel. The
evaluated biochemical characteristics, the activities of enzymes vacuolar acid
invertase, neutral cytosol invertase showed the significant increase in plants that
received treatment with stimulant. Similar behavior evaluated for production
bs/plant/tapping in grams and to the production area by tapping panel, whereas
the index obstruction in the trees stimulated with Ethrel® decreased. The data
confirm the positive correlation between the uses of stimulants the basis of
ethylene and productive performance of clone RRIM 600.

Keywords: Rubber tree. Natural rubber. Latex. Ethrel®. Invertase.
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1 INTRODUCAO

A seringueira, pertencente ao género Hevea, é uma das mais importantes
espécies da Familia Euphorbiaceae. E nativa da Amazonia e tem seu cultivo
justificado, principalmente, por ser uma planta produtora de borracha natural,
produto largamente utilizado na fabricacdo de pneumaticos e de um grande
nimero de manufaturados imprescindiveis a vida moderna. Atualmente a
indUstria de pneumaticos consome quase trés quartos da borracha produzida no
mundo (IAC, 2014). O plantio de seringais destaca-se como alternativa ao
agronegocio, por seus beneficios sociais e econdmicos e também pela ética da
sustentabilidade ambiental

O Brasil, berco do género Hevea, continua sendo um pais importador de
borracha natural, apesar de possuir em relacdo aos demais paises produtores,
area incomparavelmente maior, apta para o plantio de seringueira. Uma solucgéo
para minimizar os volumes de importacdo do produto, na busca da
autossuficiéncia e, até mesmo, ocupar novamente uma posicdo de relevancia na
producdo mundial de borracha, seria a expansdo dos plantios de seringueira, com
produtividade elevada de latex de boa qualidade (MARTIN; ARRUDA, 1993).

O zoneamento ecoldgico para a cultura da seringueira no Estado de
Minas Gerais apresenta uma grande area climaticamente favoravel ao
desenvolvimento da cultura (ORTOLANI, 1986; RUFINO, 1986). Apesar da
regido Sul de Minas Gerais apresentar uma estacdo seca e fria bem definida, a
viabilidade do estudo e da implantagdo de seringais ainda estd baseada no
desempenho promissor de alguns plantios isolados desenvolvidos por
pesquisadores e produtores. Porém, a heveicultura ainda é incipiente nessa
regido e, para que sua expansdo e fortalecimento sejam bem sucedidos, é
necessario, entre outras iniciativas, o aprofundamento de estudos associados a

fatores que influenciam a produgdo de borracha natural (MENDES et al., 2012).
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A seringueira é um sistema produtivo no qual as folhas sdo responsaveis
pela fixacdo do carbono e producdo de fotoassimilados que sdo consumidos
pelos 6rgdos drenos naturais (folhas jovens, raiz, ramos, flores e frutos), e
requeridos pelo dreno artificial imposto pela sangria. Compreender a parti¢do de
fotoassimilados entre esses drenos é de grande importancia para o entendimento
dos aspectos fisioldgicos relacionados a produtividade de borracha natural, uma
vez que, a disponibilizagdo de sacarose e a intensidade de seu metabolismo em
regibes da casca da seringueira, sdo consideradas como aspectos fundamentais e
que podem limitar a biossintese de borracha.

O Ethrel®, cujo principio ativo é o ethefon, é um estimulante do fluxo de
latex a base de etileno, largamente utilizado em plantios comercias para
aumentar a producdo de borracha. Trabalhos anteriores tém revelado que o
tratamento com Ethrel® atua sobre a permeabilidade da membrana celular,
levando a um fluxo de latex prolongado e no metabolismo geral regenerativo
(ZHU; ZHANG; 2009); mantém os vasos laticiferos com paredes mais rigidas e
espessas evitando a oclusdo e inibindo a coagulacdo do latex (BOATMAN,
1966; CASTRO; VIRGENS, 1986) e também atua aumentando a hidrélise da
sacarose, resultando na aceleracdo da glicolise, o que leva a melhoria do
abastecimento da fonte de carbono para a biossintese de borracha (TUPY;
PRIMOT, 1982; MESQUITA et al., 2006b).

As principais enzimas que atuam na hidrdlise da sacarose e
disponibilizam hexoses para biossintese de borracha sdo a sacarose sintase
(SuSy) e as invertases. Existem pelo menos trés isoformas de invertase nos
tecidos, as quais diferem entre si pela localizagdo subcelular e propriedades. As
isoformas de invertase sdo definidas como &cidas e neutras, baseadas no pH
6timo de reagdo (TYMOWSKA-LALANE; KREIS, 1998; STURM, 1999;
ROITSCH; GONZALEZ, 2004). As invertases acidas se localizam no vactolo

(invertase 4acida sollvel) ou associada a parede celular (invertase &cida
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insoluvel) enquanto a neutra (invertase neutra soltvel) esta localizada no citosol
(TYMOWSKA-LALANE; KREIS, 1998; STURM, 1999). No entanto, ndo se
sabe qual é a contribuicdo relativa das trés isoformas de invertase na
disponibilizagdo de hexoses em tecidos da casca da seringueira e suas respostas
ao tratamento com estimulantes a base de etileno.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo compreender 0s
aspectos fisiologicos relacionados a hidrélise da sacarose pelas isoformas de
invertase em tecidos da casca de seringueira e sua relacdo com a produtividade

em clones RRIM 600 estimulados com Ethrel®.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A seringueira — aspectos biol6gicos

O género Hevea, pertence a Familia Euphorbiaceae e dentre os géneros
importantes da cultura tropical pertencentes a esta familia, destacam-se
Ricinus(mamona), Manihot (mandioca) e Hevea (seringueira). A classificacdo
atual do género Hevea compreende 11 espécies de seringueiras, sendo elas: H.
brasiliensis; H. guianensis; H. benthamiana; H. nitida; H. rigidifolia; H.
camporum; H. sipruceana; H. microphylla; H. camargoana; H. paludosa; H.
pauciflora, das quais a Hevea brasiliensis (Wild. ex. Adr. de Juss.) Muell. Arg. é
a mais importante explorada comercialmente, por apresentar maior capacidade
produtiva e qualidade de latex superior as demais (SECCO, 2008).

Todas as espécies do género Hevea sdo lenhosas, em geral de porte
mediano a grande e apresentam sinais de periodicidade, como desfolhamento
periddico, crescimento intermitente e variacdes no distanciamento das folhas ao
longo dos ramos. As espécies, sem excecdo, produzem latex, havendo grande
variacao inter e intraespecifica (IAC, 2014).

O comportamento deciduo da seringueira caracterizado pela
senescéncia, queda e reenfolhamento, ocorre quando a planta muda seu habito
de crescimento a partir do terceiro ano apds o plantio, periodo em que a planta é
considerada jovem. A duracdo dessas fenofases depende da constituicdo
genética, da intensidade e duragdo do défice hidrico na estagdo seca e também
das condicdes de nutricdo mineral (GONCALVES et al., 1990).

Nativa da regido Amazénica, sua ocorréncia natural esta circunscrita aos
limites daquela regido brasileira, e aos paises limitrofes como a Bolivia, Peru,
Coldmbia, Equador, Guianas, Suriname e Venezuela (GONCALVES et al.,
1990).
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O cultivo da Hevea brasiliensis pode se estender desde as latitudes de
3°N e 15° S até as latitudes 24° N até 25° S, caracterizando uma alta capacidade
de adaptacdo a diversas condicbes climaticas (SEAG/ES, 2014). Porém,
desenvolve-se melhor em temperaturas médias anuais superiores ou iguais a
20 °C, sendo que os limites térmicos mais favordveis a fotossintese estdo entre
27 °C e 30 °C. As temperaturas entre 18 °C e 28 °C sdo as mais indicadas para o
fluxo de latex (YANG, 1984). A seringueira apresenta-se sensivel a
temperaturas baixas, principalmente na fase jovem e, em regides onde a
temperatura média é igual ou inferior a 16 °C, o crescimento da planta é
considerado nulo (GASPAROTTO, 1988). Apresenta ainda susceptibilidade a
ventos frios e também a geada, entretanto, em plantios comerciais em altitudes
até 910 metros foram observados um bom desenvolvimento da cultura
(CARMO, 2002).

No Brasil, as regifes tradicionais de cultivo da seringueira sdo a
Amazonia Tropical Umida, Mato Grosso e Bahia. As regies ndo tradicionais,
também chamadas de areas de escape, sdo: Goias, Mato Grosso do Sul,
Pernambuco, Maranhdo, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Parand, Sdo Paulo e
Minas Gerais (AGRIDATA, 2004). Tais areas de escape sdo reconhecidas por
possuirem estacdo seca bem definida no periodo de troca das folhas
(junho/setembro), e por isso sdo desfavoraveis ao desenvolvimento do fungo
causador do mal das folhas —Microcyclus ulei (P. Henn.) Arx. (COSTA et al.,
2008), principal fator limitante & expansdo da heveicultura no Brasil. Outro
aspecto que contribui positivamente para a expansdo e exploracdo da
heveicultura em regiGes ndo tradicionais é o fato de a cultura ser uma atividade
econdmica, social e ambientalmente viavel, com a disponibilidade de clones
agronomicamente produtivos e de alta adaptabilidade a diferentes padrfes
edafocliméaticos (GONCALVES et al., 1982).
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2.2 Importancia econdémica

A borracha obtida a partir do latex da seringueira corresponde a maior
parte da matéria prima utilizada no transporte e industria, devido as qualidades
peculiares como leveza, impermeabilidade (a agua e gases), elasticidade,
termoplasticidade, resisténcia a abrasdo e a corrosdo, capacidade de adesdo ao
tecido e ao ago. A borracha sintética obtida do petr6leo possui quase a mesma
composicdo quimica da borracha natural, porém suas propriedades fisicas sdo
vidveis para alguns manufaturados, mas inferiores para luvas cirlrgicas,
preservativos, pneus de automoveis, caminhdes, avides e revestimentos diversos
(IAC, 2014).

A maior area plantada de seringueira concentra-se no continente
Asiatico com 93% do total, seguido da Africa com 4% e América do Sul e
Central com 3%. Dados de 2012 mostraram que o consumo de borracha
concentra-se na Asia Pacifica com 72%, na Unido Europeia (EU) com 13% e as
Américas com 15%. No ranking dos paises mais produtivos, encontram-se a
Tailandia, Indonésia, Vietnd, Malasia, india, China, Costa do Marfim, Brasil, e
Sri Lanka (IRSG, 2014)

Segundo estimativas do International Rubber Study Group (IRSG,
2014), a producdo mundial de borracha no primeiro trimestre de 2014 cresceu
1,2%, enquanto o consumo elevou-se em 4%, o que demonstra um aumento da
demanda pela matéria prima, concentrado, principalmente na China e nas
economias consolidadas da Asia e do Pacifico, demonstrando a tendéncia de
recuperacao da economia mundial.

O Brasil consome atualmente 395.000 toneladas de borracha natural e
produz 178.000 toneladas o que equivale a 45% da demanda interna. A fragdo
importada é oriunda de paises asiaticos, sendo a borracha o segundo produto

agricola que mais onera a balanga comercial do pais (CEPLAC, 2014). Esse
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défice de producdo significa, no minimo, descaso para um produto estratégico de
tdo alto valor econdmico-social que se destaca pela geragdo de empregos,
aumento da renda familiar, fixagdo do homem no campo, desenvolvimento
econdmico local e regional, receita com a venda da borracha e valorizagdo da
terra. Além disso, a borracha natural consiste em um recurso renovavel o que a
torna um insumo de grande importancia para a economia brasileira juntamente
com ago e o petréleo (SEAG/ES, 2014).

A producdo brasileira esta concentrada atualmente nos estados de Séo
Paulo (53,3%), Bahia (15,9%), Mato Grosso (8,9%), Minas Gerais (6,3%),
Goias (4,7) e Espirito Santo (3,8%) (CEPLAC, 2014). No Estado de Minas
Gerais, 0 cultivo estéa se expandindo no Sul de Minas, Triangulo Mineiro, Zona
da Mata, Alto S&o Francisco e Vale do Rio Doce (CAIRO et al., 2009). Minas
Gerais destaca-se por apresentar uma grande area climaticamente favoravel para
0 desenvolvimento da cultura e desfavoravel para ao desenvolvimento do fungo
Microcylusulei (P. Henn.) von Arx. (DE CAMARGO, 2003). Além disso, 0s
seringais mineiros apresentam uma produtividade média de 1.500 kg de
borracha seca ha/ano. Esses valores quando comparados com as médias dos
paises produtores, como Tailandia, Indonésia e Malasia, cujas produtividades
médias variam entre 750 a 1.100 kg/ha.ano, colocam o estado entre as regides
mais produtivas do mundo (CAVALCANTE; CONFORTO, 2006; COSTA et
al., 2008; MESQUITA et al., 2006b).

Segundo o IBGE (2014), baseado na producdo dos seringais brasileiros e
area atual plantada no pais, estima-se que exista a necessidade de formacédo de
350 mil hectares de novos seringais até 2020 para que o Brasil atenda 100% de
sua demanda. Para continuar autossuficiente até 2030, estima-se a necessidade
de formac&o de mais 300 mil hectares de novos seringais entre os anos de 2021 e
2030. Esta situacdo demonstra que o Brasil precisa aumentar a area atual

plantada, ressaltando na necessidade de investimentos na cultura da seringueira,
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politicas publicas de incentivo e no desenvolvimento de tecnologias de cultivo e
exploracdo apropriadas as condigdes edafoclimaticas das diferentes regides do
pais. Apesar de varios trabalhos ja terem sido desenvolvidos por pesquisadores
brasileiros, ainda sdo necessarias mais investigacdes acerca dos principais
aspectos fisioldgicos e fitotécnicos relacionados com todas as etapas da cadeia
produtiva da seringueira, visando a evolucdo na selecdo e recomendacdo de
novos clones, reducdo no periodo de imaturidade, aprimoramento de tecnologias
que possam auxiliar produtores e beneficiadores, possibilitando a exploracéo

mais viavel e maior competicdo com os mercados internacionais.

2.3 Fisiologia da producao de latex

A fisiologia da producdo da seringueira é incomum, quando comparada
com a de outras plantas cultivadas, pois o produto econémico é obtido ferindo-se
a arvore e criando-se um dreno artificial induzido (BERNARDES, 1990).

A seringueira € considerada um sistema produtivo composto por folhas,
que sdo responsaveis pela producdo de fotoassimilados, e por outros érgaos
(raizes, caules, ramos, flores e frutos) que consomem esses fotoassimilados pelo
menos em parte da sua vida (CAIRO et al., 2009). De acordo com a capacidade
de exportar ou importar fotoassimilados, o0s Orgdos vegetais podem ser
classificados em fonte e dreno respectivamente.

A demanda dos tecidos drenos (ndo fotossintetizantes) por esses
fotoassimilados ndo é a mesma em todo o desenvolvimento da planta e a forca
do dreno é responsavel pela regulacdo das taxas fotossintéticas nas folhas (fonte)
(FOYER et al., 1994). A produtividade de alguns clones de seringueira pode
estar relacionada com caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas do sistema

fonte-dreno, as quais podem estar associadas tanto aos processos de assimilagdo
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e transporte de carbono, como a utilizagdo de assimilados (sacarose) na
biossintese de borracha natural (MESQUITA, 2006b).

Dois sistemas combinados envolvem o metabolismo do carbono. O
sistema de ‘“carregamento”, que compreende a biossintese de carboidratos
primarios e sacarose nas folhas, que é dependente da capacidade fotossintética
da planta ¢ o sistema de “descarregamento”, que por sua vez, compreende a
hidrélise da sacarose, transportada a partir das folhas, e a biossintese de latex em
tecidos do caule (CAIRO et al., 2009).

Uma fase critica desse transporte € o descarregamento do floema, que
pode ocorrer por meio de duas rotas distintas: simplastica ou apoplastica. Na
primeira, a sacarose € transportada de uma célula a outra através dos
plasmodesmas, até chegar ao interior do tecido-dreno onde é convertida a
hexoses. Os plasmodesmas sdo canais de comunicagdo que se estabelecem entre
o citoplasma da maioria das células vegetais tornando-as continuas, ocorrem ao
longo da extensdo da parede celular sdo finos e cilindricos, com didmetro
aproximado de 20 a 60 nm (BRANCALHAO, 2013), e permite a movimentacio
da sacarose através deles. De acordo com Bilska; Sowinski (2010), o frio em
milho modifica a estrutura dos plasmodesmas, diminui a producdo destes canais
e, além disso, desativa os ja existentes pelo deposito de calose. Essa alteracdo
nos plasmodesmas influencia negativamente no transporte de intermediarios da
fotossintese.

Quando o descarregamento é apoplastico, a sacarose é transportada
através do apoplasto, com o auxilio de proteinas carreadoras ou transportadoras,
sendo hidrolisada pela acéo de enzimas ligadas covalentemente a parede celular,
e descarregada no interior da célula do tecido-dreno na forma de hexoses
(WINTER; HUBER, 2000). Estudos ultraestruturais em laticiferos maduros
mostraram que eles ndo tém plasmodesmas e sdo, portanto, protoplasticamete
isolados de células adjacentes (HEBANT, 1981; DE FAY; JACOB, 1989).
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A exploragdo econbmica da seringueira envolve a particdo de
assimilados para os pontos de crescimento e o suprimento de metabdlitos ao
sistema laticifero, onde se processa a biossintese da borracha. Vasos laticiferos
de seringueira sdo considerados fortes drenos de sacarose que precisam ser
fornecidas para satisfazer as suas altas demandas de carbono e elevadas
exigéncias de energia (TUPY; PRIMOT, 1982; ESCHBACH et al., 1986; SILPI
et al., 2007).

A particdo desses assimilados é complexa, pois hd uma alteracdo na
relacdo fonte-dreno, apds a criagdo de um novo dreno artificial induzido,
observando-se uma reducao no ritmo de crescimento das plantas, tendo em vista
que os fotoassimilados produzidos nas folhas, em particular a sacarose, antes
direcionada para atender apenas a demanda dos diferentes 6rgaos-drenos
naturais da planta, passa a ser fortemente dirigida a reconstituicdo do latex
extraido através da sangria e para a regeneracdo da casca (VIRGENS FILHO,
1986).

Frommer e Sonnewald (1995) descreveram passos basicos no
particionamento de carbono em plantas, entre eles, a hidrélise de sacarose foi
considerada fator limitante para o acumulo de fotoassimilados nos tecidos
drenos, o0 que torna as enzimas envolvidas no metabolismo da sacarose pontos

chaves para o entendimento dos seus mecanismos de regulacéo.

2.3.1 A Hidrélise da sacarose no tecido dreno

Ap0s ser sintetizada, a sacarose é exportada a partir das folhas, para
suprir o restante da planta com carbono e energia, requeridos tanto para o
crescimento como para o0 armazenamento de reservas (LUNN; FURBANK;
1999), numa trajetéria que tem inicio com o carregamento do floema. O carater

ndo redutor da molécula de sacarose é o principal motivo que explica a sua larga
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distribuicdo e utilizacdo nas plantas superiores (TUPY; PRIMOT, 1982). Além
da sua posi¢do central como uma molécula energética, este dissacarideo tem um
papel importante no particionamento de carboidratos e atua como uma
importante molécula sinalizadora agindo em diferentes processos que regulam o
ciclo de vida das plantas. (BOLOURI-MOGHADDAM et al., 2010;
SMEEKENS et al., 2010; RUAN, 2014).

Duas rotas alternativas sdo responsaveis pela clivagem da ligacdo
glicosidica da sacarose. Uma dessas rotas envolve a hidrélise irreversivel 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). Apoés esta
etapa, ocorre uma fosforilacdo de glicose e frutose, em reacfes catalisadas por
varias hexoquinases e frutoquinases, usando ATP como doador de energia
(RENZ; STITT, 1993). A outra rota de hidrélise da sacarose, exclusiva de
plantas, € catalisada pela SuSy (EC 2.4.1.13) e envolve a clivagem da 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 concentracbes de sacarose € UDP no citosol (AVIGAD, 1982; LOEFI et
al., 1999).

Existem algumas isoformas de invertase, com diferentes propriedades
bioguimicas e localizagbes subcelulares (TYMOWSKA-LANANNE; KREIS,
1998; KOCH, 2004). Segundo Sturm (1999), as fungdes especificas das diversas
isoformas de invertase, parecem regular a entrada de sacarose nas suas diferentes
vias de utilizacéo.

A maioria das espécies contém pelo menos duas isoformas de invertase
vacuolar, gue se acumulam como proteinas solUveis (invertases acidas solGveis),
no lamen deste compartimento acidificado (KOCH, 2004). Supbe-se que a
invertase vacuolar pode desempenhar um papel importante na expansao celular

(GONZALEZ et al., 2005), no aumento da turgescéncia que pode levar a
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resisténcia ao estresse hidrico. De maneira similar, existem algumas isoformas
de invertase extracelular (invertases de parede celular) que sdo ligadas a parede
celular, cuja funcdo é mais proeminente em drenos sem ligacGes por
plasmodesmas entre as células (PROELS et al., 2006; HIRSCHE et al., 2009;
KANG et al., 2009). Invertases de vacuolo e de parede celular promovem a
clivagem de sacarose com maior eficiéncia, quando submetidas a niveis de pH
situados entre 4,5 e 5,0 (STURM, 1999). Além disso, as plantas tém, pelo
menos, duas isoformas de invertases citoplasmaticas, denominadas neutras ou
alcalinas, cuja atividade hidrolitica € maximizada em niveis de pH situados entre
7,0 e 7,8 (QUICK; SCHAFFER, 1996). A invertase neutra é considerada uma
enzima de manutencdo, envolvida na degradacdo de sacarose, quando as
atividades da invertase acida e da SuSy sao baixas (COPELAND, 1990).

As invertases convertem sacarose a hexoses com o objetivo de fornecer
substrato para a respiracdo celular e em seringueira, sua atividade também esta
relacionada a producdo e ao fornecimento de matéria prima para biossintese de
latex (OLIVEIRA; ALVARENGA, 2008). Alguns estudos sugerem que o uso de
estimulante a base de etileno aumenta a hidrolise da sacarose resultando na
aceleracdo da glicolise, levando a melhoria do abastecimento da fonte de
carbono (tais como acetil-Coenzima A) para a biossintese de borracha (TUPY,
1985; COUPE; CHRESTIN, 1989; OLIVEIRA; ALVARENGA, 2008).

2.3.2 A Biossintese de latex

A biossintese de latex é a principal caracteristica metabdlica de
laticiferos, e requer exclusivamente sacarose como precursor (DUSOTOIT-
COUCAUD et al., 2010; OLIVEIRA; ALVARENGA, 2008).

Consequentemente, a producdo de borracha é o resultado de uma

complexa cadeia de eventos biofisicos, nutricionais e metabdlicos que estdo
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relacionados com fatores diversos, como a variacdo das condigcOes climaticas, a
producéo e o transporte de fotoassimilados, a disponibilidade de carboidratos de
reserva e a demanda por outros tecidos (drenos) das arvores (MESQUITA et al.,
2006a; 2006b; MIGUEL et al., 2007; CAIRO et al., 2009, OLIVEIRA,;
ALVARENGA, 2008). Também estd intimamente relacionada com rotas
metabdlicas geradoras de energia e processos anabélicos (PUJADE-RENAUD et
al., 1994).

O latex € sintetizado em vasos laticiferos e ocorrem em todos os érgaos
da seringueira, a partir da fase cotiledonar (DE FAY; JACOB, 1989;
MESQUITA; OLIVEIRA, 2010), através de uma sequéncia de reacGes que
envolvem a hidrélise da sacarose, com liberacdo de hexoses que ddo inicio a
glicélise e, consequente, a geracdo de piruvato que sera convertido pela enzima
piruvato desidrogenase em acetil-CoA e o anabolismo de isoprenos, a partir do
acetil-CoA e energia na forma de NADPH e ATP, permitindo a formacdo do
isopentenil difosfato (IPP), unidade bésica da borracha (TUPY, 1985;
OLIVEIRA; ALVARENGA, 2008).

A via do mevalonato ocorre dentro do reticulo endoplasmético e no
citosol e é o caminho convencionalmente aceito que fornece o IPP para a
biossintese de borracha em tecidos da casca da seringueira. No entanto, a via de
plastidica 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) pode ser uma fonte alternativa
de IPP em plantas (CHOW et al., 2012). Evidéncia para a biossintese de
borracha pela via do MVA foi experimentalmente comprovada através da
incubacdo do latex com intermediarios marcados com C* (KEKWICK, 1989).
Mas recentemente, foram encontradas plantas que contém tanto a via do MVA
citosolica e a via MEP plastidica como precursoras de IPP (EISENREICH et al.,
2001; BICK; LANGE, 2003; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006; KIRBY et
al., 2009). Na seringueira, a existéncia da via MEP foi apoiada pela identificagcdo

de um deoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase (DXS) através do sequenciamento do
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transcriptoma do latex (KO et al., 2003; CHOW et al., 2007). Provavelmente, a
via MEP sintetiza IPP para biossintese de carotenoides e posteriormente
particulas Frey-Wyssling que sdo organelas especializadas de laticiferos
responsaveis pelo aspecto amarelado do latex de alguns clones de seringueira
(DICKENSON, 1969; GOMEZ; MOIR, 1979; D'AUZAC; JACOB, 1993), além
disso, a via MEP pode também fornecer IPP diretamente para a biossintese de
borracha (CHOW et al., 2012).

Estudos sobre a influéncia do estimulante & base de etileno em ambas as
vias geradoras do IPP, relatam que o aumento na biossintese de borracha
provocada pela acdo do estimulante ndo descarta a via MEP como fonte
adicional de IPP (CHOW et al., 2012), porém, a exata contribuicdo dessa via no
aumento da biossintese de latex em resposta ao etileno, ainda carece de maiores

investigacgoes.

2.3.3 Composicao do latex

O latex de Hevea brasiliensis ¢ um sistema polidisperso, no qual
particulas negativamente carregadas de varios tipos estdo suspensas em um soro.
Trés tipos de particulas predominam; particulas de borracha que constituem 30 a
45% (em massa) do latex, os lutoides que constituem 10 a 20% e os chamados
complexos de Frey-Wyssling (FW) (WEBSTER; BAULKWILL, 1989). O soro
no qual as particulas estdo dispersas é chamado de soro C.

As particulas de borracha natural contém centenas de moléculas de
hidrocarboneto e sdo envolvidas por um filme de proteinas e fosfolipidios, que
Ihe confere carga negativa promovendo a estabilidade coloidal (CYR, 1991). Os
lutoides formam o segundo componente principal do latex de Hevea brasiliensis
e constituem-se de proteinas, fosfolipidios e sais minerais (BLACKLEY;
SCATTERGOOD, 1991). O contetdo dos lutoides é chamado soro B, contém
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varios cations e proteinas catidnicas que tém acdo floculante muito rapida sobre
as particulas de borracha no latex, resultando na coagulacdo (BLACKLEY;
SCATTERGOOD, 1991). Os complexos de Frey-Wyssling sdo constituidos de
carotenoides e lipidios conferindo a borracha sua coloragdo, mais ou menos
amarela. Acredita-se que estes complexos tenham uma fungdo vital nas
atividades metabdlicas, sendo possiveis sitios da biossintese da borracha
(SETHURAJ,2012).

2.3.4 Caracteristicas anatdmicas da casca da seringueira relacionadas a

producdo de latex

Os vasos laticiferos ocorrem em todos os 6rgdos da seringueira, a partir
da fase cotiledonar, contudo, o grande interesse econdémico é voltado aos vasos
localizados na casca do tronco, onde se dd a extracdo do latex (DE FAY;
JACOB, 1989). Segundo Azzini et al. (1998), a casca é o principal componente
do tronco da seringueira, responsavel pela producdo de latex, transporte e
armazenamento de assimilados produzidos na folha. Além dos vasos laticiferos,
estdo presentes na casca, proximo ao cambio, os elementos de tubos crivados, as
células parengquimatosas e os raios medulares.

Estruturalmente, os laticiferos sdo classificados em dois tipos:
articulados e ndo articulados (ESAU, 1953; FAHN, 1988). Laticiferos
articulados sdo formados por fileiras de células alongadas, que se dispdem em
série, podendo suas paredes terminais permanecerem integras (articulados ndo
anastomosados) ou serem parcial ou totalmente removidas (articulados
anastomosados) (FAHN, 1988; EVERT,2006). Anastomoses podem ocorrer
também, entre anéis laticiferos adjacentes dentro de um mesmo sistema
laticifero articulado, constituindo uma complexa rede de vasos interligados

(PICKARD, 2008). Os laticiferos ndo articulados formam-se de células
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individuais que, mediante continuo crescimento, originam estruturas tubulares
pequenas e muito ramificadas e que ndo se fundem com outras células
semelhantes (MARQUES; GONCALVES, 1990; MESQUITA, 2004).

As estruturas envolvidas na producdo de latex na seringueira sdo 0s
laticiferos articulados (OLIVEIRA; ALVARENGA, 2008). Laticiferos ndo
articulados maduros provavelmente tém poucos ou nenhum plasmodesma
(SERPE et al., 2001), e ndo h& evidéncia para plasmodesmas em laticiferos
maduros articulados (FISHER, 1991), apesar de essas estruturas estarem
presentes no inicio do desenvolvimento desses vasos (INAMDAR et al., 1988).
Analises de plasmodesmas em laticiferos sdo pouco estudadas e ha poucos
trabalhos de microscopia eletrénica que fazem referéncia a plasmodesmas em
vasos laticiferos (PICKARD, 2008), no entanto, ainda assim, parece que um
laticifero maduro, forma frequentemente seu proprio dominio simplastico
isolado (DE FAY et al., 1989). Desse modo, parece razoavel supor que vasos
laticiferos obtém suas entradas de energia por um sistema simporte H*-produtos
(BOUTEAU et al., 1999), que serdo metabolizados em latex, o mesmo autor
relata que laticiferos de seringueira possuem um potencial de repouso da
membrana plasmatica, que pode ser despolarizado pela adicdo de glicose ou
sacarose e pode ainda, ser hiperpolarizado pela estimulacdo com etileno que
ativa simportadores de agticar, sensiveis a voltagem de canais de potassio (K").

Em secdo transversal, os vasos laticiferos aparecem como anéis, 0 que
levou a referéncia "anéis laticiferos”. O nimero médio de anéis laticiferos ¢ o
fator inerente ao clone mais importante do sistema laticifero (WEBSTER,;
PAARDKOOPER, 1989; OLIVEIRA; ALVARENGA, 2008), ao passo que 0
nimero de vasos laticiferos é um carater determinante da producdo em
seringueiras (HO et al., 1973, OLIVEIRA; ALVARENGA, 2008).

Laticiferos sdo, portanto, estruturas anatdbmicas envolvidas no

armazenamento, movimentacdo e liberagdo do latex, porém, os detalhes da
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importancia, mecanismo, ou fenomenologia de transporte de massa dentro deles
permanecem vagos, apesar de sua importancia econdmica global na produgéo de

borracha natural.

2.4 Estimulacgédo da producéo de latex

Os reguladores vegetais classificados como maturadores referem-se a
compostos quimicos capazes de modificar a morfologia e fisiologia vegetal,
podendo alterar qualitativa e quantitativamente a producdo de latex (PONTIN,
1995; CASTRO et al.,, 2001). O efeito comum dos reguladores vegetais
utilizados como estimulante é o de promover a producdo enddgena de
horménios ou de liberd-los no tecido vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2013). A
biossintese de borracha natural, como de outros metabdlitos secundarios, €
afetada por varios hormonios vegetais. Entre os hormdnios vegetais
extensivamente estudados, apenas o etileno foi identificado para estimular a
producio de latex em seringueira (COUPE; CHRESTIN, 1989).

O Ethrel®, cujo principio ativo é o ethefon (4cido 2-cloretilfosfonico), é
um estimulante do fluxo de latex que se mantém estavel na forma &cida, mas,
quando aplicado no painel de sangria, permite a evolucdo do horménio vegetal
gasoso etileno (BERNARDES, 1990).

O etileno liberado nos tecidos da casca atua sobre a permeabilidade da
membrana, levando a um fluxo de latex prolongado e no metabolismo geral
regenerativo (ZHU, ZHANG; 2009). Aumenta também a hidrdlise da sacarose
resultando na aceleracdo da glicélise, levando & melhoria do abastecimento da
fonte de carbono (TUPY, 1985; MESQUITA et al., 2006b) e mantém os vasos
laticiferos com paredes mais rigidas e espessas evitando a oclusdo e inibindo a
coagulacédo do latex (BOATMAN, 1966; CASTRO; VIRGENS, 1986).
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A estimulacdo é considerada de grande importancia para os sistemas de
explotagdo de seringueira. Seus efeitos nos drenos estdo relacionados a
mobilizacdo de reservas de acUcar, alcalinizacdo do latex, ativacdo do
catabolismo de carboidratos e sintese de isopreno, sendo, portanto, bastante
favoraveis a manutencdo de altos niveis de producdo por longos periodos
(BERNARDES, 1990).

A resposta a estimulacdo é normalmente definida pela proporcao entre a
producdo do sistema de sangria estimulado e a producdo do mesmo sistema de
sangria sem estimulagdo (MORAES et al.,1978). Geralmente, o estimulante é
aplicado em concentragdes entre 2,5% e 5% do ingrediente ativo, a intervalos de
trés meses, quatro meses em casca raspada, ou ainda pode acontecer
mensalmente durante oito a 10 meses seguidos (VIRGENS FILHO, 1986).

A aplicacdo bem gerenciada do estimulante a base de etileno em painéis
de sangria, geralmente ndo acarreta em secamento de painel que é, de modo
geral, um disturbio fisiologico causado por sistema de sangria intenso ou doses
excessivas do estimulante (BENESI; OLIVEIRA, 2000), desde que se garanta a
sanidade das arvores respeitando um intervalo minimo entre sangrias, 0 que
permite uma boa regeneracdo do latex e realimentacdo do tecido laticifero,
principalmente com sacarose (COSTA et al., 2008). Em sistemas de sangria com
frequéncia reduzida, utilizando-se dosagens recomendadas de Ethrel®, a acéo
estimulante mostrou-se eficiente mesmo apds cinco anos de tratamento
(ESCHBACH, TONNELIER, 1984).

2.4.1 Respostas da produc&o de latex a estimulagéo com Ethrel®

Imediatamente ap6s o corte da casca, o latex exsuda rapidamente

produzindo consideravel quantidade de borracha, este fluxo decresce com o
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tempo, até sua interrupcdo total pela coagulacdo do latex no corte
(BERNARDES, 1990).

O grande fluxo inicial de latex, imediatamente apds a sangria, é
explicado pela contracdo dos vasos laticiferos em fungdo da diminuicdo da
pressdo de turgescéncia dos vasos. A circulacdo de agua entre os tecidos do
floema, bem como o contetdo de agua do latex, é de grande importancia nos
processos de fluxo de latex.

A &gua proveniente do floema e xilema pode utilizar duas vias
complementares e circular entre e dentro de tecidos por vias simplasticas
(VARNEY et al., 1993), onde a 4gua e os solutos podem mover-se de célula
para célula através de plasmodesmas (BLACKMAN; OVERALL, 2001); e
espacos intercelulares, ou caminhos apoplasticos. Porém, ao contrario das outras
células que os rodeiam (células de parénquima, células vasculares, tubos
crivados e células companheiras, etc.), vasos laticiferos maduros séo
desprovidos de plasmodesmas (DE FAY; JACOB, 1989), e provavelmente a
agua seja transportada por aquaporinas (TUNGNGOEN et al., 2009), que sdo
proteinas de canal de agua que aumentam a permeabilidade da bicamada lipidica
da membrana celular a agua (AGRE, 2004).

O decréscimo na pressdo de turgescéncia ndo explica totalmente o
processo de cessacdo do fluxo (VIRGENS FILHO, 1986). Boatman (1966) e
Buttery e Boatman (1967) demonstraram que o fluxo do latex é rapidamente
restringido pela obstrucdo dos vasos em posicdes proximas ao corte pelo
rompimento dos lutoides, segundo componente principal do latex de Hevea
brasiliensis que contém cétions e sdo responséveis pela coagulacdo do latex,
principal causa do declinio na taxa de fluxo (GALIANI et al., 2011).

Embora seja uma caracteristica clonal, o indice de obstrugdo é
influenciado por fatores ambientais, especialmente pela manutencdo da

turgescéncia (HO et al., 1973). O seu valor indica uma intensidade de restrigdo
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ao fluxo ap6s a sangria e esse valor esté relacionado com a resposta de diferentes
cultivares a estimulacdo da producgdo (RAO et al., 1998).

Diversos aspectos positivos da estimulacdo com Ethrel®, para melhorar
o fluxo do latex e manter a produtividade e sanidade de seringueiras em sangria
tém sido relatados. Ribaillier (1970) constatou que a porcentagem de lutoides
que se rompem durante o fluxo de latex diminui de 13% a 6% ap0s tratamento
das plantas com ethephon. Mais tarde, Ribaillier (1972) mostrou que os produtos
estimulantes aumentam a permeabilidade das membranas dos lutoides e também
tém efeito estabilizante sobre estas particulas durante o fluxo. A produtividade
esta relacionada a regeneracdo de novas quantidades de latex e depende da
frequéncia com que a sangria é realizada. Para tanto, as reservas de carboidratos
fornecidas aos tecidos da casca e utilizadas na biossintese da borracha precisam
ser suficientes para suportar altas demandas, refletindo nos parametros
fisioldgicos relacionados com a produtividade. Porém, ainda ndo ha estudos que
relacionem o tempo entre a sintese da sacarose nos tecidos fonte e seu posterior
escoamento na forma de produto da biossintese de latex durante a sangria.

Em relacdo a sanidade das seringueiras, a aplicacdo de estimulantes a
base de etileno compensa a reducdo na frequéncia de sangria pelos ganhos de
producéo alcangados. Este fato tem como resultados préaticos a racionalizacdo no
uso da méo de obra e a reducdo no consumo de casca que diminui os riscos de
estresse das plantas (VIRGENS FILHO, 1986).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area experimental

Foram realizadas atividades em condicGes de laboratério e de campo,
acompanhando plantio ja existente em fase de producédo da cultura.

O trabalho foi conduzido na Fazenda Carandai, de propriedade do
senhor José Osvaldo Lima Salgado, em plantio comercial de seringueira
(RRIM 600) de oito anos, localizado no municipio de Nepomuceno (Figura 1),
na regido Sul de Minas Gerais, no periodo de outubro de 2014 a janeiro de 2015.
As coordenadas geograficas de referéncia sdo 21°17°33 S de latitude,
45°10°41>> W de longitude e 904 m de altitude. O clima do municipio é do tipo
CWB, segundo a classificacdo de Koppen (mesotérmico com verdes brandos e
suaves e estiagem de inverno). A cafeicultura é a principal atividade econémica
na fazenda e conta com a aptiddo de clima e solo (latossolo vermelho distréfico)
e infraestrutura da propriedade.

A vegetacdo anterior a implantacdo dos seringais era de mata nativa. O
plantio apresenta espacamento de 5,6 m x 2,3 m. As arvores utilizadas no
experimento estavam ha trés meses sem serem sangradas e foram selecionadas
32 arvores com diametro do tronco entre 55 e 65 cm (medido a cerca de 1,50 m
do solo), dessas, 16 arvores receberam estimulacdo com Ethrel® e 16 nio

receberam nenhum tipo de tratamento.
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Figural Localizacdo do municipio de Nepomuceno, MG
Fonte: Jonnhanes et al. (2007).

3.2 Unidades experimentais

O sistema de sangria adotado foi o de meia espiral (*2 S), em uma
inclinacdo de 35°, com duas sangrias por semana, espacadas de trés a quatro dias
(d/3 e d/4) realizadas a cerca de 1,20 m da superficie do solo. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos inteiramente casualizados, com dois
tratamentos e com 16 repeticBes cada, totalizando 32 plantas. Os tratamentos
experimentais foram compostos da seguinte forma: plantas que receberam a
aplicacdo do Ethrel® (CE) e plantas controle (SE).

As sangrias foram realizadas entre as 7h e 9h e os codgulos coletados de
trés a sete dias ap0s a sangria, em seguida foram prensados e acondicionados em
local seco, coberto e ventilado a temperatura média de 23 °C e o conteido de

borracha seca, pesados ap6s 28 dias.
3.3 Aplicac&o do estimulante Ethrel®

O Ethrel® PA (2- chloroethylphosphonicacid - ETHEFON) consiste num

regulador de crescimento do grupo etileno, produzido pela Bayer S/A e
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registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento/MAPA sob
n® 01505.

A solucdo de Ethrel® foi aplicada nas &rvores previamente selecionadas
para receber estimulacdo com auxilio de um pincel sobre o canal de sangria, sem
a retirada da fita.

A primeira aplicacdo do estimulante Ethrel® foi realizada em 28 de
outubro de 2014, apdés um periodo de aproximadamente trés meses sem a
realizacdo de sangria, seguindo as recomendacdes técnicas para o uso do produto
que consiste em: 5 g de Ethrel® PA dissolvidos em 1 L de agua (0,5% m/v) e
cada uma das arvores selecionadas recebeu aproximadamente 0,5 mL da
solucdo. Uma segunda aplicagdo foi realizada no dia 4 de dezembro de 2014, 34
dias ap6s a primeira aplicacdo, nas mesmas arvores selecionadas para
estimulacéo.

A primeira sangria apés o tratamento foi realizada no dia 31 de outubro
de 2014, trés dias ap6s a aplicacdo do Ethrel®. As sangrias foram espacadas de
trés a quatro dias (d/3 e d/4) totalizando 18 sangrias e cada aplicacdo do

estimulante, correspondeu a nove sangrias.
3.4 Avaliagdo da producéo de borracha seca

Os dados de producdo de borracha seca foram obtidos a partir da média
de sangrias realizadas durante o experimento de todas as plantas, realizadas de
outubro de 2014 a janeiro de 2015. O resultado foi expresso em gramas de
borracha seca por planta por sangria e em gramas de borracha seca por cm?® da
secdo do painel de sangria. Usando os valores da raz&o do raio do tronco com o
cosseno da inclinagdo (35°) do painel de sangria, foi obtido o comprimento da

secdo, que foi multiplicado pela espessura da casca, encontrando o valor em
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cm’da secdo de painel de sangria, obtendo, assim, a produtividade através da
razdo da producdo de borracha seca (g) por cm? da secdo de painel de sangria.

A drea de secdo de sangria foi calculada multiplicando-se o
comprimento do corte pela espessura da casca.

O comprimento do corte (I) é calculado pelo perimetro do tronco (PT)
dividido pelo comprimento relativo do corte (cc) em funcdo do sistema de
explotacdo (%2 para meia espiral) e dividindo-se pelo cosseno do angulo de
inclinacdo do corte (35°).

As arvores selecionadas para a realizagdo do experimento eram muito
semelhantes em suas caracteristicas morfolégicas. O perimetro do caule e a
espessura da casca foram medidos com auxilio de fita métrica e paquimetro
respectivamente.

As andlises estatisticas para os dados de producdo foram realizadas
utilizando-se o pacote computacional Sistema de Andlise de Variancia —
SISVAR (FERREIRA, 2002).

3.4.1 Avaliacgdo do indice de obstrucao

O indice de obstrucdo foi obtido medindo-se o volume de latex nos
primeiros 5 minutos apds a sangria que foi realizada entre 7h e 8h da manha, e
dividindo-se pelo volume total de latex coletado ao final da sangria. Para esta
avaliacdo, foram escolhidas cinco arvores que foram estimuladas com Ethrel® e
cinco arvores que ndo receberam estimulagdo. O resultado foi multiplicado por
100.
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3.5 Avaliagao dos teores de dgua, agUcares redutores e sacarose

A avaliacio dos teores de Agua, Aclcares Redutores e Sacarose,
seguiram os procedimentos protocolares realizados de forma rotineira no
Laboratério de Processamento de Produtos Vegetais, do Departamento de
Ciéncias dos Alimentos da UFLA.

O teor de agua foi determinado pelo método gravimétrico utilizando-se
amostras compostas relativas as quatro coletas realizadas durante o experimento.
Cerca de 5 g do material foram pesados em capsulas de porcelana em balanga
analitica (com resultados expressos em quatro casas decimais) e submetidos a
secagem em estufa regulada a 105 °C até peso constante (aproximadamente por
12 horas). Apds esse periodo, as cépsulas foram retiradas da estufa com o
auxilio de pingas tipo tenaz e armazenadas em dessecadores contendo silica até
que esfriassem (de 20 a 30 minutos). Por meio da diferenca entre 0 peso da
capsula com a amostra integral e o peso da capsula mais a amostra seca, obteve-
se 0 teor de &gua presente na amostra (AOAC, 2000).

Para a extracdo de agUcares solUveis, também foram utilizadas amostras
compostas relativas as quatro coletas realizadas durante o experimento. Foram
pesados 5 g de matéria seca de tecidos da casca e homogeneizadas em gral com
etanol. O extrato obtido foi centrifugado a 1.250 g por 10 minutos. O precipitado
foi novamente ressuspenso em 3 mL de etanol fervente e centrifugado,
repetindo-se o processo por trés vezes, e 0s sobrenadantes combinados. O
volume final foi completado para 25 mL. Desse extrato etanolico, 10 mL foram
colocados em funil de separacdo, onde se adicionoul0 mL de cloroférmio. Apds
uma leve agitacdo e um periodo de 5 minutos de repouso, a fase aquosa foi
coletada, e a fase cloroférmica foi submetida a trés lavagens sucessivas com
1 mL de agua destilada, sendo estas fases aquosas combinadas com a anterior. O

extrato aquoso foi evaporado num evaporador rotativo a vacuo a 45 °C. Apds a
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evaporacdo, foram adicionados 3,0 mL de agua destilada. Os acUcares sollveis
totais foram determinados pela reagdo com antrona (HODGE; HODFREITER,
1962); e os acucares redutores, conforme metodologia descrita por Nelson et al.
(1944). Os teores de sacarose foram estimados pelas diferencas entre os teores

de agUcares soluveis totais e redutores.
3.6 Analise da atividade enzimatica

As analises bioguimicas e enzimaticas seguiram 0s procedimentos
protocolares realizados de forma rotineira nos Laboratdérios de Nutricdo e
Metabolismo de Plantas e do Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA.

Todo o material vegetal utilizado para analise enzimatica foi obtido
através de corte realizado no painel das 32 arvores selecionadas, com o auxilio
de uma faca propria para sangria, entre 8h e 9h da manha. Foram retiradas do
painel de cada arvore, duas fitas da casca, com aproximadamente 1,00 mm de
espessura, sendo a primeira dispensada e a segunda acondicionada
imediatamente em nitrogénio liquido e transportada para o laboratério, onde
foram transferidas para conservacdo em freezer a -80 °C até o dia das analises.

A coleta do material vegetal para analise enzimatica foi realizada aos
sete e 21 dias ap6s a primeira aplicacdo de Ethrel® e aos 12 e 36 dias apds a
segunda aplicacdo. Foram avaliadas as atividades das trés isoformas de
invertase: acida do vactolo (IAV), neutra do citosol (INC) e acida da parede
(1AP), em arvores com estimulacéo (CE) e sem estimulagéo (SE) por Ethrel®.

As andlises estatisticas para as atividades enzimaticas foram realizadas
utilizando-se o pacote computacional Sistema de Andlise de Variancia —
SISVAR (FERREIRA, 2002).



40

3.6.1 Invertases da casca

Amostras de 0,4 g de casca do material obtidos conforme descrito
acima, foram trituradas com microtriturador Tecnal modelo TE 102 e N, liquido.
As amostras foram acondicionadas em eppendorf de 2,0 mL, com 1,5 mL de
meio extrator constituido de tampdo fosfato de potassio (100 mM pH 7,5),
PMSF (1 mM), MgCI2 (5 mM) e DTT (1 mM). Posteriormente, o conjunto foi
centrifugado a 18.000 g e 4 °C, durante 20 minutos (CAIRO et al., 2009). O
sobrenadante, extrato proteico de casca, foi utilizado como fonte bruta das
enzimas para avaliacdo da atividade das invertases sollveis. O pelet foi utilizado
para extrair a invertase acida da parede.

O meio de reacdo (2 mL) para as invertases foi constituido de tampao
0,1M, especifico no pH de cada isoforma; MgCl, 5 mM, sacarose 200 mM e
200 uL de aliquota do extrato proteico de casca. A temperatura de incubagao foi
de 37 °C e aliquotas de 100 uL. foram coletadas ao final de 10 e 70 minutos, para
calculo e determinacdo da atividade enzimatica.

Para a extragdo da invertase acida da parede, a metodologia foi realizada
de acordo com Fahrendorf e Beck (1990) com algumas modificacbes. Foi
utilizado o mesmo tampao de extracdo das invertases sollveis, no entanto, foram
adicionados NaCl 1M e Triton-X (1%). Posteriormente, centrifugou-se, a
18.000 g e 4 °C, durante 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a
realizacdo do ensaio enzimatico. O meio de reacdo (1,5 mL) para essa invertase
apoplastica foi constituido de tampédo acetato de sédio 0,1M pH 3,5, MgCl,
5 mM, sacarose 200 mM e 200 pL de aliquota do extrato proteico da invertase
acida apoplastica da casca. A temperatura de incubagao foi de 37 °C e aliquotas
de 100 pL foram coletadas ao final de 10 e 70 minutos para calculo e

determinacéo da atividade enzimatica.
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As atividades enzimaticas foram avaliadas pela quantificagdo de
acucares redutores produzidos, segundo o método DNS descrito por Miller
(1959). As atividades foram expressas em pmol de aglcares redutores (AR)

produzidos, por grama de matéria fresca.

3.6.2 Invertase neutra do latex

Na quantificacdo da invertase neutra do latex, 20 mL de latex foi
coletado aos 12 dias ap6s a segunda aplicacdo do estimulante. O material foi
centrifugado a 18.000g durante 1 hora a 4 °C, para extracdo do soro C. Ap6s
extracdo, uma aliquota de 300 pL do soro C foi adicionada a 4 mL de um meio
de reacdo contendo: 2,1 mL de tampdo fosfato de potassio 0,2 M pH 7,4; 2
mLde sacarose a 0,3 M e 1,4 mL de agua destilada e em seguida foi incubado
em banho-maria a 30 °C e uma aliquota de 500 pL do meio reacional foram
coletadas ao final de 10 e 70 minutos para a quantificacdo da atividade

enzimatica em DNS pelo método de Miller (1959).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados climaticos

A Figura 2A representa a flutuacio da temperatura, umidade relativa do
ar e de precipitacdo, ao longo do ano de 2014 e janeiro de 2015, para a regido de
Lavras — Sul de Minas Gerais, localizada a 34 Km de Nepomuceno onde foi
realizado o experimento. As quatro coletas de dados (outubro a janeiro de 2015)
foram realizadas dentro de uma faixa de precipitagdo média de 4,15 a 7 mm aos
sete e 21 dias; 9,4 mm dos 21 aos 50 dias e 5,3 mm dos 50 até os 70 dias (final
do experimento) representadas na Figura 2B.

Durante o periodo experimental, os valores de umidade relativa do ar
mantiveram uma variagdo de 92,25% a 46,5%, a temperatura média foi de 22,4
°C e o indice médio de precipitacdo foi de 7,07 mm. As condicBes ideais para o
cultivo da seringueira sdo associadas com os valores de temperatura maxima,
minima e precipitacdo pluvial de 30,4 °C, 22,8 °C e 72 mm respectivamente
(RAO et al., 1998).

O ano de 2014 foi caracterizado por uma das mais graves crises hidricas
que atingiu grandes areas do Brasil, inclusive Minas Gerais, onde o indice de
precipitacdo ficou significativamente abaixo do volume minimo esperado para a

estacdo chuvosa na regido Sul de Minas (NETA et al., 2015).
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Figura2 Temperatura, umidade relativa do ar e indice de precipitacdo. Na
Figura 2A, estdo representados os dados climaticos para o ano de
2014 e janeiro de 2015. Na Figura 2B, os mesmos dados sdo
referentes ao periodo experimental (28 de outubro de 2014 a 06 de
janeiro de 2015)

Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) - Estacdo: LAVRAS - MG.

Sob essa perspectiva, as caracteristicas fisiologicas e de produtividade
discutidas neste trabalho levam em consideracdo o periodo de seca atipico que
antecede e persiste no periodo experimental (28 de outubro de 2014 a 06 de

janeiro de 2015). Apesar das arvores selecionadas para o experimento ndo terem
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apresentado durante o longo periodo sem precipitacdo, caracteristicas visuais em
respostas ao défice hidrico, baixos teores de agua no solo afetam as trocas
gasosas como consequéncia do fechamento estomatico que é desencadeado
estrategicamente para reduzir a perda de agua, porém, pode limitar a assimilagao
fotossintética de CO,, ocasionando alteracBes no metabolismo de carboidratos
que serdo requeridos na biossintese do latex e consequentemente na

produtividade de borracha natural.
4.2 Producdo de borracha seca e caracteristicas do painel de sangria

Na Tabela 1, os dados de comprimento do corte, perimetro do caule,
espessura da casca e area de secdo de sangria, mostram que as plantas
selecionadas foram uniformes em relagdo as caracteristicas do painel de sangria,
visto que tais caracteristicas influenciam a produtividade em clones de

seringueira.

Tabelal Caracteristicas das arvores avaliadas (média de 16 arvores). SE: sem

estimulagdo com Ethrel®; CE: com estimulacdo com Ethrel®

Comprimento Perimetro do Espessura da Area de Secdo de
Tratamento do corte (cm) caule (cm) casca (cm) Sangria (cm?)
SE 36,0* 58,2% 0,5% 21,1%*
CE 36,1 58,1 0,6 223
CVv 5,75 5,76 19,06 24,64
EP 0,51 0,83 0,02 1,33

* Médias nio diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probalidade (P<0,05).

Em seringueiras, producdo e vigor estdo inter-relacionados e, segundo
Paardekooper, citado por Ho et al. (1973), mais da metade da variacdo na

producdo dos clones é devida as diferencas de circunferéncia do caule.
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Entretanto, a precocidade de producdo e de vigor somente é possivel em uma
arvore que se desenvolve vigorosamente na fase juvenil (SIMMONDS, 1989).
Ha& evidéncia experimental de que o vigor esteja positivamente correlacionado
com o desenvolvimento da circunferéncia do caule (EVERS et al., 1960).

Segundo Simmonds (1989), uma arvore de casca espessa torna-se mais
facil de ser sangrada e tem maior nimero de vasos laticiferos do que uma de
casca fina. Partindo dessa hipétese, Narayanan et al. (1973) observaram que
espessura de casca, diametro dos vasos e nimero de anéis de vasos laticiferos
estdo inter-relacionados em seringueiras adultas e correlacionados com a
producéo.

Uma correlacdo positiva entre perimetro do caule e espessura da casca

também foi observada nas arvores avaliadas, como mostra a Figura 3.

0,9
-~ 08 g e ]
3 0,7 ° o . .
@ e
O .~
= 0.6 o
5 %o
= ® . L
= ) L
w05 s .
§ .
= 04 .

0.3

54 56 58 60 62 64 66

Perimetro do Caule (cm)

Figura3 Correlagdo entre perimetro do caule e espessura da casca das 32

arvores avaliadas

Estudos realizados por Lavorenti et al. (1990) sobre a correlagdo entre

caracteres fenotipicos para selecdo e recomendacdo de clones produtivos, 0s
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autores demonstraram que a circunferéncia do caule contribuiu com 36% da
variacgao da producéo.

Os valores médios de producdo de borracha para os periodos de
aplicacdo do Ethrel® estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2 Producdo de borracha seca (média del6 arvores e 18 sangrias) e
indice de Obstrucdo dos vasos laticiferos (média de 5 arvores). SE:

sem estimulacdo com Ethrel®; CE: com estimulagio com Ethrel®

Produgdo de borracha seca

indice de
Tratamento (g arvore!.sangrial) (g.cm? de segdo.sangria!) Obstrugdo (%)
SE 38b 19b 145a
CE 53a 27a 80b
cv 2838 19,85 22.44
EP 478 031 1,14

As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05)

Os dados de producdo correspondem a nove sangrias realizadas em cada
uma das duas aplicacdes do estimulante, totalizando dezoito sangrias. As arvores
estimuladas apresentaram um aumento de 40% da producdo de borracha seca
quando comparada as arvores ndo receberam aplicacdo do Ethrel®. No entanto,
os valores de producdo de borracha seca verificados nesse trabalho, diferem dos
valores obtidos por Oliveira (2005), em que o uso do Ethrel® aumentou a
producdo de latex em 61,91% para o clone RRIM 600 com idade de 10 anos,
atingindo valores 131,94 g. arvore™.sangria®. O mesmo autor destaca que a
resposta a estimulacéo tende a ser mais positiva em plantas mais velhas, uma vez
que a sangria acarreta uma reducdo de crescimento, visto que o material que
seria utilizado para construgdo de novos tecidos € transferido para a borracha

colhida. E possivel que as diferencas entre os resultados do presente trabalho,
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em comparacdo com os de Oliveira (2005) sejam justificados por diferencas na
idade das plantas.

Outro fator que possivelmente influenciou na produtividade de borracha
seca, foi 0 baixo indice de precipitacdo verificado antes e durante o experimento.
Lima et al. (2002), avaliando clones RRIM 600, constataram que a maior
producdo de borracha ocorre nos periodos de maior precipitacdo e temperaturas
médias mais elevadas, ressaltando que a umidade relativa do ar e a
disponibilidade de &gua no solo contribuem para melhorar as condi¢des hidricas
das plantas e ainda aumentam o potencial de turgescéncia das células do tecido
laticifero, permitindo maior fluxo de latex e contribuindo para o aumento da
producéo.

Contudo, as plantas que receberam estimulacdo, ainda assim,
apresentaram um aumento significativo da produtividade. O Ethrel® interfere no
mecanismo de blogueio do escoamento do latex, com aumento do periodo de
exsudacdo resultando em maior produtividade (BOATMAN, 1966). Admite-se
que esse efeito é devido ao aumento da estabilidade dos lutoides, o que faz com
que os laticiferos levem mais tempo para serem obstruidos as proximidades da
superficie do corte (OLIVEIRA, 2005). Lutoides sdo particulas com membrana
bipolarizada que contém o soro B, cuja rapida acdo na floculacdo das particulas
de borracha é responsavel pela coagulacdo do latex e o rompimento destas
particulas esta relacionado a obstrucdo dos vasos laticiferos (BERNARDES,
1990). Desta forma, a estabilidade dos lutoides esta inversamente relacionada ao
indice de obstrucdo e diretamente relacionada com a produgdo de borracha
(JACOB et al., 1985; CASTRO et al., 1990).

Os valores de indice de obstrucdo dos vasos laticiferos podem ser
observados na Tabela 2, onde verifica-se que houve uma diminui¢do de 55%para
as plantas estimuladas com Ethrel®, o que provavelmente refletiu no aumento da

producdo, devido ao fato de ter ocorrido maior fluxo de latex durante a
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realizacdo da sangria, ndo somente nos cinco primeiros minutos, mas durante
todo o tempo de sangria.

Em estudos utilizando centenas de clones obtidos de pés-francos
previamente selecionados, foi observado que € possivel inferir sobre a producéo
de arvores adultas de clones por meio do indice de obstrucdo das plantas jovens
(HO et al., 1973). Os mesmos autores relatam que a selecdo precoce utilizando
esse critério reduziu em cerca de 50% o numero de clones testados em
experimentos, o que significou uma considerdvel redugdo no tamanho
populacional e também no ciclo do melhoramento.

A circulacdo de agua entre os tecidos do floema, bem como o contetido
de agua do latex, é de grande importancia nos processos de fluxo de latex, e
também sdo apontadas como responsaveis pela diminuicdo do indice de
obstrucdo (YIP; GOMEZ, 1980).

A andlise da atividade metabolica, com base na comparacdo entre o
contetdo de sacarose do latex e o teor de fosfato inorgénico (Pi), em diversas
areas da casca no tronco da seringueira estimuladas com Ethrel®, pode confirmar
a area de producdo da casca (CHANTUMA et al., 2009). Segundo este autor, de
acordo com o nivel de sacarose concorrente, esta &rea de alta atividade
metabolica pode ser dividida em duas partes distintas: i) A primeira area, com
baixo teor de sacarose e alto Pi, préximo do corte, que poderia ser considerada
como a area de regeneracdo do latex. ii) A segunda &rea, com altos teores de
sacarose e Pi, mais distante do corte, que representa uma area altamente ativa de
importacdo de sacarose, que consiste na reserva de sacarose para a proxima
regeneracdo do latex. Trabalhos com a aplicagdo de sacarose (C'*) na casca de
seringueira resultaram no aparecimento de radioatividade nas fracfes do citosol
e do latex coletado, e o processo foi acentuado pelo tratamento com estimulante
da producéo de latex (ESCHBACH et al., 1986).
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A estimulagdo com Ethrel® induz ainda uma diminuic&o na concentracéo
total de sélidos do latex, que corresponde a dilui¢do, provavelmente devido a um
influxo de agua nos laticiferos (TUNGNGOEN et al., 2009). Como as células
laticiferas maduras sdo desprovidas de plasmodesmas (DE FAY et al., 1989),
sugere-se que aquaporinas podem ser chaves no mecanismo fisiol6gico do
aumento induzido por etileno na producgdo de latex, uma vez que as aquaporinas
podem ter sua atividade regulada ao nivel pés-traducional em resposta aos
tratamentos hormonais (TUNGNGOEN et al., 2009). O mesmo autor relata que
as aquaporinas juntamente com a regulacédo dos transportadores de sacarose nos
laticiferos, e a alcalinizagdo citosélica dessas células, facilitam o influxo
apoplastico de agua. A combinacdo destes eventos pode ser responsavel pelo
prolongamento do fluxo de latex, representando, pelo menos, em parte, para o
aumento induzido por etileno na producao de latex em clones de seringueira.

A cada sangria o latex flui através dos vasos laticiferos, no sentido do
corte, de uma regido da casca denominada area de drenagem ou de secdo de
sangria (BERNARDES, 1990). Essa area € condicionada pelos diferentes
sistemas de explotacao das arvores de seringueira.

Trabalhos realizados por Frey-Wyssling (1933) e posteriormente por
Schweitzer (1941) mostraram que a area de drenagem situa-se quase
inteiramente abaixo do corte de sangria, com duas pequenas zonas localizadas ao
lado e acima do corte. A dimensdo da area de drenagem, e particularmente, o
comprimento longitudinal da area abaixo do corte, é provavelmente proporcional
a capacidade de producéo relativa da arvore (CASTRO et al., 1990).

A andlise dos teores de &gua, acucares redutores (AR) e sacarose nos
tecidos da casca da seringueira estdo representados na Tabela 3. O contetdo de
AR para as arvores estimuladas com Ethrel® foram maiores em relagdo ao
controle. J& o teor de &gua e o contetdo de sacarose ndo apresentaram diferengas

significativas para os tratamentos.
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Tabela 3 Teor de agua, acucar soltvel total (AST), aglcares redutores (AR) e
teores estimados de sacarose na matéria seca (MS) de tecidos da
casca na regido do painel das arvores avaliadas

Tratamento Teor de dgua (%) umol de AST.g'™MS pumol de AR.g'™™MS pmol de Sacarose.g'MS

SE 36,0* 1022,37b 477,78 b 544,59*
CE 36,4 1164,77 a 602,08 a 562,68
Ccv 1,75 5,08 8,43 5,03
EP 0,23 13,89 11,38 6,95

* Médias ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probalidade (P<0,05).

Um menor teor de sacarose e maior teor de AR em regides préximas ao
corte, podem estar correlacionados a rapida utilizacdo da sacarose através de sua
hidrélise pelas isoformas de invertases ou SuSy, com a finalidade de
disponibilizar hexoses para a biossintese do latex (TUPY, 1985; CONDURU
NETO, 1986), como também para a sintese de parede celular, fundamentais para
0s processos de regeneracdo da casca. Lima et al. (2002), analisando tecidos da
casca, observaram que a quase totalidade dos aglcares sol(veis totais (AST) foi
composta de agucares redutores, o que indica que a hidrélise da sacarose pelas
isoformas de invertase, ou pela SuSy presentes nesse tecido, leva a maior
disponibilidade de hexoses para a rota glicolitica e, consequentemente,
possibilita a maior producao de borracha.

Outro aspecto importante, além da eficiéncia no suprimento de sacarose
aos tecidos préximos a area de drenagem, é a pressdo de turgescéncia do tronco
no momento da sangria. No periodo que antecede a sangria, a pressdo de
turgescéncia no interior dos laticiferos encontra-se em equilibrio com a dos
tecidos circunvizinhos. A incisdo feita para a extragdo do latex provoca a sua
exsudacdo pela contragdo desses vasos. Isso promove uma redugdo na pressédo de

turgescéncia, estabelecendo uma diferenga de potencial hidrico com os tecidos
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adjacentes, resultando na transferéncia de agua para os vasos laticiferos, o que
causa a diluicdo do latex (BUTTERY; BOATMAN, 1967). A pressao de
turgescéncia nos vasos laticiferos € facilitada pela translocacdo de agua através
de aquaporinas, que como dito anteriormente, tém sua expressdo modulada pela
estimulagdo com Ethrel® (TUNGNGOEN et al., 2009).

4.3 Atividade das invertases em tecidos da casca de seringueira

Na Figura 4, pode-se observar que houve diferenca significativa para a
atividade da 1AV nos tecidos da casca de arvores de seringueira que receberam
estimulacéo com Ethrel®, em relagdo ao controle. Em todos os dias avaliados, 0

tratamento CE foi estatisticamente superior ao controle.
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Figura4 Atividade da invertase acida do vactolo (IAV). As médias foram
comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
(P<0,05). Letras mailsculas comparam 0s tratamentos com e sem
Ethrel® (CE e SE) em cada tempo e letras mintsculas comparam o

efeito do tempo em cada tratamento.

O aumento da atividade da IVA pode estar correlacionado a acumulacao
de hexoses no vacuolo amenizando os efeitos do défice hidrico. Os processos
bioguimicos por serem dindmicos, podem ser afetados por fatores enddgenos e
ambientais, principalmente em condi¢Ges de baixa disponibilidade hidrica, o que
pode causar a diminuicdo do volume celular e favorecer o acumulo de agucares
(DAVIES; ROBINSON, 1996; SANTOS et al., 2013).

Estudos com milho relatam que a atividade da 1AV pode ser estimulada
por estresse hidrico. Foi verificado que a hidrolise da sacarose via 1AV estimula
0 descarregamento do floema e o sequestro de sacarose pelo vaclolo, e

consequentemente contribui para a manutencdo da turgescéncia celular através
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de uma possivel queda no potencial osmético, através do acimulo de hexoses
nesse compartimento (KIM et al., 2000).

O actimulo de metabolitos em plantas (ajustamento osmatico) sob défice
hidrico proporciona reducéo do potencial osmético mediante aumento liquido na
concentracdo de solutos intracelulares (CHAVES, 1991). Esse ajustamento pode
auxiliar a seringueira a manter o turgor, sustentando o influxo de agua dentro
dos tecidos internos da casca, contribuindo e prolongando o fluxo de latex.

Deste modo, o0 aumento da atividade da IAV pode ter correlagéo positiva
com a baixa precipitagdo registrada na regido onde foi realizado o experimento,
bem como, com a aplicacdo do Ethrel®, uma vez que os maiores valores para
IAV foram obtidos das plantas que receberam a estimulag&o.

Tem sido relatado que o tratamento da casca da seringueira com Ethrel®
ativa uma ATPase ligada ao tonoplasto do vactolo (GIDROL, 1988),
translocando prétons do citosol para este compartimento e consequentemente,
favorecendo a acidificacdo do tonoplasto e a alcalinizacdo do pH citosolico a
favor de processos metabdlicos, melhorando o catabolismo de sacarose no meio
intracelular e a regeneracao do latex em células laticiferas através da ativacao de
varias enzimas dependentes do pH (JACOB et al., 1982; CHRESTIN, 1984). Foi
demonstrado também, que a acidificacdo vacuolar é concomitante com o
aumento do teor de ATP no latex (AMALOU et al., 1992). A IAV promove a
clivagem da sacarose com maior eficiéncia, quando submetidas a niveis de pH
situados entre 4,5 e 5,0 e a atividade da INC é maximizada em niveis de pH
situados entre 7,0 e 7,8. Deste modo, 0 aumento da atividade da ATPase ligada
ao tonoplasto, pode ser uma provavel explicagdo para a resposta positiva a
estimulacdo com Ethrel®, tanto para IVA pela acidificacdo do vactolo, quanto

também para INC (Figura 5) pela alcalinizag&o do citosol.
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Figura5 Atividade da invertase neutra do citosol (INC). As médias foram
comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
(P<0,05). Letras mailsculas comparam 0s tratamentos com e sem
Ethrel® (CE e SE) em cada tempo e letras minGsculas comparam o
efeito do tempo em cada tratamento.

A atividade da INC apresentada na Figura 5 foi estatisticamente superior
nas plantas que receberam estimulagdo em ambos os periodos de aplicacdo do
Ethrel®. Das trés isoformas de invertase analisadas na casca, a INC foi a que
mais respondeu a estimulacdo, sendo que na média das quatro avaliacGes, a
atividade da INC das plantas que receberam estimulacdo com Ethrel®, superou
em 37% as plantas controle. Entretanto, nas duas aplicacbes, o efeito do
estimulante caiu apos a aplicacéo, apesar de ainda assim, as arvores estimuladas
(CE) apresentarem maior atividade da INC que as arvores que ndo receberam
estimulagéo (SE). Em estudos sobre os efeitos da estimulacdo com Ethrel® no
clone PB217, realizados por Dusotoit-Coucaud et al. (2010) em arvores virgens

e maduras, foi verificado que a estimulacdo aumentou o fluxo de latex
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especialmente para as primeiras sangrias, chegando a ser 27 vezes maior que 0
controle, 40 horas apds o tratamento.

De forma andloga a 1AV, a INC também pode ter seu desempenho
provavelmente favorecido pelo aumento da atividade de uma ATPase, porém,
ligada a membrana plasmatica que tem sua atividade promovida pela
estimulacdo com Ethrel®, intensificando um sistema simporte de sacarose-H*,
envolvido na absor¢do desse acucar em laticiferos (BOUTEAU et al., 1992).
Estudos de rotulagem comprovaram que a sacarose possui alta afinidade para o
simporte com H* através da membrana plasmatica de laticiferos e que esta
caracteristica revela a grande capacidade desse dreno peculiar para importagdo
desse actcar (TANG et al., 2010).

A estimulacdo com Ethrel® também poderia intensificar a atividade da
INC através de um provavel efeito no aumento de transportadores de sacarose.
Os transportadores de sacarose desempenham um papel importante no
carregamento e descarregamento do floema e participam na transferéncia de
sacarose entre os compartimentos apoplasticos e simplasticos (RIESMEIER et
al., 1994; BURKLE et al., 1998; BRAUN; SLEWINSKI, 2009; CHEN et al.,
2012)

Dos transportadores de sacarose ja estudados, apenas dois (HbSUT1A,
HbSUT2A) foram encontrados para ser, em diferentes graus, significativamente
estimulados pelo etileno (DUSOTOIT-COUCAUD et al., 2010) e promover um
maior abastecimento de sacarose para 0 meio intracelular dos laticiferos
(COUPE; CHRESTIN, 1989; ZHU; ZHANG, 2009). Geralmente esses
transportadores de sacarose sdo codificados por uma familia multigénica
(MARGER; SAIER, 1993) e desempenham um papel fundamental em processos
fisiol6gicos tanto nos 6rgdos fonte, como nos drenos (ZHU; ZHANG, 2009). A
disponibilidade de transportadores de sacarose nos tecidos da casca da

seringueira, eventualmente, pode estar envolvida na maior atividade das
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invertases sollveis (IVA e INC), por facilitar a entrada desse substrato do
apoplasto para o citosol e consequentemente do citosol para o vacuolo.

Um fator importante e que deve ser levado em consideracdo, é o fato de
que todos os mecanismos citados neste trabalho para justificar a alta atividade da
INC, podem também favorecer a atividade da sacarose-sintase (SuSy), uma vez
gue ambas possuem a mesma localizacdo celular. Apesar de estarem envolvidas
na hidrdlise de um mesmo substrato — sacarose —, a participacdo de cada uma
dessas enzimas nos diversos processos que levam ao crescimento e
desenvolvimento de plantas se dé de forma diferenciada (CAIRO et al., 2009). O
alto Km da SuSy para a sacarose e limitacdes impostas a esta enzima pelas
concentracdes de UDP no citosol (AVIGAD, 1982; LOEFI et al. 1999) ndo
impedem totalmente que sua atividade possa ter sido sobreposta a atividade da
INC. Tupy e Primot (1976) observaram que, em condic¢Oes naturais, a clivagem
da sacarose pela SuSy pode ser significativa, principalmente na regeneracdo da
casca (KOCH, 2004). No entanto, os mesmos autores relatam que a aplicagéo de
Ethrel® & casca é seguida de um aumento da utilizacdo de sacarose e da
producdo de borracha, induzido pelo aumento do pH que leva a uma maior
atividade das invertases. Nesse caso, sugere-se que maiores investigacdes sejam
realizadas sobre a participacdo de cada uma dessas enzimas na hidrélise de
sacarose e regeneracdo da casca em plantas de seringueira estimuladas com
Ethrel®.

Outras evidéncias sugerem que alteragdes na nutricdo mineral podem
influenciar a atividade de algumas enzimas (PRADO, 1979; JACOB et al.,
1982). Segundo esses autores, alguns ativadores, como fosfatos, nitratos e tiois,
podem estar presentes no citosol em concentrag@es suficientes para promover a
alcalinizagdo desse compartimento e influenciar a atividade da invertase neutra,
cuja agdo sobre a hidrdlise da sacarose representa uma etapa chave na

biossintese de latex. Porém, ndo ha na literatura, nenhuma correlagdo entre a
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estimulacdo com Ethrel® e nutricio mineral, sobre a atividade das diferentes
isoformas de invertase em seringueira.

Neste trabalho, a atividade da INC também foi avaliada no latex, o que
pode ser justificado pelo fato do latex ser essencialmente o contetudo
citoplasmatico de células laticiferas (GOMEZ; MOIR, 1979; D'AUZAC;
JACOB, 1993; DE FAY; JACOB, 1989; CHOW et al., 2012).

Na Figura 6, ha uma comparacdo entre a atividade da INC analisada em
tecidos da casca da seringueira e da invertase neutra encontrada no latex (INL)
em amostras coletadas aos 50 dias do experimento e que correspondem aos 12
dias ap6s a segunda aplicacdo do Ethrel®.
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Figura 6 Atividade da invertase neutra do citosol (INC) e invertase neutra do

0

latex (INL). As médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade (P<0,05). Letras mailsculas comparam 0s
tratamentos com e sem Ethrel® (CE e SE) em tecidos da casca da
seringueira (INC) e no latex (INL)
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A atividade da invertase neutra no citosol (INC) e da invertase neutra no
latex (INL) apresentaram diferencas significativas entre as plantas que
receberam a aplicagdo do estimulante Ethrel® e as plantas controle. No entanto,
ndo houve diferenca em relacdo ao tipo de material analisado, o que mostra
claramente que a atividade da isoforma citosélica analisada no latex, pode ser
usada para se estimar a atividade da INC em tecidos da casca, pois apresentam
0s mesmos valores.
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Figura7 Atividade da invertase &cida da parede celular (IAP). As médias
foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
(P<0,05). Letras mailsculas comparam o0s tratamentos com e sem
Ethrel® em cada tempo e letras minGsculas comparam o efeito do
tempo em cada tratamento CE e SE

A atividade da invertase acida da parede celular (IAP) das plantas
estimuladas apresentou aumento significativo apenas nas primeiras coletas ap6s

a aplicacdo do estimulante (sete e 12 dias) como pode ser observado na Figura 7.
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Contudo, esse aumento nao foi tdo expressivo quanto o verificado para 1AV e
INC entre as plantas que receberam estimulacao.

O inexpressivo aumento da atividade da 1AP, quando comparada com o
aumento das outras isoformas intracelulares (IAV e INC), pode ser atribuido ao
fato desta enzima (IAP) estar praticamente satura pelo substrato (sacarose). A
aplicacdo do Ethrel® praticamente em nada alterou sua atividade, porém
intensificou a atividade das isoformas intracelulares. Isto ocorreu
provavelmente, como consequéncia de um aumento na expressdo de
transportadores de sacarose influenciado pela estimulacdo com Ethrel® e que
facilitam a transferéncia desse aclcar entre os compartimentos apoplasticos e
simplasticos. Ainda assim, a atividade da IAP na hidrélise de sacarose no
apoplasto é importante, pois estabelece um gradiente de concentracdo da fonte
para o dreno determinando a forca do dreno.

Em seringueiras ndo estimuladas com Ethrel®, foi verificada pelo
método in vivo, uma melhor quantificacdo da atividade da IAP, com reflexos na
atividade invertéasica 4cida total, por basear-se na incorporacao do tecido vegetal
fragmentado - e ndo do extrato enzimatico - ao meio de reagdo (Cairo et al.,
2009). Porém, Cairo et al. (2009) destacam que a metodologia empregada tende
a favorecer a quantificacdo de aclcares redutores produzidos pela acdo da IAP,
uma vez que, para quantificacdo da atividade das invertases soluveis (IAV e
INC), a sacarose presente no meio de reacdo precisa ser transportada, através da
membrana plasmatica, para o citosol para ser hidrolisada pela INC, ou ainda do
citosol para o vaclolo para que a hidrdlise possa ser realizada pela IAV e os
acucares redutores produzidos precisam percorrer 0 trajeto inverso para que
possam ser gquantificados. No entanto, neste trabalho, nas plantas controle (SE),
nenhuma variacéo entre as trés isoformas de invertase foi verificada, como pode
ser observado na Figura 8, onde esta representada a média do total da atividade

das trés isoformas de invertase, das quatro amostras coletadas neste
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experimento. Entretanto, nas plantas que receberam estimulacdo (CE), a
atividade da IAP foi menor que a verificada para IAV e INC.
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Figura 8 Atividade total das trés isoformas de invertase (IAV, INC e IAP) para
as quatro coletas realizadas durante o experimento. As médias foram
comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
(P<0,05). Letras mailsculas comparam os tratamentos com e sem
Ethrel® (CE e SE)

Os fatores climéaticos entre outubro de 2014 a janeiro de 2015,
especificamente o baixo indice de precipitacdo no periodo que antecede e
permanece durante o periodo experimental, possivelmente interferiram nas
respostas das isoformas soltveis (IAV e INC), como consequéncia da adaptagéo
ao défice hidrico, por meio do qual o aumento liquido na concentracdo de
solutos no interior das células pode auxiliar na manutengdo da turgescéncia,
permitindo as plantas manterem suas atividades metabdlicas, crescimento e
produtividade (TURNER, 1997). A partir de trabalhos produzidos na Ultima
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década, tornou-se evidente que as plantas percebem e respondem rapidamente
mesmo a alteragdes pequenas na disponibilidade hidrica através de uma série de
eventos fisioldgicos, celulares e moleculares que ocorrem em sequéncia ou em
paralelo (CHAVES et al., 2009).

Contudo, o aumento da atividade da IAV e INC também pode ter sido
influenciado principalmente pela estimulagdo com Ethrel®. Entretanto, estudos
complementares devem ser realizados para se verificar a resposta a estimulacéo,
das diferentes isoformas de invertases sob a influéncia de fatores climaticos em
tecidos da casca de seringueira, que ndo foi objeto de estudo e atencdo nesta

pesquisa.
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5 CONCLUSOES

a)

b)

d)

O uso do estimulante Ethrel® aumentou o desempenho produtivo do
clone RRIM 600;

A estimulacdo com Ethrel® aumentou a producéo de borracha seca
por area de secdo de sangria;

Em seringueiras estimuladas com Ethrel®, houve uma diminuicio no
indice de Obstrucéo dos vasos laticiferos;

A aplicacdo do estimulante Ethrel® no painel de sangria aumentou a
atividade das enzimas invertase acida do vacuolo e invertase neutra
do citosol em tecidos da casca da seringueira na regido do painel de

sangria.
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