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INCOMPATIBILIDADE POR TRANSLOCAGAO EM ENXERTOS DE CLONES
DE COPA DE SERINGUEIRA E O CLONE DE PAINEL IPA 1.
TESTES DA HIPOTESE DO EFEITO DO POTENCIAL CIANOGENICO DOS
CLONES DE COPA

Autor: Larissa Alexandra Cardoso Moraes

Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto de Camargo e Castro
RESUMO

O clone IPA 1, de seringueira (Hevea brasiliensis), apresenta incompatibilidade
por translocagdo, em enxertos de copa com varios clones de outras espécies de Hevea. O
primeiro sintoma da incompatibilidade € a auséncia do escoamento do latex no caule do
IPA 1, abaixo da unido do enxerto, devida a coagulagdo do latex nos laticiferos. Segue-
se a necrose da casca do IPA 1, em enxertos com trés a quatro langamentos foliares e a
morte do enxerto ap6s o anelamento completo da casca.

A aplicagdo de solugdes de KCN no caule provocou rapida coagulagdo do latex,
com concentragdes muito baixas de KCN, no IPA 1, com concentragdes mais altas no
clone Fx 4098 e ndo teve efeito no Fx 3864, exceto leve redu¢do de escoamento, com a
dose mais alta. Os tratamentos com KCN causaram necrose apenas proximo ao local das
aplicagcdes. Com solugdes de linamarina houve translocagdo de maior quantidade desse
glicosideo cianogénico, a julgar pela necrose em maior extensdo ao longo do caule,
também precedida pela coagulag¢do do latex, mostrando-se o IPA 1, novamente, sensivel
as concentragdes mais baixas de linamarina, com doses mais altas provocando os
mesmos efeitos no Fx 4098 e sem ocorréncia de efeitos no Fx 3864.

A extrema sensibilidade do IPA 1 corresponde a atividade muito baixa na casca
do caule de desintoxicagdo do cianeto pela B-cianoalaninasintase ($-CAS), que
corresponde, nesse clone, a0 mesmo nivel encontrado em espécies ndo cianogénicas,
tendo o Fx 3864 apresentado atividade muito alta e o Fx 4098, um pouco menor. A

maior atividade de B-glicosidase encontrada no IPA 1, associada a baixa atividade de B-
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CAS, provoca acuniulo de HCN livre na casca do caule desse clone, responsavel pelos
sintomas observados nos tratamentos com linamarina.

Os clones de baixo potencial cianogénico (HCN-p) mostraram-se compativeis,
bem como os que possuem HCN-p alto nas folhas jovens, sem redugdo nas folhas
maduras. Os clones de HCN-p alto, com sensivel redugdo nas folhas maduras,
mostraram-se incompativeis. Esse conjunto de evidéncias é coerente com a hipotese de
que a incompatibilidade ¢ causada pela transloca¢do de glicosideo cianogénico das
folhas dos clones enxertados, para o caule do IPA 1. A forma natural de transporte é o
diglicosideo linustatina, encontrado em exsudado de nectarios da base do peciolo. A
atividade de B-diglicosidase, mais alta no caule do IPA 1, é também uma evidéncia a
favor da hipotese da translocagdo. Como a linustatina é transportada em baixa
concentra¢do no floema e a atividade encontrada de B-diglicosidase foi muito mais baixa
que a de P-glicosidase, explica-se o intervalo mais longo para o aparecimento da
necrose. que com os tratamentos com linamarina.

A semelhanga dos sintomas descritos com os da sindrome do secamento do

painel de sangria sugere o envolvimento da cianogénese na sua evolugéo.



TRANSLOCATION INCOMPATIBILITY OF CROWN CLONES OF
Hevea spp., BUDDED ONTO IPA 1 (H. brasiliensis). TESTS OF THE
HYPOTHESIS OF THE EFFECT OF THE CYANOGENIC POTENTIAL

OF THE CROWN CLONES

Author: Larissa Alexandra Cardoso Moraes

Adpviser: Paulo Roberto de Camargo e Castro

SUMMARY

The clone IPA 1 of rubber tree (Hevea brasiliensis) presents translocation graft
incompatibility with crown clones of other Hevea species. The first symptom of
incompatibility is the blockage of latex flow on the IPA 1 stem below the graft union,
due to latex coagulation. This is followed by bark necrosis of IPA 1, when the budded
crowns reach three to four leaf whorls.

Treatments of stems with KCN solutions caused rapid latex coagulation, with
very low concentrations, in IPA 1, the same effect being observed with higher
concentrations, in Fx 4098, but only a slight reduction of latex flow, with the highest
concentration, in Fx 3864. KCN treatments caused necrosis only close to the site of
application. There was a higher amount of translocation with linamarin solutions, as
judged from the necrosis extending longer along the stem, preceded by latex
coagulation, again with the lower concentrations of linamarin in IPA 1, with higher
concentrations in Fx 4098, without any effect in Fx 3864.

The extreme susceptibility of IPA 1 is matched by a very low cyanide
detoxifying B-cyanoalanine synthase activity in the stem bark of IPA 1, which is of the
same order of non-cyanogenic species, whereas the Fx 3864 displayed a very high
intensity of B-CAS activity and the Fx 4098 a somewhat lower activity. The higher B-
glycosidase activity found in IPA 1, together with the low B-CAS activity, led to the
accumulation of free HCN in the stem bark, which accounts for the observed symptoms

of linamarin application.
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Clones with low cyanogenic potential (HCN-p) in young leaves were found to be
compatible, as well as clones with high HCN-p, but maintaining a high HCN-p in
mature leaves. Clones with high HCN-p in young leaves, but with significant reduction
in mature leaves, were incompatible. This set of evidences support the hypothesis that
the incompatibility is due to the translocation of cyanogenic glycosides from the leaves
of budded crowns to the stem of IPA 1. The diglycoside linustatin, found in the exsudate
of nectaries at the base of the petioles, is the natural form of transport in Hevea. The
high diglycosidase activity found in the stem of IPA 1 is an additional support for the
translocation hypothesis. As linustatin is transported in low concentration in the phloem
and the B-diglycosidase activity was found to be much lower than the -glycosidase
activity, this explains why the lag for the outcome of necrosis in the incompatible
combination is longer than with the application of linamarin.

The symptoms described are similar to those found in the tapping panel dryness

syndrome, suggesting a link between cyanogenesis and the development of bark dryness.



1 INTRODUCAO

A enxertia de copa com clones de seringueira (Hevea spp.) resistentes ao mal-
.das-folhas, causado pelo fungo Microcyclus ulei, vem sendo objeto de pesquisa ha
varios anos e tem sido utilizada em plantios comerciais, em pequena escala, na
Amazonia e no litoral sul da Bahia.

Em 136 combinag¢des copa/painel ja estudadas na Amazodnia e no litoral sul da
Bahia, nunca houve registro de quebra do caule no tecido de unido do enxerto de copa.
Com uma Unica exceg¢do para a combinagéo do clone Fx 516, como copa de PR 107, que
teve quebra do caule no tecido de unido, causada por ventos fortes (Dunham et al.,
1982). Em outros casos de quebra do caule pelo vento, verifica-se que ocorrem acima ou
abaixo do tecido de unido, o que demonstra auséncia de incompatibilidade localizada, do
tipo descrito por Mosse (1962) e Hartmann et al. (1990), mesmo em se tratando de
combinacdes entre espécies, como de Hevea pauciflora ou H. benthamiana, sobre
troncos de H. brasiliensis (Pinheiro et al., 1988).

Essa ocorréncia rara de incompatibilidade localizada, mesmo nos enxertos entre
diferentes espécies de Hevea, corresponde a alta taxa de introgressdo de genes entre espécies
encontradas em ambiente natural (Baldwin Jr., 1947 e Seibert, 1947) e a alta
compatibilidade dos cruzamentos interespecificos dos programas de melhoramento genético.

A incompatibilidade por translocagdo, tal como definida por Mosse (1962) e
Hartmann et al. (1990), ndo havia ainda sido registrada em enxertos da mesma espécie,
ou entre espécies de Hevea.

Em ensaio de teste de clones de copa, utilizando-se plantas jovens, tal tipo de
incompatibilidade foi constatada, recentemente, em combinagdes cujo clone de painel

foi o IPA 1 e os de copa, os provenientes de H. pauciflora e H. guianensis var.
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marginata. Vale ressaltar que copas de Hgm 3 (H. guianensis var. marginata) e Fx 985
(H. brasiliensis) mostraram-se compativeis nas combinagdes com o mesmo painel
(Moraes & Moraes, 1996).

Em ensaio anterior, a copa de IAN 6158 (H. brasiliensis x H. benthamiana)
também mostrou-se compativel, tendo sido, porém, a tnica copa utilizada sobre o IPA 1
(Moraes & Moraes, 1995). Nessa fase ndo foi, portanto, evidenciada a incompatibilidade
por translocagéo.

Apds a constatacdo dessa anomalia, foi testada, sobre o IPA 1, a enxertia com
varios clones hibridos de H. pauciflora com H. rigidiflora e H. guianensis var.
marginata e dois clones de H. nitida.

Apenas os dois clones de H. nitida, CPAA C 64 e CPAA C 65, mostraram-se
compativeis. Lieberei (1988) encontrou um teor muito baixo de glicosideos cianogénicos
nas folhas de H. nitida, o que conduziu a hipdtese de que a incompatibilidade dos clones
de copa com IPA 1 estaria relacionada com a cianogénese, embora as particularidades de
localizagdo intracelular, metabolismo e translocagdo dos compostos cianogénicos em
Hevea (descritos na revisdo de literatura), tornasse pouco provavel uma relagéo simples
de causa e efeito com o teor de glicosideos cianogénicos nas folhas.

Para verificar a possibilidade de a incompatibilidade descrita estar relacionada
com a cianogénese, bem como buscar um maior esclarecimento dessa relagdo, o trabalho
objetivou estudar: a resposta a aplicagdo de solugdes de cianeto de potdssio (KCN) e
linamarina em caules jovens de clones de seringueira, em termos de manifestagdo de
sintomas externos € internos e, no caso da linamarina, concentragdo de HCN livre; a
acdo "in vitro" do KCN no latex desses clones; a determinagdo de atividade das enzimas
B-glicosidase, B-diglicosidase e B-cianoalaninasintase na casca dos clones estudados; o
desenvolvimento de combinagdes de enxertos, tendo sempre como clone de painel o IPA
1 e como copa, clones de baixo potencial cianogénico (HCN-p); bem como, a dosagem
de HCN-p em folhas jovens e maduras de alguns desses clones de copa e de outros cujo

resultado da enxertia ja era previamente conhecido.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell.-Arg.) € originaria da Regido
Amazonica, onde as condi¢des climaticas sdo mais favoraveis ao seu crescimento e a
producgdo de latex. Porém, tais condigdes sdo também propicias a surtos epidémicos
severos do mal-das-folhas, enfermidade causada pelo fungo Microcyclus ulei (P. Henn.)
v. Arx. Tal fato tem frustrado, ha mais de seis décadas, as tentativas do estabelecimento
da heveicultura na regido, apesar dos esfor¢os da pesquisa em termos de melhoramento
genético e controle quimico (Moraes, 1997).

A heveicultura expandiu-se no Brasil nas "areas de escape" do Centro Oeste €
Sudeste, caracterizadas por estagdo seca prolongada e intensa, onde foram plantadas, até
1998, 200.000 ha com seringueira, dos quais cerca de 39.000 ha em Sdo Paulo,
atualmente o maior produtor, com 26.478 toneladas, seguido do Mato Grosso, com
8.734 toneladas (Pinheiro, 1997).

Fora das "4reas de escape", a enxertia de copa com clones resistentes ao M. ulei
apresenta-se, atualmente, como a unica solugdo disponivel para a heveicultura na
América Latina, podendo ser também a unica alternativa caso o mal-das-folhas
ultrapasse a barreira climatica existente nessas areas. Em um contexto mais global,
também representa a alternativa de solugdo caso ocorra a introdugdo dessa enfermidade
no Sudeste da Asia (Moraes, 1997).

A enxertia de copa ¢ utilizada na Malésia e na India no cultivo de seringueira
para a solu¢do de problemas menos graves que o mal-das-folhas, tais como

suscetibilidade a quebra das copas pelo vento e outras enfermidades das folhas (Rubber



Research Institute of India, 1987 e Tan & Leong, 1977). Nesses paises, os clones
utilizados como copas enxertadas sdo de H. brasiliensis, sendo registrados, inclusive,
aumentos de produtividades com o uso de copas enxertadas (Yoon, 1972)

As primeiras tentativas de enxertia de copa com clones resistentes ao mal-das-
folhas, no Brasil, foram feitas em Belterra, municipio de Santarém, estado do Pard, com
clones de H. brasiliensis. resistentes apenas as ragas locais daquela época (Pinheiro et
al., 1989). Virios experimentos, a época, demonstraram o efeito depressivo que copas
enxertadas de outras espécies de Hevea exerciam sobre a produtividade do latex do
clone de painel (Ostendorf, 1948; Lasschnit & Volema, 1952; Langford, 1957; Radjino,
1969 e Bahia & Sena Gomes, 1981). Tais resultados serviram de forte argumento para
atribuir baixa prioridade a pesquisa de enxertia de copa como solugdo para a
heveicultura na Amazoénia sempre imida. Além disso, havia, também, a expectativa de
bons resultados com os procedimentos classicos de melhoramento genético e com o
controle quimico do mal-das-folhas em seringais adultos. Porém, devido & variabilidade
e mutabilidade do M. wulei, ndo foi possivel obter clones produtivos com resisténcia
estavel e o controle quimico mostrou-se inviavel nas condigdes da Amazonia (Moraes,
1997).

Os principais obstaculos a adog¢do dessa técnica da enxertia de copa para
recuperagdo de seringais na Amazonia foram o efeito depressivo da produgdo de latex,
causado por copas resistentes ao M. ulei, enxertadas em clones produtivos e suscetiveis,
e os baixos indices de pegamento da enxertia de copa, o que pode estar associado a

formagdo de processos de incompatibilidade (Moraes, 1997).

2.2 Processo de incompatibilidade em enxertia

Quando comparada aos animais, as plantas oferecem maior plasticidade, em se
tratando do estabelecimento de unido bem sucedida de tecidos vivos com composi¢do
genética diferente, uma vez que permitem a enxertia até entre géneros diversos (Herrero,
1951). Apesar dessa maior tolerdncia das células vegetais em se adaptar as novas
condigdes impostas pela simbiose forgada, ndo € incomum o desenvolvimento de

processos de incompatibilidade de enxertia em plantas. Nessas condi¢des, o termo



incompatibilidade ¢ definido como um fendmeno de senescéncia prematura causada por
processos fisiologicos e bioquimicos (Feucht, 1988).

O género Hevea, embora consista de poucas espécies, exibe consideravel
variabilidade genética e morfologica, estando adaptado a uma ampla faixa de sitios
ecologicos (D'Auzac et al., 1989). Essas variabilidades encontram-se marcadamente
presentes entre os clones produtivos e os resistentes (Moraes, 1997), o que, dependendo
do grau de antagonismo celular entre os componentes do enxerto, pode dificultar a
conexdo das duas plantas, impedindo que permanegam vivas e subseqiientemente
cres¢cam e se desenvolvam como uma tinica planta.

Hartman et al. (1990) classificam os tipos de incompatibilidade em trés
categorias: induzida por virus, localizada e por translocago.

Incompatibilidade induzida por virus: caso em que um dos componentes do
enxerto esteja infectado com virus, porém em condigdo inativa, sem manifestagdo de
qualquer sintoma, e 0 outro componente apresente rea¢do de sensibilidade. A unido ndo
sera bem sucedida, desenvolvendo sintomas semelhantes aos observados em condigdes
de incompatibilidade. Esse tipo de incompatibilidade ainda no foi registrado em Hevea.

Incompatibilidade localizada: caso em que a reagdo aparece no ponto de unido
dos componentes do enxerto como resultado do contato direto entre células
genotipicamente diferentes. Usando-se, como ponte, um terceiro componente que seja
compativel as duas outras partes, os sintomas de incompatibilidade desaparecem e a
planta pode se desenvolver normalmente. Muitos sintomas estdo associados a esse tipo
de incompatibilidade, destacando-se entre eles a descontinuidade do cambio vascular.

Conforme mencionado na Introdugdo, ha registros de pequeno numero de casos
de incompatibilidade localizada em Hevea.

Incompatibilidade por translocag¢do: o uso de enxerto intermedidrio compativel
ndo ¢ capaz de reverter o quadro de incompatibilidade, sugerindo que substincias
translocadas do cavalo para o cavaleiro, ou do cavaleiro para o cavalo, estejam
envolvidas. Nesse caso, observa-se a degeneragdo do floema e conseqiiente restri¢do ao

movimento dos carboidratos.



Em seringueira esse tipo de incompatibilidade foi observada em enxertos de copa
nas combinagdes cujo clone de painel foi o [PA 1 e os de copa, os provenientes de H.
pauciflora e H. guianensis var. marginata. Nessas combinagdes, ocorreu a morte do
clone de copa, em enxertos com trés ou quatro langamentos, cujo crescimento até essa
fase foi bastante vigoroso, evidenciando boa conexdo dos elementos condutores no
tecido de unido do enxerto. Como sintomas externos iniciais ocorreu um amarelecimento
repentino das folhas do clone de copa, que morreram dentro de poucos dias,
permanecendo presas ao caule, o qual também murchou e morreu poucos dias apos
(Moraes. 1999).

A morte do clone de copa foi precedida por necrose do caule do painel IPA 1, a
partir de 3 cm a 5 cm abaixo da placa, ainda visivel, do enxerto. A necrose estendeu-se
por 10 cm a 15 cm ao longo do caule do IPA 1, do mesmo lado do caule onde se localiza
a placa do enxerto, expandindo-se, depois, lateralmente, com anelamento completo, apos
0 que, sobreveio a morte do enxerto (Moraes, 1999).

Quando os enxertos ainda estavam em pleno crescimento, deixou de haver
exsudacdo de latex da casca do IPA 1, na mesma area onde depois ocorreu necrose. A
falta de exsudagdo foi devida a coagulagdo do latex nos laticiferos, comprovada pela
coloragdo com Sudam III, em cortes & mio livre, de casca ndo tratada com fixador. A
auséncia de exsudagdo do latex, ocorreu em plantas ja com dois langamentos maduros;
no inicio, a casca foi aparentemente sadia, apresentando-se amarelada dentro de uma a
duas semanas, passando, depois, a apresentar uma camada de tecido necrosado entre o
floema condutor e a epiderme, que se expandiu, atingindo toda a espessura da casca
(Moraes, 1999).

Combinagdes compativeis foram obtidas utilizando como painel o clone IPA 1 ¢
como copa, clones de H. nitida (Moraes, 1999), cujo potencial cianogénico € baixo
(Lieberei, 1988).

Dentre os compostos translocéaveis através dos componentes do enxerto, que sdo
capazes de provocar esse tipo de incompatibilidade, destacam-se os que, através de sua

hidrdlise, liberam acido cianidrico (HCN), os chamados cianogénicos.



Gur (1957), estudando enxertos de marmeleiro sob pereira, observou que o
glicosideo cianogénico prunasina ocorre no marmeleiro € ndo na pereira. Nas
combinagdes incompativeis ha, na casca do caule da pereira, hidrolise mais rapida do
glicosideo translocado. Apds a aplicag¢do de amigdalina no caule da pereira, esse mesmo
autor verificou o aparecimento na casca do caule dos mesmos distirbios anatomicos
causados pelo acimulo de HCN nas combina¢des incompativeis, com bloqueio do
sistema condutor do floema. A amigdalina é um diglicosideo, que perdendo uma
unidade de glicose, transforma-se no monoglicosideo prunasina, que, entdo, sofre

hidrdlise catalisada por B-glicosidase, liberando HCN, como mostra a reagdo:

Amigdalina —» Prunasina —» Mandelonitrila HSN
(diglicosideo) (monoglicosideo) (nitrila) Beazaldetido

2.3 Cianogénese

O fenémeno da cianogénese em plantas superiores € relativamente comum,
aproximando-se de 2.000 o numero de espécies com conhecida capacidade cianogénica.
Essas espécies sdo gimnospermas e angiospermas, tanto mono quanto dicotiledoneas, e
estdo distribuidas entre aproximadamente 110 familias. Destacam-se, por apresentarem
maior nimero de espécies cianogénicas, as familias: Rosaceae (150 espécies),
Leguminosae (125), Gramineae (100), Araceae (50), Compositae (50), Euphorbiaceae
(50) e Passifloraceae (30) (Conn, 1980).

Outros organismos, como certas bactérias e fungos e até mesmo alguns tipos de
insetos, também sdo capazes de produzir HCN, diferenciando-se das plantas,
principalmente, quanto a natureza das substancias que o liberam (Conn, 1980).

Em plantas superiores, os compostos identificados como capazes de liberar HCN
sdo denominados de substancias cianogénicas e podem ser de dois tipos: os glicosideos
cianogénicos e os lipideos cianogénicos. Embora o numero de espécies de plantas que
apresentam cianogénese seja grande, o numero de glicosideos ou lipideos cianogénicos €
pequeno, em um total de apenas 17. Somente quatro sdo de natureza lipidica, ocorrendo

em uma unica familia, Sapindaceae (Conn, 1980).



Na familia Euphorbiaceae, os glicosideos cianogénicos mais comumente
encontrados sdo linamarina (2-hidroxisobutironitrila-p-D-glucopiranosideo) e (R)-
lotaustralina [(R)-(2-hidroxi-2-metilbutironitrila-B-D-glucopiranosideo)], ocorrendo, em
geral, na mesma planta, embora ndo necessariamente na mesma propor¢do. Estudos
sobre a biossintese desses glicosideos revelaram que a produgdo de linamarina e
lotaustralina decorre da ag¢do de enzimas sobre valina e isoleucina respectivamente
(Hahlbrock & Conn, 1971). Lieberei et al. (1986) verificou a presenga desses dois
glicosideos em vdrias espécies do género Hevea, encontrando valores para a quantidade
de lotaustralina sempre inferiores aos de linamarina, ndo ultrapassando 3% do contetdo
total de glicosideos cianogénicos, ndo tendo sido detectada em H. brasiliensis. No
entanto, pequenas quantidades de lotaustralina foram observadas por Mallika et al.
(1991) nessa espécie de Hevea.

A cianogénese esta presente em nove das onze espécies existentes de Hevea
(Lieberei, 1988). Em 87 clones, oriundos do cruzamento de varias espécies, foi
verificada a liberagdo de HCN em vdrios 6rgdos, como folhas, raizes e peciolos. No caso
de clones oriundos exclusivamente de H. brasiliensis ndo houve liberagdo de HCN no
latex, mesmo apo6s a adi¢do da enzima que catalisa a hidrélise do glicosideo cianogénico
(Lieberei, 1986).

O contetdo dos glicosideos cianogénicos em Hevea varia muito entre espécies.
Em uma tnica planta varia com o érgdo, bem como com o estddio de desenvolvimento
deste (Lieberei, 1988). Durante o desenvolvimento da folha, cujos estddios foram
definidos por Dijkman (1951), o estadio C corresponde ao de maior conteido desses
glicosideos, verificando-se um significante declinio quando a folha atinge o estddio D
(Lieberei, 1988).

2.3.1 Processos de liberagao e metabolismo do HCN

A liberagdo do HCN ocorre quando a planta sofre algum ferimento. Em plantas
intactas, as enzimas que promovem a quebra dos glicosideos cianogénicos, chamadas
genericamente de B-glicosidases, encontram-se separadas destes por compartimentagdo

(Conn, 1980).



Na seringueira, por ocasido do ferimento, os glicosideos cianogénicos
armazenados no vacuolo (Gruhnert et al., 1994) sdo liberados e entram em contato com
a B-glicosidase existente nas paredes das células. Pela agdo da P-glicosidase, o
glicosideo € separado nas suas partes agicar e aglicona (o-hidroxinitrilas ou
cianohidrinas), que, por sua vez, é quebrada em HCN e carbonila pela atividade da a-
hidroxinitrilase (Selmar, 1986). O HCN livre pode se difundir rapidamente através do
tecido vegetal ou pode ligar-se a carbonilas ou iminas, retardando sua liberacdo
(Lie’berei, 1988).

Em Hevea tem-se observado, ainda, a desintoxica¢do por fixagdo enzimatica
catalisada pela -cianoalaninasintase, enzima presente em alta atividade, especialmente
em folhas, cotilédones e raizes muito jovens (Lieberei, 1988). Em mamiferos a
desintoxicagdo de HCN ocorre pela a¢do da enzima rodanase que, segundo Chew
(1973), também esta presente no género Hevea. As reagdes para liberacdo e refixagdo do

HCN foram representadas por Lieberei (1988):

I Liberacao
Glucosideo licosidase Cianohidrina Hidroxinitrilase > HCN
Cianogénico e : + +
Glucose \ Aldeido ou
Cetona
IT Refixag¢iao
A . " i
Carbonilas — »  Cianohidrinas ou
HCN + . - ;
ou Iminas Cianoaminas
B

HCN + Cisteina p-Cianoalaninasintase B [S-Cianoalaninaio—bASpamgina

2.3.2Enzimas envolvidas nos processos de liberacao e metabolismo do
HCN na planta

Selmar et al. (1987b) estudaram a B-glicosidase linamarase, caracterizando-a por

apresentar baixa especificidade, portanto, com amplo espectro de substratos,



promovendo a quebra de todos os B-glicosideos e P-galactosideos, que ocorrem no
género Hevea. Usando p-nitrofenil-glucosideo (p-NPG) como substrato, a enzima exibiu
um pH 6timo de 5.6. Em solugdo a 2 mmol L'l,- desse mesmo substrato, e incubagdo de
dez minutos, encontraram uma atividade maxima da enzima a 62°C. Observaram. ainda,
uma baixa sensibilidade as variagdes de concentragdo das solugdes tampdes empregadas
na sua extragdo. Os valores de K,, e V,, determinados foram maiores para os substratos
linamarina (7,6 mmol L' e 191.000 mmol mg'l min") e lotaustralina (7,7 mmol Lle
95.000 mmol mg' min"'), quando comparados aos valores obtidos com outros
substratos, ndo havendo uma relagéo direta entre eles, ou seja, enquanto os K, para esses
dois substratos foi praticamente o mesmo, o valor do V,, para linamarina foi o dobro.

A atividade da linamarase em Hevea varia dependendo do d6rgdo vegetal, bem
como do seu estadio de desenvolvimento (Lieberei, 1988). Nas folhas os picos de
atividade da linamarase foram observados nos estadios B; e C (Selmar et al., 1989),
correspondendo aos picos de conteudo dos glicosideos cianogénicos nesse Orgdo
(Lieberei, 1988).

Nas amostras de linamarase purificada, extraida de folhas de seringueira, foi
verificada a ocorréncia de 14 formas decorrentes de agrega¢des do mondémero de 64.000
D. As formas monoméricas e oligoméricas sd0 enzimaticamente ativas e
interconversiveis, inexistindo oligdmeros inativos (Selmar et al., 1987b).

Marcinowski et al. (1979) mostraram que os precursores da lignina, coniferina e
seringina, sdo hidrolisados durante a lignificagdo por glicosidases localizadas na parede
celular, sendo esse processo similar em todas as plantas superiores.

Em Hevea a tnica B-glicosidase detectada € a linamarase, encontrada unicamente
no apoplasma. Esse fato indica que essa enzima € a responsavel pela hidrélise de todos
os B-glicosideos que ocorrem naturalmente no género, incluindo coniferina; devendo,
portanto, estar, também, envolvida nos processos de lignificacdo além da cianogénese
(Selmar et al., 1987b e Gruhnert et al., 1994).

A o-hidroxinitrilase, ao contrario da B-glicosidase, ¢ encontrada inteiramente no
interior da célula vegetal (Gruhnert et al., 1994) e catalisa a dissociagdo da acetona

cianohidrina e mandelonitrila (Selmar et al., 1989).
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Além da agdo da hidroxinitrilase, a liberagdo do HCN das cianohidrinas ocorre
espontaneamente em meio alcalino, no entanto, a faixa 6tima de pH para a linamarase ¢
de 5.6 (Selmar et al., 1987b), nessas condi¢des a liberagdo espontdnea ocorre muito
lentamente (Cooke, 1978). Portanto, para uma rapida cianogénese € necessdrio que
ambas as enzimas, [-glicosidases e hidroxinitrilases, estejam presentes em quantidades
adequadas (Lieberei, 1988).

Selmar et al. (1989) estudaram a razdo existente entre as atividades das enzimas
hidroxinitrilase e linamarase em clones oriundos do cruzamento entre varias espécies de
Hevea, observando que, apesar da grande variagdo encontrada entre clones, a razdo, em
70% das plantas analisadas, variou entre 1 e 4, e a razdo para mais de 90% das plantas
foi maior do que 1,1, sendo que a média foi de 2,0 (n = 32). Havendo portanto, na
maioria dos casos, valores de atividade superiores para a hidroxinitrilase do que para
linamarase. Além dissb, apesar dos valores observados para a atividade de ambas as
enzimas variarem significativamente durante o desenvolvimento da folha de uma tnica
planta, esses mostraram-se sempre maiores para a hidroxinitrilase. Portanto, a limitagdo
da cianogénese em Hevea esta praticamente associada a atividade da enzima linamarase.

A enzima envolvida no metabolismo vegetal do HCN é a B-cianoalaninasintase
(B-CAS), que catalisa a reagdo entre o HCN e a cisteina para formar -cianoalanina e
sulfeto de hidrogénio (Floss et al., 1965; Blumenthal, et al., 1968 e Castric et al., 1972).
Esse metabolismo ¢ muito vantajoso para as plantas, ja que o produto B-cianoalanina
pode ser metabolizado para asparagina, que, por sua vez, pode ser incorporada no
metabolismo geral da planta (Miller & Conn, 1980).

Em espécies ndo cianogénicas a presenga dessa enzima estd relacionada com o
mecanismo de desintoxicagdo na sintese endogena de etileno, onde ha formagdo de HCN
na fase em que o acido carboxilico aminociclopropano (ACC) é transformado em etileno
(Peiser et al., 1984 e Goudey et al., 1989).

A sintese da B-CAS € no citoplasma e sua localizagdo nos mitocondrios, onde o
sequestro do HCN impede que esta reaja com o citocromo aas, inbindo a respira¢do

normal (Peiser et al., 1984).



Miller & Conn (1980) estudaram o metabolismo do HCN em varias espécies de
plantas superiores, pertencentes a géneros diversos, incluindo espécies cianogénicas e
ndo cianogénicas. Esses autores encontraram uma tendéncia geral de relagdo direta entre
a atividade da enzima e o potencial cianogénico das plantas.

Em Hevea. entretanto, Umbach (1989) encontrou grande variagdo de atividade de
B-CAS, expressa em relagdo ao peso das folhas, nos oito clones estudados, sem
proporcionalidade com o potencial cianogénico. Por exemplo, em H. nitida a atividade
de B-CAS em folhas do estadio B, foi de 2.4 nmol de H,S g"' s, enquanto no clone
RRIM 600, com HCN-p muito mais alto, a atividade em folhas no mesmo estadio foi de
apenas 0,5 nmol de H,S g s™'. Foi, entretanto, encontrada proporcionalidade entre B-
CAS e HCN-p, quando comparados os valores em folhas, caule e raizes de um mesmo
clone, com niveis mais baixos de B-CAS e HCN-p no caule e auséncia de $-CAS nas
raizes, correspondendo a um HCN-p muito baixo.

2.3.3 Fungao da cianogénese e dos compostos cianogénicos na planta

A fungdo bioldgica mais freqiientemente atribuida a cianogénese em plantas ¢ a
de prote¢do contra herbivoros, devido as propriedades toxicas do HCN liberado pelo
tecido vegetal que sofreu ferimento (Kakes, 1990). No entanto, espécies cianogénicas
como a seringueira, sdo atacadas por insetos, ou mesmo mamiferos. Além disso, em
Hevea a capacidade de liberagdo de HCN esta diretamente associada a susceptibilidade
ao ataque do fungo M. wlei, pois a germinagdo dos seus esporos € favorecida por altos
niveis de cianeto (Lieberei, 1988) que, por sua vez, inibem a sintese de fitoalexinas,
particularmente da escopoletina, toxica a esse patogeno (Lieberei et al., 1989).

O papel que os compostos capazes de liberar HCN desempenham em plantas
intactas, sem ferimentos e nfo infectadas, é ainda bastante controverso. Selmar et al.
(1990) consideram que esses produtos secundérios podem agir como armazenadores de
nitrogénio em sua forma reduzida.

Em algumas espécies tém sido observadas indicagdes de que desempenham
diferentes fungdes na germinagdo das sementes (Lieberei et al., 1986). Em Phaseolus
lunatus L. os glicosideos cianogénicos sdo translocados dos tecidos de armazenamento

(cotilédones) para os 6rgdos em crescimento das plantas jovens, ndo havendo perda do
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potencial cianogénico durante o desenvolvimento da muda e o conteido do precursor
cianogénico linamarina permaneceu constante por toda planta, durante 25 dias (Clegg et
al., 1979). Outros trabalhos mostraram que os glicosideos foram metabolizados dentro
da planta (Bough & Gander, 1971), podendo o HCN, liberado durante o metabolismo,
ser usado para suprimento de nitrogénio via PB-cianoalanina e asparagina, como ja
mencionado anteriormente.

Nas sementes de seringueira os glicosideos cianogénicos sdo armazenados no
endosperma. Durante o desenvolvimento da plantula, o contetido desses glicosideos €
reduzido para 15% do conteudo original, sem perda de HCN para o meio, nem aumento
de HCN-p de raizes, folhas ou caule. Tais fatos vém a ser um forte indicio de que, em
Hevea, os compostos cianogénicos ndo apresentam, como fung¢do primdria a prote¢do
contra herbivoros, mas sim a de compostos armazenadores de nitrogénio para sintese de
proteina, pelo menos na fase de germinag¢do (Lieberei et al., 1986 e Selmar et al.,
1987b).

2.3.4 Transporte dos compostos cianogénicos no interior da planta

Em plantulas de Hevea a enzima B-CAS, capaz de metabolizar o HCN liberado
pela hidrélise dos glicosideos cianogénicos, encontra-se nos cotilédones, folhas e raizes
e os glicosideos, no endosperma da semente. Portanto, para que possa ocorrer a
metabolizagdo do HCN € necessario que esses glicosideos sejam transportados at€ o
local de ocorréncia da enzima. Como a linamarase, B-glicosidase do género Hevea
responsavel pela quebra dos glicosideos cianogénicos, ocorre no apoplasma, Selmar
(1993) estudou um possivel modelo que explicasse o transporte da linamarina em
plantulas, sem a sua, aparentemente inevitavel, degradagao.

Nesse modelo, a linamarina existente no endosperma, seria acrescentada uma
nova unidade de glicose, transformando-se em um diglicosideo cianogénico,
denominado linustatina (Figura 1), que ndo sofre a a¢@o da linamarase, podendo, entdo,
ser translocado do endosperma para o cotilédone ou folhas sem sofrer hidrélise.

Em plantas adultas de seringueira ocorre uma maior concentragdo de compostos

cianogénicos nas folhas jovens, ndo tendo sido observadada ainda sua translocagdo para
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outras partes da planta, o que poderia ocorrer de forma semelhante ao verificado em

plantulas.
CH;\C/ CN CH;\C/CN
CH;y” ™0 -Glicose CH;~ 0 -Glicose
|
5 . O - Glicose
Linamarina Linustatina

Figura 1. Glicosideo (linamarina) e diglicosideo cianogénico (linustatina) que ocorrem
em Hevea brasiliensis.

A constatacdo da presenca de linustatina em exsudado obtido do endosperma da
semente (Selmar et al., 1987b) e dos nectarios extraflorais das folhas, cuja composig¢do
qualitativa do néctar corresponde ao do fluido do floema, sendo observado, ainda, nesse
caso a completa auséncia de linamarina (Selmar, 1993); o conteudo superior desse
diglicosideo em sementes armazenadas por seis dias, comparado ao conteido em
sementes frescas (Selmar et al., 1987) e a auséncia no apoplasma da B-diglicosidase,
linustatinase, responsavel pela hidrolise da linustatina (Gruhnert et al., 1994), sdo
evidéncias que propiciam a teoria do transporte da linamarina via linustatina em Hevea,
grande credibilidade.

A agdo da B-diglicosidase sobre a linustatina ocorre de modo simulténeo. ou seja,
os produto obtidos sdo um dissacarideo, gentiobiose, e uma cianohidrina, e ndo de modo
sequencial, cujos produtos seriam linamarina e uma molécula de agucar. Tal fato facilita
a metaboliza¢do do HCN e, portanto, a utilizagdo do atomo de nitrogénio para a sintese
de compostos nédo cianogénicos (Selmar et al., 1991).

O significado fisiologico dos compostos cianogénicos como reserva de
nitrogénio em Hevea, sdo indicados ainda pelas seguintes observagdes: durante o
desenvolvimento da plantula o decréscimo no conteudo de linamarina no endosperma da
semente ¢ acompanhado do aumento da atividade das enzimas B-diglicosidase e B-CAS
(Selmar et al., 1988) e a detecgdo de proteinas e outros compostos marcados com "*C nas
raizes, folhas e caules, apos a aplicagdo de linustatina marcada com "C em cotilédones

de plantulas de Hevea (Selmar et al., 1993).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagao
As coletas e as andlises dos materiais vegetais foram realizadas no Centro de
Pesquisa Agroflorestal da Amazénia Ocidental (Embrapa-CPAA), localizado no

municipio de Manaus, Estado do Amazonas.

3.2 Resposta a aplicagcao de KCN, em dose Unica

As aplicagdes foram efetuadas em ramos de 7 a 9 meses, com cerca de 1 cm de
didmetro no entrené do penultimo langamento, brotados do caule principal decapitado,
de plantas de jardim clonal, do clone de painel IPA 1 (H. brasiliensis), que apresenta
sintomas de incompatibilidade quando enxertado com clones de copa provenientes de H.
pauciflora e H. guianensis var. marginata, ¢ dos clones de painel Fx 4098 e Fx 3864 (H.
brasiliensis) que sdo compativeis com essas mesmas copas.

O KCN foi aplicado em solugdo aquosa com dimetilsulféxido (DMSO), 0,05%,
em duas repeti¢des de cada uma das seguintes concentragdes em mg L 0,0064; 0,032;
0,16; 0,8; 4,0; 20,0 e 100,0.

Para a aplicagdo das solugdes, os ramos foram cortados abaixo do penultimo
langamento com folhas maduras, com retirada dos coagulos de latex e certificagdo da
parada completa de escoamento.

Em cada ramo cortado foi realizada uma s aplicagdo de 2 mL de cada solugéo,
contidos em segmentos de 5 cm de tubo plastico de paredes semi-eldsticas, com 1 cm de
didmetro interno, tendo cerca de 1,5 c¢cm inseridos ao redor do caule, a partir do topo

cortado, com vedagdo de fita veda rosca entre a parede do tubo e a epiderme do caule.



Apos a aplicacdo da solugdo e a verificagdo da auséncia de vazamento. os tubos
foram cobertos com papel aluminio.

No clone Fx 4098 foi aplicada, adicionalmente, a mesma série de diluigdes de
KCN em solugdo aquosa de DMSO 0,05%, acrescida de sacarose 0,1 mol L™, para
verificar a ocorréncia de um possivel efeito de cotransporte.

A verificacdo da exsudagdo do latex foi efetuada por puncturas com estilete de 1
mm de didmetro. Ao final das observagdes foram realizados cortes da casca a méo livre,

corados em Sudam III, sem prévia fixagdo, para observagdo microscopica.

3.3 Resposta a aplicagao continua de KCN

As aplicagdes foram efetuadas como na aplicagdo de uma unica dose de 2 mL
por planta, descrita no item anterior, mantendo-se a solu¢do nos tubos com reaplicagdes.
Foram testadas as seguintes concentragdes:

Clone IPA 1-0,032mgL" e 0,16 mg L™

Clone Fx 4098 — 0,16 mg L' e 20 mg L™

3.4 Resposta a aplicagao de linamarina

A técnica de aplicagdo da linamarina foi idéntica a da aplica¢do continua de
KCN, porém com volume inicial de 3 mL, durante cinco dias. Foram também
registrados os efeitos sobre o escoamento do latex, a ocorréncia de sintomas externos de
necrose na casca e realizadas observagdes microscdpicas em cortes de casca a mio livre.
Foi incluido um tratamento testemunha com solugdo aquosa de DMSO 0,05%. As

concentragdes testadas de linamarina em mg L foram: 0,04; 0,2; 1,0; 5.0; 25,0 e 125.0.

3.5 Acao do cianeto na coagulacao do latex in vitro

De plantas adultas dos clones Fx 3864, Fx 4098 e IPA 1, sangradas duas vezes
por semana em meia espiral, sem estimulagfo, foi coletado latex em frascos de vidro de
50 mL, circundados com gelo em copo de plastico e transportados em caixa de

poliestireno.



Em 20 mL do latex de cada clone, previamente equilibrado com a temperatura
ambiente, foi aplicada. com bureta, uma solugdo de KCN, 300 mmol L™, com agitagio
vigorosa a cada aplicagdo de 0.1 mL, até que se verificasse a coagulagdo, dentro de 20
segundos apos a aplicacdo de cada aliquota, registrando-se o volume consumido da

solugdo de KCN.

3.6 Concentragcao de HCN livre nos caules submetidos a diferentes
témpos de exposicao a solugao de linamarina

A técnica de aplicagdo da linamarina foi a mesma descrita para o item anterior,
utilizando-se apenas a concentragdo de 6 mg L™, em solugdo aquosa de DMSO, 0,05%.
As aplicagdes foram efetuadas em caules jovens dos clones IPA 1 e Fx 3864, com duas
repeticdes para cada tratamento, sendo considerada cada repeticdio uma planta e os
tratamentos os diferentes tempos de exposi¢do do caule a a¢do da linamarina: 6 horas, 12
horas, 16 horas e 24 horas e ainda um tratamento testemunha, sem aplicagdo de
linamarina. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia. completada pelo teste
F e, por se tratarem de fatores quantitativos, realizou-se a analise de regressdo
polinomial com significancia de 1% de probabilidade.
3.6.1 Preparo da amostra

O método utilizado para extragdo foi adaptado de Cooke (1978) e Selmar (1986).

Os caules foram coletados nos tempos determinados para cada tratamento. No
laboratorio, retirou-se 1 g de casca, a partir da ponta do caule que estava em contato com
a solugdo de linamarina. As cascas foram picadas e moidas em gral com pistilo pré
resfriado com a adi¢@o de 4 mL de solugdo também pré resfriada de acido ortofosférico,
0,067 mol L", que, segundo Cooke (1978), inativa a enzima, e de 500 mg de areia
lavada com solugdo de acido cloridrico, 10%, solug¢do sulfocromica e, por fim, dgua
destilada.

O macerado obtido foi centrifugado a 20.000 g por 14 minutos, entre zero € seis
graus centigrados. O sobrenadante foi entdo transferido para frasco de vidro com

capacidade para 30 mL.



3.6.2 Determinacao de HCN livre

Do sobrenadante obtido apos centrifugacéo, foi retirado 0,1 mL para outro frasco
idéntico ao anterior. ao qual adicionou-se 0,45 mL de NaH,POy, (0,067 mol L"), 0,6 mL
de NaOH, (0,2 mol L") e 3,85 mL de agua destilada, num total de 5 mL. Para o branco
foi utilizado 0,1 mL do sobrenadante adicionado de 0,45 mL de NaH,PO,, completando-
se o volume para 5 mL com agua destilada.

A seguir, foram acrescentados os reagentes do kit Spectroquant da Merck para
determinagdo de cianeto em solugdes, nas quantidades adequadas para amostras de 5
mL. A leitura da absorvancia a 585 nm foi feita cinco minutos apos a adi¢do dos
reagentes, tempo necessario para o desenvolvimento da coloragdo. O calculo da
quantidade de cianeto liberado, por grama de matéria fresca de casca, foi feito com base

em curva padrdo de cianeto, nas concentragdes em mg L1de0,1;0,2;0,3;0,4¢0,5.

3. 7 Atividade da B-cianoalaninasintase (B-CAS)

A atividade da enzima foi determinada na casca do caule dos clones IPA 1, Fx
4098 e Fx 3864 em trés repeti¢des para cada clone, sendo cada repeti¢do uma planta. Os
resultados foram submetidos a andlise de varidncia e a comparagdo de médias foi
efetuada pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de probabilidade.

A homogeneizagdo das amostras foi realizada em gral com pistilo resfriados com
1 g de casca do caule em 2 mL de tampdo tris/HCl 50 mmol L', pH 8,2, também
resfriado. Esse homogeneizado foi centrifugado por uma hora a 20.000 g, entre zero e
seis graus centigrados. Transferiu-se 1 mL do sobrenadante para frasco de vidro com
capacidade para 30 mL, e adicionou-se 0,5 mL de KCN, 50 mmol L, diluido em
tampdo tris 50 mmol L', pH 8.2, e em seguida, 0,5 mL de I-cisteina, 10 mmol L
diluida no mesmo tampéo. Incubou-se por 30 minutos a 30°C

Em seguida acrescentou-se a mistura 0,5 mL de N-N-dimetil-p-fenilenodiamina
20 mmol L™, em HCI 7,2 mol L™, e 0,5 ml de FeCls, 30 mmol L', em HCI 1,2 mol L",
obtendo-se um volume final de 3 mL. Deixou-se em repouso por 20 minutos a 30°C,

apds o que foi feita a centrifugagdo a 1.000 g por 10 minutos. As solugdes de cisteina e



de N-N-dimetil-p-fenilenodiamina foram preparadas alguns minutos antes do uso, ja as
solugdes de FeCl; e de KCN foram preparadas semanalmente.

As leituras de absorvancia a 650 nm, foram comparadas com curva padrdo de
Na,S, de 0,04 mmol L™ a 0,167 mmol L™, a partir de solugdo estoque de Na,S, 0,1 mol
L, titulada por iodometria, apés precipitagdio do sulfeto com cloreto de zinco
amoniacal, de acordo com Scott (1939). O tiossulfato 0,1 N, para dosagem do excesso
de iodo, na titulagdo do Na,S 0,1 N, foi titulado com permanganato 0,1 N, titulado, por
sua vez, com oxalato de sodio 0,1 N (Morita & Assumpgéo, 1990).

Como branco foram utilizados, separadamente, 1 mL do extrato da enzima
diluido em 2 mL do tampdo tris € 0 mesmo volume das solugdes dos quatro reagentes
(0,5 mL de cada), com 1 mL do tampdo tris. A soma das absorvancias dos dois brancos,

para cada amostra, foi subtraida da absorvancia das amostras

3.8 Atividade da pB-glicosidase (linamarinase)

A atividade da enzima foi determinada na casca do caule dos clones IPA 1, Fx
4098 e Fx 3864 em trés repeti¢des para cada clone, sendo cada repeti¢do uma planta. Os
resultados foram submetidos a analise de varidncia e a comparagdo de médias foi feita
pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de probabilidade.
3.8.1 Extracao, semi purificagcao e concentragcao da enzima

Um grama de casca do ultimo langamento, com foliolos maduros, foi recortada
em pedagos retangulares de aproximadamente 2 mm x 3 mm e moida em gral de
porcelana pré resfriado, com 4 mL de NaH,PO4, 0,067 mol L. O extrato foi decantado,
apos compressdo do residuo fibroso que foi moido novamente com 5 mL de NaH;POq,
0,067 mol L, procedendo-se de modo idéntico ao da primeira extragdo.

O extrato final, livre da maior parte do residuo fibroso foi centrifugado a 20.000
g por 1 hora, entre zero e seis graus centigrados. O sobrenadante foi filtrado em
membrana Milipore, tipo PSDE, sob pressio de 2,5 barias e lavado 3 vezes, com
filtracdo nas mesmas condigdes, com 30 mL de tampao de fosfato, pH 6,5, 10 mmol L

a cada lavagem, para elimina¢do de pigmentos e possiveis inibidores da enzima. O
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volume final do extrato foi reduzido para 5 mL, na tltima filtragdo, o qual foi guardado
em geladeira, para uso oportuno.
3.8.2 Determinacao da atividade da enzima

Meio de incubagio:

— 0,5 mL de p-nitrofenilglicopiranosideo, 20 mmol L', em tampao Mcllvaine
(1921), pH 5.6

— 2,4 mL de agua destilada

— 0,1 mL do extrato da enzima

— Total de 3 mL

Tempo de incubagdo: 10 minutos, a 30°C

ApOs esse periodo adicionou-se 2 mL de Na,COs, 0,5 mol LY, para paralisar a
atividade da enzima e evidenciar a coloragdo do p-nitrofenol liberado. A leitura da
absorvancia foi feita a 400 nm e o calculo da quantidade de p-nitrofenol liberado, por
grama de matéria fresca de casca, por minuto, com base em curva padrio de p-
nitrofenol, nas concentra¢gdes em mmol L' de 0,02; 0,04; 0,08 ¢ 0,1.

Em uma repeticdo de cada clone, foi também determinada a atividade de -

glicosidase nas fragdes do filtrado na membrana.

3.9 Enxertia de clones de copa de baixo potencial cianogénico, no clone

IPA1
Foram enxertados os clones F 4512 (H. benthamiana), PL 22, PUA 5 e PUA 9

(H. pauciflora) cujo potencial cianogénico (HCN-p) é muito baixo (Lieberei, 1988) e
como contraprova, o clone CPAA C 13 (H. pauciflora x H. guianensis var marginata),
com o qual ja havia sido verificada anteriormente a incompatibilidade por translocagédo
com o IPA 1 sem contudo se ter conhecimento de seu potencial cianogénico.

As enxertias foram efetuadas em ramos laterais de plantas de IPA 1 decapitadas

em jardim clonal.



3.10 Atividade da B-diglicosidase (linustatinase)
3.10.1 Extracao, semi purificagao e concentragao da enzima

Foram adotados os mesmos procedimentos da determinagdo da atividade dé B-
glicosidase. porém com redugdo final do volume do extrato para 2 mL.
3.10.2 Determinacao da atividade da enzima

As determinagdes foram feitas nos extratos da enzima de acordo com o método
descrito por Selmar (1986).

Meio de incubagdo:

— 2 mL de amigdalina, 12,4 mol L', em tampdo Mcllvaine 50 mmol L™, pH
4.5.

— 0,5 mL do extrato da enzima

A mistura foi incubada durante 1 hora, a 30°C. A reagdo foi interrompida pela
adi¢do de 1 mL de NaOH 1N, acrescentando-se 0,5 mL de tampdo Macllvaine 50 mmol
L', pH7e 1 mL de HCI 1 N, procedendo-se em seguida a rea¢do de coloragdo com kit
Spectroquant da Merck, para dosagem de cianeto em solugdo, e a leitura da absorvancia

a 585 mm.

3.11 Potencial cianogénico (HCN-p) de clones de copa de seringueira

O potencial cianogénico foi determinado em folhas jovens (estadio C) e maduras
- (penultimo langamento) do clone de painel IPA 1 (H. brasiliensis); dos clones de copa
compativel com esse clone: IAN 6158 (H. brasiliensis x H. benthamiana), Fx 985 (H.
brasiliensis) e CPAA C 65 (H. nitida); e dos clones de copa incompativel: CPAA C 06
(H. pauciflora), CPAA C 13, CPAA C 14 (H pauciflora x H. guianensis var
marginata), CPAA C 50 (H. pauciflora x H. rigidifolia), CBA 1 e CNS G 124 (H
pauciflora). As determinagdes foram realizadas em trés repeti¢cdes, sendo cada planta
uma repeti¢do. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (Teste F) e de

comparagdo de contrastes entre médias através do teste de Tukey a 1% de probalidade.



3.11.1 Extracao da linamarase das folhas de seringueira

Para liberagdo total do cianeto, na dosagem do HCN-p das folhas, foi adicionado
ao meio de incubagdo B-glicosidase extraida de folhas de seringueira. O método de
extracdo utilizado foi adaptado de Selmar (1986) e Lieberei (1986).

Folhas de seringueira no estadio B e C dos clones IPA 1 ¢ CPAA C 06, que
juntas pesaram 47 g, foram picadas e, em seguida, homogeneizadas em liqiiidificador
durante 2 minutos com a adi¢do de 300 mL de solugdo tampdo de fosfato (10 mmol L!
darelacdo 2:1 Na,HPO4/NaH,POy), pH 6,5. O homogeneizado foi filtrado em 4 camadas
de tecido de algoddo e depois centrifugado a 30.000 g, durante uma hora e temperatura
variando de zero a seis graus centigrados.

Ao sobrenadante, foi acrescentado sulfato de amoénio moido em p6 fino até
~ atingir 20% da saturagdo (8,6 g de sulfato de amo6nio para cada 100 mL de solugéo).

Uma nova centrifugacdo foi realizada a 20.000 g, por 30 minutos e mesma condigdo de
temperatura, para precipitagdo de outras proteinas, que ndo a [-glicosidase. Foi
acrescentado sulfato de amonio ao novo sobrenadante, até completar 80% da saturagdo
(25,8 g de sulfato para cada 100 mL de solugdo), a fim de precipitar o restante das
proteinas contendo a enzima, deixando-se em repouso na geladeira por
aproximadamente 24 horas. Passado esse periodo, realizou-se nova centrifugagdo, nas
mesmas condi¢des anteriores. O sobrenadante foi entdo descartado e o precipitado
- ressuspenso com adi¢do de 20 mL de tampéo de fosfato.

A dessalinizag@o parcial da proteina foi obtida lavando-se a ressuspensdo com
tampdo de fosfato, pH 6,5, 10 mmol L'l, com filtragdo em membrana Milipore, tipo
PTGC, sob pressdo constante de 2,5 barias. O tampdo de fosfato foi adicionado em
parcelas de 50 mL, a cada lavagem, consumindo-se um total de 300 mL. Apos a adigéo
dos ultimos 50 mL de tampdo, a filtragdo sob pressdo continuou até atingir o volume de
15 mL. Esse procedimento foi adotado em substituigdo a cromatografia em coluna de gel
de Sephadex G 150, utilizada por varios autores e cujo procedimento mostrou-se muito

demorado, obtendo-se enzima com atividade inferior a mencionada por Lieberei (1986).
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A “lavagem”™ da proteina com o tampdo permitiu também a eliminagdo do
cianeto presente nas folhas de seringueira, cujo conteudo foi determinado utilizando-se
procedimento descrito no item 3.6.2.
3.11.1.1 Determinagao da atividade da linamarase

A atividade da B-glicosidase foi determinada no meio de incubagdo com p-
nitrofenilglucopiranosideo, segundo Selmar (1986), medida pela liberagdo de p-
nitrofenol (p-NP) no meio de incubagdo, com a seguinte composigo inicial:

— 1 mL de solugdo a 10 mmol L de p-nitrofenilgulcopiranosideo diluido em
tampao de acetato, 0,1 mol L'l, pH 5.5;

— 3,9 mL de tampéo de acetato;

— 0,1 mL de solugdo de B-glicosidase.

— Total de 5 mL.

O tempo de incubagdo foi de 10 minutos a temperatura ambiente. Apds
incubagdo, transferiu-se 0,5 mL da mistura para frasco contendol mL de NaCOs, 0,5
mol L", pré-resfriado, e 2,5 mL de 4gua destilada. A leitura da absorvancia foi efetuada
a 400 nm, e o calculo da quantidade de p-nitrofenol liberado por minuto, com base na
curva padrdo de p-nitrofenol, descrita no item 3.8.2.

A atividade encontrada foi de 0,2 pmol p-NP min™', cujo resultado ¢ praticamente
igual ao valor de 0,22 umol min'lapresentado por Lieberei (1986) para [-glicosidase
também extraida de folha jovem de seringueira e semi-purificada em coluna de gel de
Sephadex G 150.

Para maior seguranga quanto ao desempenho da enzima extraida, fez-se um teste
de sua capacidade de hidrélise com solugdo de linamarina na concentragdo de 0,238 mg
mL", correspondendo a 25,04 mg L' de CN". Como meio de incubagdo foram utilizados
0,1 mL de solugdo de linamarina, 0,45 mL de NaH,PO, (0,067 mol LY e 0,1 mL da
enzima. O periodo de incubagdo foi de 20 minutos.

Passado o tempo de incubagdo, acrescentou-se 0,6 mL de NaOH, 0,2 mol L'e

3,85 mL de &agua destilada. Em seguida foram adicionados os reagente do Kkit
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Spectroquant da Merck para determinagdo de cianeto em solugdes. nas quantidades
adequadas para amostras de 5 mL.

A leitura da absorvancia a 585 nm foi feita cinco minutos apds a adi¢do dos
reagentes. O calculo da quantidade de cianeto liberado foi feito com base em curva
padrdo de cianeto, nas concentra¢des em mg Ll de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5, obtendo-se o
valor esperado com a hidrélise completa do glicosideo pela agdo da enzima adicionada
ao meio de reagdo.

3.11.2 Determinacao do HCN-p em folhas jovens e maduras
3.11.2.1 Preparo da amostra

Para as determinag¢des de HCN-p foram pesados separadamente 1 g de folhas
jovens no estadio C de desenvolvimento e de folhas maduras do pentltimo langamento,
para cada clone avaliado. Apds a pesagem as amostras foram picadas e moidas em gral
com pistilo pré resfriados com a adi¢do de 4 mL de Na,HPO4 (0,067 mol L") também
pré-resfriado, sendo que as folhas maduras acrescentou-se ainda 500 mg de areia lavada,
como para a determinagdo de HCN-p na casca do caule. O homogeneizado obtido foi
levado a centrifugar nas condi¢des ja descritas no item 3.5.1.

Com alguns clones houve necessidade de diluigdo, adicionando-se ao
sobrenadante Na,HPO, (0,067 mol L™), na propor¢io de 1:10, devido ao HCN-p muito
alto, para permitir leituras dentro da faixa da curva padréo.

Para o branco foi utilizado 0,05 mL do sobrenadante adicionado de 0,45 mL de
NaH;,PO4, completando-se o volume para 5 mL com agua destilada.
3.11.2.2 Determinagao do HCN-p

Para a incubagdo foram transferidos 0,05 mL do sobrenadante para os frascos de
reagdo, procedendo-se a seguir como na descri¢do do teste da enzima com solugdo de
linamarina (item 3.11.1.1) com exce¢do do volume de agua destilada adicionada, que

neste caso foi de 3,8 mL.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resposta a aplicagao de KCN em dose unica

Comparado ao clone IPA 1, o Fx 3864 apresentou tolerdncia extremamente alta
ao KCN, aplicado em diferentes concentrag¢des, em dose unica de 2 mL de solugdo,
tendo o Fx 4098 mostrado comportamento intermedidrio (Tabela 1). A concentra¢do
mais alta de KCN sem nenhum efeito sobre a exsudagdo do latex do Fx 3864 (20 mg
L™, com cinco dias apos a aplicagdo, foi 625 vezes maior que a concentra¢cdo mais
baixa (0,032 mg L") em que deixou de haver escoamento de latex no IPA 1, em toda a
extensdo do caule tratado, com dois dias ap6s a aplicagdo. O volume de solugdo aplicada
(2 mL) estava totalmente absorvido no dia seguinte ao da aplicagdo, em todas as
concentragdes de KCN, exceto no IPA 1, em que houve redug@o do volume absorvido,
progressivamente, a partir da concentragio de 4 mg L™'. Mesmo com cinco dias apés o
inicio do tratamento, o efeito sobre o escoamento do latex do IPA 1, com a concentragdo
mais alta (100 mg L"), ainda ndio era completo, o que deve estar relacionado com a
menor absor¢do da solugdo. Apenas no IPA 1 houve efeito da concentragdo mais baixa
(0,0064 mg L"), com cinco dias, afetando, porém, pequena extensdo do caule. O mesmo
grau de resposta foi apresentado pelo Fx 3864, com cinco dias, porém, com a
concentra¢do mais alta.

Em todas as concentragdes de KCN, observou-se nos trés clones uma faixa, de no
maximo 0,5 cm de largura, de casca necrosada, a partir do topo cortado, proxima do tubo
com a solugdo. Abaixo dessa faixa, mais larga no IPA 1, a casca apresentava aspecto
externo sadio. Ndo houve, portanto reprodug¢io integral dos sintomas verificados com as
copas enxertadas incompativeis com o IPA 1, em que ha necrose completa da casca do

caule, em certa extensdo, abaixo da unido do enxerto. A ocorréncia de necrose apenas no
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topo cortado dos ramos laterais sugere que houve bloqueio da translocagdo de KCN,
como relatado por Gur (1957).

A adigdo de sacarose a solugdo de KCN nio resultou em aumento da extengdo da

necrose ao longo do caule.

Tabela 1. Efeito de doses de KCN, em uma s6 aplicagdo, sobre o escoamento do latex

no caule.
KCN Dias ap6s a aplicacido
mg L?! 1 2 L

IPA1 Fx4098 Fx3864 [IPA1 Fx4098 Fx3864 IPA1 Fx4098 Fx 3864
A- 0,0064 0 0 0 1 0 0 1 0 0
B - 0,032 2 0 0 3 0 0 3 0 0
C-0,16 2 0 0 3 0 0 3 0 0
D-08 4 0 0 3 0 0 3 0 0
E-4,0 2 0 0 3 1 0 3 1 0
F-20,0 2 1 0 2 2 0 3 2 0
G -100,0 1 1 0 2 2 0 2 3 1

0- Exsudagdo normal a partir das proximidades do topo cortado

I-  Sem exsudacdo até 10 cm abaixo do topo

2-  Sem exsudagdo até 30 cm abaixo do topo

3- Sem exsudagdo até a inser¢do do ramo (60 a 80 cm de comprimento).

A inspe¢do ao microscopio, dos cortes a mdo livre, confirmou a presenga de
borracha (latex coagulado) nos laticiferos das areas de casca em que deixou de haver
exsudacdo de latex. Observou-se também a ocorréncia de células do parénquima com
inclusdes de tanino. No IPA 1, a partir da concentragdo de 0,16 mg L™ de KCN e no Fx
4098, a partir de 5 mg L, foi observada uma camada de células necrdticas, com
acumulo de substancias escuras, na parte intermedidria entre a epiderme e o cambio,
porém sem sintomas externos visiveis. Tal fato indica que, apesar do provavel bloqueio
da absor¢do, deve ter ocorrido translocagdo de parte do KCN, o que conduziu ao teste
com aplicagd@o continua da solugdo, nos tubos plasticos ajustados ao topo cortado, com o
objetivo de induzir necrose do caule do IPA 1, semelhante a das combinag¢des com copas

incompativeis
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4.2 Resposta a aplicagao continua de KCN

Com aplicagdo continua das solugdes com diferentes concentragdes de KCN, em
ramos laterais idénticos aos da aplicagdo em dose unica, a partir do segundo dia a
absor¢do da solugdo tornou-se muito lenta e foi praticamente nula a partir do terceiro
dia.

Em face desse aparente impedimento do transporte do KCN, os resultados da
aplicagdo continua diferiram muito pouco dos da aplicagdo em dose unica, registrando-
se apenas que no Fx 4098 com concentragdo de 20 mg L, a necrose estendeu-se por
cerca de 5 cm abaixo do topo. Tais resultados mostraram a impossibilidade de
reproducgdo da necrose verificada na incompatibilidade de copas enxertadas sobre o IPA
1, devida a pouca mobilidade do KCN na casca do caule dos ramos laterais.

Cerca de 45 dias apos os tratamentos houve brotagdes de gemas ao longo dos
caules tratados e recuperagéo parcial do escoamento do latex , no [IPA 1 e no Fx 4098, o

que pode ser atribuido a reativagdo do cambio.

4.3 Resposta a aplicagao de linamarina

O diglicosideo linustatina, sendo a forma natural de transporte (Selmar, 1993)
seria 0 composto ideal para o teste dos efeitos sobre o caule, na tentativa de reprodugédo
dos sintomas de incompatibilidade. Trata-se, entretanto, de composto ndo disponivel
comercialmente.

Os testes foram efetuados com linamarina, que, embora tenha o inconveniente da
hidrélise mais rapida que a da linustatina, deveria corresponder a uma forma com maior
mobilidade que o KCN.

4.3.1 Marcha de absorgao das solugoes

Nos primeiros dois dias, ap0s a aplicagdo das solugdes, houve absor¢do completa
dos 3 mL aplicados diariamente, exceto na dose de 125 mg L™ no IPA 1. No terceiro
dia, houve redugdo, para cerca da metade do volume aplicado e quase auséncia de
absor¢do no IPA 1, com 25 e 125 mg L. No quinto dia, praticamente ndo houve
absor¢do nos trés clones, nas concentragdes a partir de 5 mg L™, enquanto a absorgdo do

controle com agua destilada mais DMSO 0,05%, foi, aproximadamente, de 1,2 mL, o
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que mostra que mesmo sem exposi¢cdo ao HCN, houve redugdo, embora mais lenta, da
capacidade de transporte do floema, provavelmente apenas mais proximo a superficie
cortada.

A marcha da absor¢do das solugdes com linamarina mostra que o sistema de
transporte do floema manteve-se funcional por mais tempo que com a exposi¢do direta
ao cianeto e destaca, novamente, o IPA 1 como mais sensivel, tendo reduzido a absor¢do
em prazo mais curto. Os resultados sugerem, por outro lado, que a hidrélise da
linamarina deve ter sido gradual, mesmo no IPA 1, permitindo o transporte, pelo menos,
de parte desse glicosideo, em maior extensdo que a do KCN, ao longo do caule, a julgar
pelos efeitos sobre o escoamento e indugdo de necrose, relatados a seguir.

4.3.2 Efeito sobre o escoamento do latex e indugao de necrose

Os resultados mostram claramente que a coagulagdo do latex nos laticiferos
precede o aparecimento da necrose da casca visivel externamente (Tabela 2), tal como
acontece quando copas incompativeis sdo enxertadas sobre o IPA 1, porém em
intervalos mais curtos.

Com dois dias ap0s o inicio do tratamento, deixou de haver escoamento do latex
no IPA 1, em todo o comprimento do ramo lateral tratado, exceto na concentragdo mais
baixa e na mais alta. Certamente, o menor efeito da concentragdo mais alta, com dois
dias no IPA 1, foi devido ao bloqueio da translocagdo ja mencionado, o que implica em
maior concentragdo de HCN livre nesse clone, com a aplicagdo de linamarina. Com
quatro dias verificou-se maior extensdo do caule sem escoamento de latex, no IPA 1,
com a dose mais baixa, ocorrendo o mesmo com a dose mais alta, no sexto dia (Tabela
2).

Como na aplicagdo de KCN, a auséncia de escoamento de latex com aplicagdo de
linamarina manifestou-se mais cedo e de modo mais severo no IPA 1 que no Fx 4098,
enquanto o Fx 3864 ndo foi afetado. No Fx 4098 as duas doses mais baixas também n&o
causaram coagulag¢io do latex. Esse efeito foi apenas parcial, com a concentragdo de 1
mg L', ainda néo atingindo todo o comprimento do ramo lateral tratado com 5 mg L™
Nas duas concentragdes mais altas observou-se auséncia de escoamento em todo o

comprimento do ramo lateral.
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Tabela 2. Efeito de doses de linamarina sobre o escoamento do latex e indugdo de
necrose em toda a espessura da casca, aplicadas durante cinco dias

consecutivos nos clones IPA 1, Fx 4098 e Fx 3864.

Dias ap6s a aplicacdo

Linamarina
mg L 2 4 6 10
IPA1 Fx4098 Fx3864 IPA1 Fx4098 Fx3864 IPA1 Fx4098 Fx3864 IPA1 Fx4098 Fx 3864
s " s — - —_ N —_ — NNN — 2
A-0,04 0 0 3 0 0 3 0 0 3 0 0
- .... - — - — NN — — NNN - -
B-02 3 0 0 3 0 0 3 0 0 3 0 0
— —_ — — —_ —_ NN _ — NNN — —_
Cc-10 3 0 0 3 0 0 3 1 0 3 1 0
e e o — — o NN — — NNN — e
D-50 3 0 0 3 2 0 3 2 0 3 2 0
= — — — — — N —_ - NN NN —
E-250 0 0 3 3 0 3 3 0 3 3 0
— _— i - — —_— N — —_ NN NN —
F-1250 1 0 2 2 0 3 3 0 3 3 0
DMSO - - - - - - - - - - - -
(0,05%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
— : Auséncia de necrose 0: Escoamento normal, a partir da proximidade do
N: Necrose até 10 cm abaixo do topo topo cortado
NN:  Necrose até 30 cm abaixo do topo 1: Sem escoamento até 30 cm abaixo do topo
NNN: Necrose em todo comprimento do ramo (60 a 2: Sem escoamento até 30 cm abaixo do topo
80 cm) 3: Sem escoamento em todo o comprimento do ramo

(60 a 80 cm)

Entre a coagulagdo do latex e os sintomas externamente visiveis de necrose da
casca, houve um intervalo de quatro dias no IPA 1 e de seis dias no Fx 4098, o que
contrasta com o periodo de até dois meses, entre o inicio da redugdo do escoamento do
latex e os primeiros sinais externos de necrose da casca do IPA 1, com copas enxertadas
incompativeis. Tal fato, em principio, deve ser atribuido a rapidez da liberagdo de HCN
pela linamarina, sob agdo da B-glicosidase situada nas paredes das células.

A necrose da casca do caule, verificada aos dez dias, no Fx 4098, foi provocada
~ apenas pelas duas concentragdes mais altas de linamarina, com a necrose estendendo-se
entre 10 e 30 cm abaixo do topo cortado. No Fx 3864 nenhuma das concentragdes de
linamarina testadas causou necrose da casca, o que € coerente com a auséncia de efeito

sobre o escoamento do latex.
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Verifica-se assim que o Fx 3864 mostrou-se insensivel as doses de KCN e de
linamarina, o que poderia ser atribuido a maior imobilidade do KCN e da linamarina
nesse clone, mas, nesse caso, teria ocorrido necrose nitida proximo a superficie do iopo
cortado, em contato imediato com as solu¢des. A hipdtese alternativa, de maior
capacidade de fixagdo do HCN no Fx 3864 e, um pouco menor, no Fx 4098, comparada
a capacidade muito baixa de desintoxicagdo do IPA 1, mostrou-se correta, a julgar pelos
niveis de atividade da B-cianoalaninasintase encontrada nesses trés clones (ver item 4.6).
Para tornar possivel a interpretagdo das diferengas entre os trés clones aos tratamentos
com KCN e linamarina, bem como o do mecanismo de incompatibilidade. foram
determinadas, além da P-cianoalaninasintase, as atividades da B-glicosidase e da B-
diglicosidase, cujas relagdes com as respostas ao KCN e a linamarina serdo discutidas na

apresentagdo dos resultados do estudo dessas enzimas.

4.4 Acao do cianeto na coagulagao do latex "in vitro"

Os resultados da Tabela 3 mostram que a coagulagdo do latex nos laticiferos do
IPA 1, em prazo mais curto de tratamento com as solu¢des de diferentes concentragdes
de KCN ou linamarina aplicadas no caule, que dos outros dois clones, ndo ¢ devida a
menor estabilidade do latex do IPA 1 ao cianeto. Verificou-se pelo contrario que foi
necessario um volume maior de solugdo de KCN, 300 mmol L™, para a coagulagio do

latex do IPA 1.

Tabela 3. Volume da solugdo de KCN, 300 mmol L™, consumido na coagulagdo de 20

mL de latex
Clones KCN (mL)
Fx 4098 1,2
Fx 3864 1,7

IPA 1 2,1




4.5 Concentragcdo de HCN livre nos caules submetidos a diferentes
tempos de exposicao a solugao de linamarina

Os efeitos da aplicagdo de KCN e de linamarina, sobre o escoamento do léfex e
indugdo de necrose, indicam maior concentragdo de HCN livre na casca do caule do IPA
1, a qual pode ser determinada se a extragdo das amostras for efetuada com dacido
ortofosforico, que corresponde a pH muito baixo, na faixa de inativagdo da B-glicosidase
(Cooke, 1978), ou a nivel muito baixo de atividade dessa enzima, de modo a ndo
interferir significativamente no teor de HCN livre existente antes da homogeneizagdo
das amostras. O pH dos extratos com H3PQOy4, 0,067 mol L' foi de 2,81.

Foi realizada a comparagéo entre os clones IPA 1 e Fx 3864, este praticamente
ndo afetado pelos tratamentos com KCN, ou linamarina. Os resultados mostraram-se
plenamente coerentes com a previsdo, tendo o IPA 1 acumulado teores
significativamente mais altos de HCN que o Fx 3864 (Figura 2). Observa-se que houve
acuimulo de HCN no IPA 1 até 12 horas ap6s o inicio do tratamento (Figura 2). A
redugdo gradativa para teores abaixo dos encontrados no Fx 3864, com 24 horas ap6s o
inicio do tratamento, deve ser atribuida a degeneragdo dos tecidos da casca pela agdo
toxica do cianeto, que inibe a cadeia de transporte eletronico da respiragdo normal,
sendo a energia metabolicamente disponivel, gerada pelo caminho alternativo da
respiragdo resistente ao cianeto, caracterizada na casca da seringueira por Siew &
Shaoqgiong (1984), insuficiente para a sintese de compostos complexos ou para a
manuten¢do da integridade das membranas.

No Fx 3864 o teor de HCN livre permaneceu constante durante o periodo das
observagdes, devendo-se, entretanto, considerar a possibilidade de que parte do HCN
liberado seja produto de agdo residual da B-glicosidase, no pH 2,81, conforme a curva de
atividade em fungdo do pH, apresentada por Selmar (1986), o mesmo sendo valido para
os extratos das amostras de casca do IPA 1. De qualquer modo, o maior teor de HCN
livre no IPA 1 esta de acordo com as respostas ao KCN e linamarina, considerando-se,
por outro lado, que uma atividade alta de B-cianoalaninasintase nesse clone deveria atuar

no sentido de manutencdo de baixos teores de HCN livre.
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Figura 2. HCN livre na casca do caule dos clones IPA 1 e Fx 3864 em mg g de matéria
fresca, em fungdo do tempo de exposi¢do a dose unica de solugdo de
linamarina (6 mg L™). **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F e

NSndo significativo.

4.6 Atividade da B-cianoalaniansintase (B-CAS)

A atividade da B-CAS observada no IPA 1 (0,015 nmol HyS s™ g + 0,007) foi 7
vezes menor quando comparada ao Fx 4098 (0,110 nmol H,S s™ g™ +0,007), e 13 vezes
menor, quando comparada ao Fx 3864 (0,196 nmol H,S s™ g +0,007) (Figura 3). Os
valores observados diferiram entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de
probabilidade.

Esses resultados estdo de acordo com a hipotese de que no IPA 1 a fixagdo do
cianeto em compostos ndo cianogénicos ¢ menos eficiente de que nos demais clones
testados e coerente com os teores de HCN livre encontrados nesse clone, com a
aplicagdo de linamarina (Tabela 2), bem como com as respostas observadas, aos

tatamentos com KCN (Tabela 1) e linamarina, em diferentes concentracdes.
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Figura 3. Atividade de B-CAS na casca do caule dos clones de seringueira IPA 1, Fx

4098 e Fx 3864.

Os valores de atividade de B-CAS dos clones Fx 3864 e Fx 4098 mostrados na
Figura 3 sdo da mesma ordem de grandeza dos relatados por Umbach (1989) e explicam
também as diferencas de resposta ao KCN e a linamarina, entre o Fx 4098 e o Fx 3864.
A atividade muito baixa de B-CAS observada no IPA 1 é um exemplo extremo de
variag¢do de atividade dessa enzima em seringueira, encontrada por Umbach (1989), em
diferentes espécies de Hevea. A atividade de B-CAS observada no IPA 1 é equivalente a
de espécies ndo cianogénicas, de acordo com os valores apresentados por Miller & Conn
(1980), sendo tais niveis de atividade suficientes apenas para a fixa¢do de pequena

quantidade de HCN liberada na sintese de etileno

4.7 Atividade da pB-glicosidase (linamarase)

Os resultados da determinacdo da atividade da B-glicosidase sdo expressos em
microgramas de p-nitrofenol (p-NP), liberados por grama de casca fresca por minuto. O
clone IPA 1 apresentou atividade de B-glicosidase na casca do caule na ordem de 7,12
pmol p-NP ¢! min™ + 0,66, aproximadamente o dobro dos valores observados para os

clones Fx 4098 (3,03 pmol p-NP g min™ + 0,10) e Fx 3864 (3,24 umol p-NP g"' min™



+ 0,29) (Figura 4), sendo que estes ultimos ndo diferiram entre si, pelo teste de Tukey,
ao nivel de 1% de probabilidade.

Cerca de 17% da atividade enzimatica foi encontrada no filtrado dos extratos dos
trés clones, o que indica que a membrana utilizada € permeavel pelo menos para a forma

monomérica da enzima.
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Figura4. Atividade de B-glicosidase na casca do caule dos clones de seringueira IPA 1,

Fx 4098 e Fx 3864.

Os niveis de atividade de B-glicosidase na casca do caule dos clones estudados
comprovam o potencial de hidrdlise da linamarina aplicada. A atividade mais alta de p-
glicosidase encontrada no IPA 1, associada a muito baixa atividade de B-CAS, sdo
responsaveis pela maior concentragdo de HCN livre desse clone, quando tratado com

linamarina (Figura 2).

4.8 Enxertia de clones de copa de baixo potencial cianogénico, no clone
IPA 1

Nos enxertos dos clones considerados de baixo HCN-p, F 4512, PL 22, PUA S e

PUA 9, de acordo com os valores apresentados por Lieberei (1986), as brotagdes

desenvolveram-se normalmente e ndo houve redugdo do escoamento do latex ou
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qualquer outro sintoma de incompatibilidade por translocacdo no IPA 1, abaixo dos
enxertos em crescimento (Figura 5-a e 5-b).

Os enxertos do clone CPAA C 13, inicialmente apresentaram aspecto sadio e
vigoroso (Figura 6-a), superando em alguns casos os clones de baixo HCN-p, porém, ja
a partir do segundo lancamento do enxerto, deixou de escoar latex no IPA 1,
inicialmente cerca de 10 cm abaixo da placa do enxerto e posteriormente até no caule

principal decapitado, com cerca de 3 cm de didmetro.

Figura 5. a) Clone de copa Fx 4512 aos seis meses apOs enxertia em ramo lateral de
planta de IPA 1 de jardim clonal, apresentando desenvolvimento normal; b)
Detalhe do caule de IPA 1, abaixo do ponto de enxertia, verificando-se

escoamento de latex e auséncia de necrose.
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No inicio do terceiro langamento, passou a ser verificada a necrose da casca do
ramo lateral enxertado, a partir das proximidades da placa de enxerto, estendendo-se
para baixo até o caule principal. As folhas do enxerto tornaram-se cloréticas, murcharam
e em seguida apresentaram secamento progressivo (Figura 6-b), sete dias apds a necrose
da casca ter atingido um anelamento completo (Figura 6-c).

Esses sintomas reproduzem o mesmo quadro, descrito na Introducdo, quando se

observou a incompatibilidade por translocacio pela primeira vez em Hevea.

Figura 6. a) Clone de copa CPAA C 13 aos quatro meses apds enxertia em ramo lateral

de planta de IPA 1 de jardim clonal; apresentando aspecto vigoroso; b) O
mesmo clone de copa, aos 6 meses apds enxertia, apresentando folhas secas e
quebradicas; c¢) Detalhe do caule do IPA 1, abaixo do ponto de enxertia,

apresentando necrose em ampla extensao

Em cortes da casca do caule foi também verificada a coagulacdo do latex nos

laticiferos e a presenga de células com inclusdo de tanino. No tecido necrético acumula-
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se uma substancia escura, semelhante a descrita na sindrome do secamento de painel de
sangria (Fay & Hébant, 1980). Tais sintomas de incompatibilidade, observados mais
detidamente que nas primeiras observagdes de sua ocorréncia, sdo portanto idénticos aos
produzidos pela aplicagcdo de linamarina, e, em parte, pela aplicagdo de KCN, exceto
quanto ao intervalo entre a coagulagdo do latex nos laticiferos e o aparecimento da

necrose em toda a espessura da casca.

4.9 Atividade da B-diglicosidase (linustatinase)

A atividade da B-diglicosidase na casca do caule do IPA 1 (2,620 nmol CN
hora™ g™ + 0,190) foi cerca de 4 vezes maior aos valores obtidos para os clones Fx 4098
(0,563 nmol CN! hora™ g + 0,078) e Fx 3864 (0,528 nmol CN™ hora” g” + 0,087)
(Figura 7), sendo que estes ultimos ndo diferiram entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel

de 1% de probabilidade.
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Figura 7. Atividade de B-diglicosidase na casca do caule dos clones de seringueira [IPA

1, Fx 4098 e Fx 3864.

A atividade muito mais baixa da B-diglicosidase que da B-glicosidase, na casca
do caule, bem como o provavel transporte continuo de linustatina em baixa

concentra¢do, em periodo prolongado, das folhas das copas enxertadas para o caule do
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IPA 1. explica o intervalo, de até dois meses, entre a coagulagio do latex e o
aparecimento da necrose no caule do IPA 1 enxertado com copa incompativel, e de
apenas quatro a seis dias com a aplicagdo de linamarina. '

A atividade da B-diglicosidase mais alta no IPA 1 ajusta-se a hipdtese da

incompatibilidade dos enxertos de copa causados por cianogénese

4.10 Potencial cianogénico de clones de copa de seringueira
Para permitir a comparagdo entre 0 HCN-p de folhas no estddio C com o de
folhas maduras, os dados da Tabela 4 e Figura 8 estdo expressos com base na massa de

folhas frescas.

Tabela 4. Potencial cianogénico (HCN-p) em mg CN” g’ de matéria fresca, de folhas
novas e maduras de clones de copa de seringueira, compativeis e

incompativeis com o clone de painel IPA 1.

Clones de HCN-p (mg CN” g”' matéria fresca)
Seringueira Folha nova Folha madura

Clones de copa incompativel

CNS G 124 0,39699 abc A 0,02097 c B
CPAA C 06 0,43038 ab A 0,03015 c B
CBA 1 0,32917 bed A 0,01915 c B
CPAA C50 0,23214 cde A 0,02217 c B
CPAAC 14 0,20919 de A 0,01289 c B
CPAAC13 0,15389 ef A 0,01315 v B
Clones de copa compativel

Fx 985 0,47941 ab A 0,41577 ab A
IAN 6158 0,30830 bcde A 0,26344 b A
CPAA C 65 ) 0,02895 f A 0,02128 c A
Clone de painel

IPA 1 0,54201 a A 0,55349 a A

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 1% de probabilidade.
Quando calculados com base na massa das amostras secas, em se tratando de
5 . . |
folhas jovens, os valores situam-se na faixa de 0,17 a 3,53 mg CN" g~ de folha seca,

enquanto os valores apresentados por Lieberei (1988) estdo nas faixas de
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aproximadamente 1 a 5 mg CN™ g de folha seca, nos clones de HCN-p baixo; de 5 a 10
mg CN g de folha seca, nos clones de HCN-p médio e de 10 a 15 mg CN™ g’ de folha
seca nos clones de HCN-p de alto, o que corresponde de 20 a 30% dos teores de

nitrogénio considerados altos na analise foliar de seringueira (Shorrocks, 1964).
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Figura 8. Potencial cianogénico (HCN-p) em mg CN™ g”' de matéria fresca, de folhas
novas € maduras de clones de copa de seringueira, compativeis e

incompativeis com o clone de painel IPA 1.

Em outras espécies cianogénicas, Miller & Conn (1980) encontraram valores de
HCN-p proximos aos da Tabela 4 e Figura 8: 0,765 mg de HCN por grama de folhas
frescas de Phaseolus linatus, 0,996 mg de HCN por grama da parte aérea fresca de
plantulas de Sorghum bicolor e 0,552 mg de HCN grama da parte aérea de plantulas de
Linum usitatissimum.

Cooke (1978), estudando cianogénese em mandioca, observou, nas duas
cultivares com contetidos mais elevados de cianeto, os valores de 0,137 e 0,97 mg de
CN por grama de matéria fresca da epiderme e de 0,097 e 0,009 mg CN” g"'de matéria

fresca do tubérculo.
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As diferencas entre os dados da Tabela 4 e Figura 8 e os valores de HCN-p
encontrados por Lieberei (1988) sdo dificeis de explicar, tendo-se em conta que a
atividade de B-glicosidase utilizada neste trabalho foi praticamente a mesma da enzima
semi purificada em coluna de Sephadex G 150 por Lieberei (1986), cerca de 0,2 umol p-
NP min™' e que no teste com linamarina houve hidrélise completa, com concentragdo de
linamarina no meio de incubagdo correspondendo ao HCN-p mais alto relatado por
Lieberei (1988).

Por outro lado, para efeito de classificagdo como de baixo, médio ou alto HCN-p,
os dados de Lieberei conduzem aos mesmos resultados deste trabalho. no que se refere a
classificagdo entre clones compativeis e incompativeis com o IPA 1, visto que os clones
A F 4512, PL 22, PUA 5 e PUA 9, de baixo HCN-p, de acordo com Lieberei (1988),
mostraram-se compativeis com o IPA 1. Além disso o clone CPAA C 65 mostrou baixo
HCN-p, como era de se esperar, uma vez que € proveniente de H. nitida espécie definida
por Lieberei (1988) como de baixo HCN-p, embora com valores inferiores aos
apresentados por esse autor.

Quando a determinagdo do HCN-p foi efetuada em folhas maduras, os clones
incompativeis apresentaram maior uniformidade de valores, que ndo diferiram entre
clones ao nivel de 1% de probabilidade. O mesmo ndo foi observado nos clones
compativeis, permanecendo grande variagdo entre clones (Tabela 4 e Figura 8).

Quando comparados os resultados obtidos de folhas jovens com os de folhas
maduras, para um mesmo clone, observa-se que, com os clones incompativeis, ocorre
uma significativa redu¢do do HCN-p nas folhas maduras. No entanto a mesma
comparagdo quando realizada com os clones compativeis, com HCN-p alto, revela que
ndo ha diferenga significativa entre os valores observados nas folhas jovens e maduras
de um mesmo clone (Tabela 4 e Figura 7). Por outro lado, entre os clones de HCN-p
baixo, F 4512, PL 22, PUA 5 e PUA 9, de acordo com Lieberei (1988) e CPAA C 65, de
acordo com a Tabela 4, ndo foram encontrados clones incompativeis.

Tal fato sugere que nos clones incompativeis ha translocacdo das folhas maduras,
provavelmente de linustatina. A detecg¢do de linustatina no exsudado dos nectérios da

base do peciolo (Selmar, 1993), da suporte a essa inferéncia.
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Esses resultados indicam que, exceto nos clones com baixo HCN-p, os valores
determinados em folhas jovens dos clones de copa ndo esta diretamente relacionado com
a capacidade de desenvolvimento de processo de incompatibilidade com o clone de
painel IPA 1, devido as variagdes de HCN-p entre foliolos jovens e maduros, indicando
que nos clones incompativeis ocorre translocagdo de glicosideo cianogénico das folhas
maduras, ndo ocorrendo essa translocagdo nos clones compativeis com HCN-p alto,
faltando apenas a demonstragdo experimental do transporte de linustatina a partir das
folhas, que ja conta com a evidéncia de sua presenga no exsudado dos nectdrios da base
do peciolo (Selmar, 1993) e a comprovagéo de sua translocagdo ao longo do caule.

A constatagdo de que o proprio IPA 1 tem HCN-p alto nos foliolos jovens (0,54
mg CN” g de folha fresca), mantendo valor equivalente nas folhas maduras, mostra que
a incompatibilidade ¢ determinada, em esséncia, pela translocagdo ou nio do glicosideo
cianogénico das folhas, do contrario o clone IPA 1 seria uma impossibilidade biologica.

As evidéncias apresentadas com os testes de aplicagdo de KCN e linamarina, o
estudo das enzimas envolvidas e do potencial cianogénico dos clones de copa e inclusive
do IPA 1 apontam de forma convergente para a hipétese do efeito da cianogénese na
determinagdo de incompatibilidade verificada com certos clones de copa enxertados
sobre o IPA 1. A Figura 9 representa um esquema dos testes aplicados com os principais
objetivos e resultados para melhor compreenséo do trabalho.

Os resultados obtidos neste trabalho apontam, além disso, para um fato de
alcance bem maior, quando se constata a semelhanga dos sintomas de incompatibilidade
e os do secamento do painel de sangria (TPD) (Fay & Hébant, 1980). A possibilidade do
envolvimento da cianogénese na indugdo da TPD torna-se mais plausivel, considerando-
se 0 alto HCN-p em foliolos de CNS G 124, com grande redug&o nos foliolos maduros, €
ainda que esse clone provocou incidéncia muito alta de secamento de painel com copa
enxertada sobre painel Fx 4098, logo nos primeiros meses de sangria (Moraes &
Moraes, 1999 ). Os resultados expdem também aspectos novos de interesse no estudo do
secamento do painel, com referéncia ao papel das enzimas estudadas neste trabalho € sua

relagdo com a cianogénese na casca do caule.



TESTES

IPA 1 Fx 4098 Fx 3864
¢ Bloqueio de absor¢do e Comportamento intermediario  ||e Auséncia de sintomas
e Auséncia de exsudagdo de latex || Baixa atividade da (3-glicosidase || Baixa atividade da B-glicosidase
e Necrose do tecido e Atividade moderada da B-CAS || Alta atividade da B-CAS
e Alta atividade da [B-glicosidase
APLICADOS | |e Baixa atividade da B-CAS
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Objetivo: reprodugdo dos sintomas de incompatibilidade
Resulltados: enzima atuando [-cianoalaninasintase (3-CAS) (desintoxicag¢do)

| | 1
IPA 1 Fx 4098 Fx 3864
¢ Bloqueio de absorgdo ¢ Comportamento intermediério e Auséncia de sintomas
® Auséncia de exsudagdo de latex ||e Atividade moderada da B-CAS e Alta atividade da B-CAS
e Baixa atividade da 3-CAS

= KCN - DOSE UNICA

=» KCN - APLICACAO CONTINUA Objetivo e Resultados: os mesmos do tratamento anterior

Objetivo: reprodugdo dos sintomas de incompatibilidade
Resultados: enzimas atuando: B-cianoalaninasintase (B-CAS) (desintoxicagdo)
-glicosidase (hidrdlise da linamarina)

| I 1

=»LINAMARINA

Objetivo: observar a reagdo de coagulagdo do latex em presenga de KCN
Resultados: o clone IPA 1 necessitou de maiores quantidades de KCN
para coagular do que os clones Fx 4098 e o Fx 3864

=» KCN NO LATEX “IN VITRO”

Objetivo: quantificar o HCN liberado pela hidrélise da linamarina aplicada. apds
= HCN LIVRE diferentes tempos de exposi¢do
Resultados: enzimas atuando: B-cianoalaninasintase (B-CAS) (desintoxicagdo)
| B-glicosidase (hidrolise da linamarina)
1

[
IPA 1 Fx 3864
e Aumento da concentragdo até 12 h ap6s a aplicagdo, seguido e Concentragdo permaneceu constante
de queda com o aumento do tempo de exposi¢do e Baixa atividade da [-glicosidase
e Alta atividade da B-glicosidase e Alta atividade da B-CAS
¢ Baixa atividade da B-CAS

Objetivo: estabelecer relagdo entre o potencial cianogénico (HCN-p)

= ENXERTIA DE COPA NO IPA 1 ¢ a incompatibilidade
Resulltados

| ]

Clones de baixo HCN-p: compativeis Clones de alto HCN-p: incompativeis

Objetivo: estabelecer relagdo entre o potencial cianogénico (HCN-p)

= HCN-p DE CLONES DE COPA e a incompatibilidade

Resultados: enzima envolvida B-diglicosidase (hidrdlise de diglicosideo
cianogénico, forma translocével da linamarina)

| I 1

Clones incompativeis Clones compativeis Clone de painel IPA 1
Folha nova Folha madura Folha nova olha madura |le Ajta atividade da B-diglicosidase
50% HCN-p alto  100% HCN-p baixo||66% HCN-p alto  66% HCN-p alto Folhanova Folha madura
50% HCN-p médio 33% HCN-p baixo 33% HCN-p baixo HCN-p alto  HCN-p alto

Figura 9. Esquema dos testes realizados neste trabalho com os principais objetivos e
resultados.



5 CONCLUSOES

1. A incompatibilidade por translocagdo em enxertos de copa dos clones mencionados
neste trabalho, sobre o clone IPA 1, é devida a translocagdo de glicosideo

cianogénico das folhas dos clones de copa, para o caule do IPA 1.

2. Oclone IPA 1 apresenta atividade mais alta de B-glicosidase, capaz de hidrolizar os
glicosideos cianogénicos linamarina e lotaustralina, e de B-diglicosidase, capaz de
hidrolizar a linustatina, que ¢ a forma normal de transporte do glicosideo, protegida

da agdo da B-glicosidase.

3. Os clones de baixo potencial cianogénico (HCN-p) ou de alto HCN-p, nas folhas
jovens, mas que ndo sofrem redu¢do do HCN-p nas folhas maduras, sdo compativeis,

sendo este o caso encontrado nas proprias folhas do IPA 1.

4. Os clones de HCN-p alto nas folhas jovens, com forte redugdo nas folhas maduras

sdo0 incompativeis.

5. A expressdo de incompatibilidade das copas, com o IPA 1, estd associada a uma

atividade muito baixa de B-cianoalaninasintase na casca do caule.

6. A atividade muito alta de B-cianoalaninasintase na casca do Fx 3864 protege esse
clone dos efeitos da cianogénese, impedindo o acuimulo de HCN livre. Essa

caracteristica encontra-se em menor grau no Fx 4098.
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