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RESUMO

A seringueira na fase adulta possui um crescimento intermitente com o
processo de troca de folhas que ¢ caracterizado pela senescéncia, esse € um
mecanismo que as arvores reciclam os nutrientes tanto no ciclo bioquimico,
como biogeoquimico. Estudos sobre o comportamento dos compostos organicos
e minerais nos diferentes estddios foliares sdo necessarios, pois a conservacao
destes compostos ¢ importante, pois os seringais sdo implantados em solos de
baixa fertilidade. Deste modo, este trabalho teve como objetivo avaliar a
dindmica dos nutrientes minerais € compostos organicos como carboidratos,
aminoacidos livres e proteinas soluveis, durante o desenvolvimento foliar de
seringueira, bem como algumas enzimas presentes no metabolismo do carbono e
nitrogénio. As folhas utilizadas foram provenientes de plantas do clone RRIM-
600, de um seringal localizado em Nepomuceno, MG. Foram selecionados oito
individuos adultos que possuiam folhas nos diferentes estadios (B1, B2, Ce D) e
folhas senescentes (Sen.). As folhas nos estadios B1, B2, C ¢ D foram coletadas
das arvores nos quatro pontos ortogonais e as senescentes foram coletadas no
solo apés a agitacdo mecanica dos galhos. As folhas coletadas foram separadas
em duas amostras. Uma amostra foi utilizada para a avaliagdo dos nutrientes
minerais, nitrato ¢ amonio, utilizando a matéria seca. A outra amostra foi para
quantificar proteinas soliveis, aminoacidos livres, agticares redutores e soluveis
totais, sacarose, bem como a atividade das enzimas invertases soliveis, sintetase
glutamina (GS), desidrogenase do glutamato (GDH) e sintase do glutamato
dependente da ferredoxina (Fd-GOGAT), utilizando a matéria fresca. Observou-
se que os nutrientes N, P, K, S, Cu e Zn diminuiram os seus teores no
desenvolvimento foliar da seringueira, ja para Ca, Mg, B, Fe ¢ Mn verificou-se
um comportamento inverso. A redistribuicdo foi maior para os nutrientes N, P,
K e Cu. O teor do aménio diminuiu durante o desenvolvimento foliar até a
senescéncia. As atividades especificas das enzimas GS e Fd-GOGAT foram
maiores no estadio B2. A GDH apresentou maior atividade nos estadios Bl e
B2. Os aminoacidos apresentaram maiores quantidades no estddio D e Bl. As
proteinas soluveis totais apresentaram maiores teores nos estadios C e D, nestes
estddios as folhas estdo com alta atividade metabdlica. As maiores
concentragdes de agucares no desenvolvimento foliar de seringueira foram
observadas no estadio D. Com relagdo as enzimas de hidrolise da sacarose, a
invertase acida solivel apresentou uma atividade especifica superior a invertase
neutra durante todos os estadios de desenvolvimento, a maior atividade
especifica das invertases soluveis foram no estadio B.

Palavras chaves: Redistribui¢do de nutrientes. Atividade enzimatica.
Desenvolvimento foliar. Hevea brasiliensis.



ABSTRACT

The rubber tree in the adult phase possesses intermittent growth with the
leaf change process that is characterized by senescence, which is a mechanism
by which the trees recycle nutrients in the biochemical, as well as
biogeochemical cycles. Studies on the behavior of the organic compounds and
minerals in the different stages leaf are necessary, because the conservation of
these compounds is important, keeping in mind that the rubber plantations are
implanted in low fertility soils. Based on the above, the objective of this work
was to evaluate the dynamics of the mineral nutrients and organic compounds,
such as carbohydrates, free amino acids and soluble proteins, during the leaf
development of the rubber tree, as well as some enzymes present in the carbon
and nitrogen metabolism. The leaves used were from plants of the clone RRIM-
600, from a rubber tree plantation located in Nepomuceno, MG. Eight adult
individuals were selected that possessed leaves at different stages (B1, B2, C and
D) and senescent leaves (Sen.). The leaves at stages B1, B2, C and D were
collected from the trees at the four orthogonal points and the senescent leaves
were collected on the soil after the mechanical agitation of the branches. The
collected leaves were separated into two samples. One sample was used for the
evaluation of the mineral nutrients, nitrate and ammonium, using the leaf dry
matter. The other sample was to quantify soluble proteins, free amino acids,
reducing and total soluble sugars, sucrose, as well as the soluble enzymes
invertase activity, glutamine synthetase (GS), glutamate dehydrogenase (GDH)
and ferredoxina dependent glutamate sintase (Fd-GOGAT), using the fresh
matter of the leaves. It was observed that the nutrient levels of N, P, K, S, Cu
and Zn were reduced in the leaf development of the rubber tree, however for Ca,
Mg, B, Fe and Mn an inverse behavior was verified. The redistribution was
higher for the nutrients N, P, K and Cu. The ammonium level decreased during
the leaf development until senescence. The GS and Fd-GOGAT specific enzyme
activities were higher in the B2 stage. GDH presented higher activity in the Bl
and stages B2. The amino acids presented higher amounts at the D and B1stages.
The total soluble proteins presented higher levels at stages C and D, at these
stages the leaves are under high metabolic activity. The highest sugar
concentrations in the leaf development of the rubber tree were observed at stage
D. Regarding the sucrose hydrolysis enzymes, the soluble acid invertase
presented a specific activity upper to the neutral invertase during all of the
development stages, the highest specific activity of the soluble invertases was in
stage B.

Key words: Redistribution of nutrients. Enzymatic activity. Leaf development.
Hevea brasiliensis.
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1 INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis [(Willd. ex. Adr. Jussieu.) Muell.
Arg.]) ¢ a principal espécie explorada comercialmente para a produgido de
borracha natural. No Brasil a heveicultura vem se destacando cada vez mais na
regido sudeste, entre os estados dessa regido, Minas Gerais se destaca por
apresentar crescimento anual de 29,7% (ROSADO; PIRES; SANTOS, 2006).

A expansdo do cultivo da seringueira tem explorado diversas condigdes
edafoclimaticas, essa diversidade impde o desenvolvimento de tecnologias de
cultivo e exploragdao mais apropriadas para cada regido. Para seringueira, estudos
sobre o comportamento dos compostos organicos e minerais nos diferentes
estadios da ontogenia foliar é necessario, pois a conservacao destes compostos ¢
importante, principalmente nas regides de expansao que implantam os seringais
em solos de baixa fertilidade.

A seringueira ¢ uma arvore decidua quando adulta. Na regido sudeste a
queda das folhas ocorre nos meses de junho e julho, e as novas folhas emergem
em agosto. Esse comportamento deciduo depende da constituicdo genética, da
intensidade e duragdo do déficit hidrico na estacdo seca e também das condigoes
de nutri¢do mineral (BATAGLIA et al., 1999).

A senescéncia representa o estadgio final de desenvolvimento foliar e ¢
caracterizada pela redistribuigdo dos compostos minerais e organicos das folhas
senescentes, que sao tecidos velhos, para os tecidos novos, isso ocorre através do
ciclo bioquimico, esse ciclo diz respeito a transferéncia dos compostos minerais
e organicos no proprio interior da biomassa (CALDEIRA et al., 1999).

Os nutrientes minerais na planta tem sido objeto de estudo por varias
décadas, principalmente de plantas de interesse econdomico. Mais recentemente,
tem investigado as concentragdes nutricionais, bem como a distribui¢do dos

nutrientes nas arvores, que ¢ fundamental para estabelecer estratégias de
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amostragem com a finalidade de estudar o estado nutricional, ciclagem e
exportacdo (CALDEIRA et al., 1999). Normalmente, a redistribuicdo de
nutrientes dos tecidos senescentes para os tecidos em formagdo constitui a
principal forma de transferéncia de nutrientes interna da arvore.

O comportamento dos nutrientes minerais em folhas de seringueira, nos
diferentes estddios de desenvolvimento e na senescéncia tem sido pouco
estudado, no entanto, as informagGes sobre o acumulo ¢ redistribuigdo de
nutrientes na planta, auxiliaria na adequag¢do de manejos culturais adequados
para os seringais que sdo instalados em solos marginais.

Dentre os minerais essenciais, o nitrogénio ¢ um elemento mineral que
as plantas necessitam em grandes quantidades. Ele é importante para o
crescimento e desenvolvimento das plantas, pois ¢ um constituinte essencial de
muitos componentes celulares, incluindo aminoacidos e acidos nucléicos. Além
disso, este elemento participa da composi¢do quimica de diversas substancias
essenciais ao metabolismo da planta (PALLARDY, 2008).

O metabolismo do nitrogénio esta intimamente interligado ao
metabolismo do carbono, em diversas etapas do metabolismo vegetal. Em
seringueira, o metabolismo do carbono tem sido investigado, principalmente
com o proposito de compreender melhor os diferentes aspectos que envolvem a
ecofisiologia e o desempenho produtivo da espécie, sob condigdes ambientais
distintas. Os estudos tém focado especialmente nas etapas que envolvem os
processos de absor¢do, fixacdo e assimilagdo de carbono a partir do CO, do ar
atmosférico, na sintese de carboidratos primarios nos tecidos fonte, no transporte
de sacarose e sua degradagdo nos tecidos dreno. Assim, permanecem escassas as
informagdes, acerca dos aspectos bioquimicos que envolvem ndo apenas a
assimilacdo de CO,, como também o transporte de carbono a partir dos locais de
sintese primaria de carboidratos simples (fontes) e o consumo dos assimilados

nos 6rgaos que os utilizam (drenos).
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Para a grande maioria das espécies cultivadas, sobretudo aquelas de
ciclo anual e de clima temperado, o metabolismo do nitrogénio e do carbono,
desde as formas preferenciais de absorc@o, até sua assimila¢do e transporte no
interior da planta, tem sido satisfatoriamente estudado. O mesmo nao ocorrendo
para espécies arboreas, onde os trabalhos sobre o tema s3o escassos.
Particularmente, em relacdo a seringueira, alguns trabalhos nesta linha tém sido
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa Hevea da Universidade Federal de Lavras,
cujo objetivo prioritario € conhecer as formas de absorc¢do, assimilacdo e
transporte do nitrogénio e do carbono em plantas de seringueira. O
conhecimento do metabolismo do nitrogénio e do carbono, no desenvolvimento
foliar ¢ de fundamental importdncia para a cultura, uma vez que, o
comportamento fisioldgico desta espécie é altamente influenciado por estes.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a dindmica dos nutrientes
minerais e compostos organicos como carboidratos, aminoacidos livres e
proteinas soluveis, durante o desenvolvimento foliar de seringueira, bem como

algumas enzimas presentes no metabolismo do carbono e nitrogénio.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia econémica da seringueira

A seringueira pertence ao género Hevea, da familia Euphorbiaceae. O
género possui onze espécies conhecidas, das quais a Hevea brasiliensis [(Willd.
ex. Adr. Jussieu.) Muell. Arg.] ¢ a mais importante, por ser a Unica plantada e
explorada comercialmente e¢ apresenta maior capacidade produtiva e melhor
qualidade do latex (SECCO, 2008). A borracha natural obtida no seringal ¢
matéria-prima agricola importante para a manufatura de uma grande quantidade
de produtos, considerada estratégica e indispensavel na produgdo de artigos
essenciais para a humanidade.

A atual producdo mundial de borracha natural tem se mostrado
insuficiente para atender a demanda que vem aumentando significativamente a
cada ano. Isto tem causado uma escassez de matéria-prima, a qual tem sido
suprida, em parte, pela utilizagdo da borracha proveniente do petrdleo. As
grandes oscilagdes de preco de mercado do petroleo e a poluicdo causada pela
queima deste recurso ndo renovavel apontam para uma tendéncia de redugdo no
consumo de borracha sintética. Além disso, em muitos casos, a borracha natural
¢ insubstituivel, devido as suas caracteristicas quimicas e fisicas (ROSADO;
PIRES; SANTOS, 2006). Desta forma a heveicultura tem se apresentado como
uma atividade promissora.

O aumento da demanda da borracha natural levou varias regides no
mundo a iniciar seu cultivo em larga escala. Os maiores produtores de borracha
natural sdo os paises da Asia, os quais sempre tiveram o sistema de produgio de
borracha comercial e empregam tecnologias, como clones melhorados e tratos

culturais adequados.
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Na América Latina o sistema de produgdo de borracha natural vem se
tornando comercial, sendo que anteriormente havia somente o extrativismo nas
areas de origem da espécie. O Brasil possui em relagdo aos demais paises
produtores, areas incomparavelmente mais aptas ao plantio de seringueira. No
entanto, pouco contribui para a produ¢do mundial (DALL’ANTONIA et al.,
2006). A produgdo nacional atende apenas 1/3 do mercado brasileiro, sendo o
restante importado dos paises asiaticos.

A expansdo da heveicultura ¢ a saida para minimizar a importagdo do
produto na busca da auto-suficiéncia ou, at¢é mesmo, ocupar novamente uma
posicao de relevancia na produgdo mundial. O plantio de seringueira no pais
vem se expandindo, notadamente em diferentes regides, cujas areas possuem
condi¢des climaticas contrastantes da origem da espécie, justificadas pela busca
de condigdes climaticas desfavoraveis ao desenvolvimento do fungo Microcylus
ulei (P. Henn.) von Arx., que restringe a utilizagdo de clones de alta produgao,
especialmente os “orientais”, que sdo normalmente susceptiveis a esse fungo.

Os maiores produtores brasileiros, atualmente, sdo os estados de Séo
Paulo, Mato Grosso, Bahia, Espirito Santo e Minas Gerais, participando,
respectivamente, com 53%, 18%, 13%, 5% e 3% da producdo nacional. Na
ultima década, pode-se observar alta taxa de crescimento da area plantada nestes
estados, destacando-se Minas Gerais com 29,7% de crescimento anual

(ROSADO; PIRES; SANTOS, 2006).

2.2 Ciclo de cultivo da seringueira

A seringueira € uma cultura que tem, nas diversas fases do seu ciclo,
uma estreita dependéncia de variaveis do ambiente fisico (SA, 2000). As
seringueiras cultivadas podem ser classificadas em trés fases distintas: fase de

viveiro, fase de desenvolvimento e fase de producao.
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A fase de viveiro envolve o periodo de plantio das sementes do porta-
enxerto, a enxertia e o crescimento do enxerto (clone), até que o mesmo
apresente dois lancamentos maduros. Ao contrario das demais fases, a fase de
viveiro ¢é relativamente rapida, dura em torno de um ano (CARVALHO;
BATISTA, 2004).

A fase de desenvolvimento, também conhecida como periodo de
imaturidade, ocorre durante os trés primeiros anos de vida, apds o transplante da
muda para o campo. As plantas jovens de seringueira crescem ativamente com
fluxos continuos de langamento de novas folhas. E um periodo de intenso
crescimento vegetativo, com grande demanda de nutrientes para a formagdo de
tecidos no caule, galhos, folhas e raizes. Posteriormente, quando se inicia um
crescimento intermitente com o processo de troca de folhas, sobretudo durante o
inverno, as plantas sdo consideradas adultas (BATAGLIA et al., 1999). Esse
comportamento deciduo da seringueira, caracterizado pela senescéncia, queda
das folhas e reenfolhamento, depende da constitui¢do genética, da intensidade e
duracdo do déficit hidrico na estagdo seca e também das condigdes de nutrigao
mineral (GONCALVES et al., 1989; BATAGLIA et al., 1999).

A fase de producdo envolve o periodo de exploracdo do seringal, ou
seja, quando as plantas estdo aptas para iniciar a sangria. Apos o inicio da
sangria, observa-se uma redu¢@o no ritmo de crescimento das plantas, que se
deve a uma alteracdo na relagdo fonte-dreno, tendo em vista que a particdo de
fotoassimilados, antes direcionadas apenas para o crescimento, também passa a
ser dirigida a reconstitui¢do do latex extraido através da sangria (VIRGENS
FILHO, 2008). A producdo de latex (borracha) em um seringal pode se

prolongar por mais de 30 anos.
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2.3 Desenvolvimento foliar

As folhas de seringueira sdo trifoliadas, com peciolo longo; a base
engrossada no pulvino exibe 3 (1-3) glandulas na jun¢do dos peciolos, com
disposicdo espiralada para direita. Em cada brotagdo as primeiras folhas sdo
maiores ¢ mais distanciadas entre si, com adensamento terminal de folhas
menores para o apice. O foliolo central é pouco diferente dos laterais,
comumente um pouco maior € com a base um pouco mais estreita (SECCO,
2008).

Os ciclos da ontogenia foliar de plantas de seringueira compreendem
quatro estadios A, B, C e D (Figura 1), relacionadas com o nivel de atividade do
meristema apical e com as fases de desenvolvimento foliar (HALLE;

OLDEMAN; TOMLINSON, 1978).
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Figura 1 Tlustragcdes dos diferentes estadios foliares, A (A gema apical e A*
gema vegetativa), B (B1 e B2), C e D, durante a ontogenia foliar de
seringueira, em condigdes de campo

Fonte Miguel (2005)
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No estadio A, a gema apical, anteriormente em repouso, entra em
atividade de divisdo celular ¢ morfogénese (formacdo de primordios foliares e
gemas axilares). O intumescimento de gema ¢ facilmente visivel, gracas ao
afastamento das escamas protetoras que expdem as interiores. Esse estadio tem
duragdo média de nove dias.

No estadio B, correspondente a fase de alongamento, a atividade
mitotica (divisdo celular) no meristema apical reduz-se sensivelmente a partir do
inicio do alongamento, sendo quase nula quando o crescimento torna-se mais
rapido, ficando restrita ao foliolo, a gema em desenvolvimento e ao meristema
subapical, responsavel pelo crescimento longitudinal, juntamente com o
alongamento celular. Neste estadio, que dura, em média 10 dias sdo
caracterizados dois subestadios. No B1, os foliolos estdo na posi¢do vertical com
o0 apice voltado para cima, fortemente carregados de antocianinas. Os primoérdios
basais formam escamas ou catafilos, que portam uma gema axilar, com maior
distdncia entre si do que entre as folhas verdadeiras. Nesses catafilos, ha
geralmente, nectarios extraflorais visitados por formigas. No B2, os apices dos
foliolos estdo voltados para baixo, com coloragdo antocidnica intensa.

No estadio C, os foliolos encontram-se pendentes, flacidos e de cor
verde. Os ultimos primordios foliares, que chegam a atingir o formato de
pequeninas folhas trifoliadas, abortam e caem em seguida. Os primoérdios
foliares que surgem apds as folhas pequenas que caem ndo se desenvolvem até o
estagio de folhas, mas transformam-se em escamas que protegem o meristema
apical e os primérdios foliares internos, paralisando o crescimento. A duracdo é
de cerca de oito dias.

O estadio D corresponde a fase de dorméncia da gema apical com folhas
totalmente expandidas e amadurecidas. Esta fase dura, geralmente, 13 dias sob
condi¢des normais de crescimento ativo (HALLE; OLDEMAN; TOMLINSON,

1978). Segundo Miguel (2005) neste estadio ocorre maior a fotossintese liquida,
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sendo também acompanhada por maiores teores de clorofilas, da eficiéncia
fotoquimica do fotossistema II, da eficiéncia de carboxilagdo, da condutincia
estomatica, da transpiragdo e da eficiéncia no uso da agua, paralelamente a
formacdo e estruturagdo dos tecidos parenquimaticos foliares, do limbo foliar e
maior densidade estomatica.

A seringueira ¢ uma arvore caducifolia, a senescéncia € o estagio final
de desenvolvimento da folha. A senescéncia é definida como um processo
altamente regulado, durante o qual, varios mecanismos metabodlicos sdo
ativados, enquanto que outros sdo inativados. Durante a senescéncia, inumeras
alteragdes ocorrem no 6rgao para o reaproveitamento de nutrientes importantes,

como o fésforo e o nitrogénio (LIM; KIM; NAM, 2007).

2.4 Importéncia dos nutrientes minerais em seringueira

A recomendagdo correta de adubagdo para uma cultura depende de um
grande volume de experimentagdo, o que se torna bastante dificil no caso de
plantas perenes, em especial a seringueira. O conhecimento do estado nutricional
da seringueira é um requisito basico para a recomenda¢do adequada de
fertilizantes, visando aumentar a produtividade. A avaliacdo, tanto de solos
como de folhas, tem servido de base para a discriminacdo de adubacdo, de
acordo com o tipo de solo e com o estado de nutri¢ao das plantas (BATAGLIA;
CARDOSO; CARRETERO, 1988).

Estudos sobre a nutricdo mineral da seringueira e o uso correto de
adubos foram realizados por Bataglia, Cardoso e Carretero (1988), Falcdo
(1996), Murbach (1997), Bataglia e Santos (1998), Murbach et al. (1999),
Virgens Filho; Moreira e Castro (2001), Carmo et al. (2002), Carvalho e Batista
(2004) e Roque et al. (2004), nos quais foram analisados os efeitos dos adubos

no desenvolvimento das arvores e na produgao de borracha.
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Bataglia, Cardoso e Carretero (1988) comparando seringais com
diferentes niveis de produtividade, verificaram por meio de analise de folha, que
os nutrientes nitrogénio (N) e potassio (K), foram os que mais estiveram
relacionados com as maiores produtividades.

Carmo et al. (2002), analisando 25 seringais em producdo, na Zona da
Mata de Minas Gerais, observaram que a maioria dos seringais encontra-se
implantado em solo de baixa fertilidade, e que a producdo de borracha foi menor
nos seringais que apresentavam baixos teores de N e K nos solos e nas folhas.

Os autores Virgens Filho, Moreira e Castro (2001) avaliaram o efeito da
calagem e da adubagdo nitrogenada, fosfatada e potassica sobre o estado
nutricional e produg@o de borracha, em seringueiras com 16 anos de campo,
cultivadas no Planalto Ocidental Paulista e verificaram que a adubacdo com
NPK incrementou o teor foliar de P e enxofre (S), apenas na presenga de
calagem. Os teores foliares de N, P, S, cobre (Cu) e zinco (Zn) foram afetados
negativamente pela auséncia da calagem e da adubacdo, enquanto os teores de
K, calcio (Ca), magnésio (Mg), boro (B), ferro (Fe) e manganés (Mn) ndo
apresentaram diferengas significativas. A maior produgdo de borracha seca foi
obtida na presenca de calagem com as seguintes doses N= 80 kg.ha'ano™'; P=

17,5 kg-ha'ano™ e K=33 kg.ha"'ano™.

2.5 Ciclagem dos nutrientes minerais em seringueira

Estudos relacionados a ciclagem de nutrientes em varias espécies ja
foram feitos por diversos autores como, por exemplo, em Eucalyptus sp.,
estudado por Tuner ¢ Lambert (2008); Eucalyptus globulus por Schumacher e
Caldeira (2001) e Schumacher (1998); Acacia mearnsii por Caldeira et al.

(1999) e Caldeira et al. (2000), Hevea brasiliensis e Pinus oocarpa, por Silvia,
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Santos e Paiva (1998) e Rodrigues et al. (2000), Pinus e Eucalyptus por
Schumacher et al. (2004), Tapirira guianensis por Nascimento et al. (2007).

A variag@o dos nutrientes minerais depende de varios fatores, entre eles
pragas e doencas, idade das arvores e das folhas, posi¢do na copa, estagdo do
ano, disponibilidade do nutriente no solo e caracteristicas nutricionais de cada
espécie (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

A idade da folha merece destaque, por afetar a distribuicdo dos
nutrientes, em fungdo da redistribuicdo de determinados nutrientes moveis para
outros 6rgdos, como folhas novas, orgdos de reserva, frutos e regides de
crescimento antes da abscisio (CALDEIRA et al., 1999). Esta ¢ uma das
maneiras utilizadas pela planta para conservar parte dos nutrientes absorvidos.

A seringueira ¢ uma arvore decidua, em que a queda das folhas
normalmente ocorre nos meses de junho e julho, e as novas folhas emergem em
agosto. Esse comportamento deciduo depende da constituicdo genética, da
intensidade e duragdo do déficit hidrico na estacdo seca e também das condigoes
de nutri¢do mineral (BATAGLIA et al., 1999).

A reciclagem dos compostos orginicos e minerais na senescéncia e na
abscisdo das folhas ocorre através do ciclo bioquimico e do biogeoquimico. O
ciclo bioquimico envolve a redistribuicdo dos compostos minerais de tecidos
velhos para os novos da planta, ou seja, diz respeito a transferéncia dos
compostos minerais no proprio interior da biomassa (CALDEIRA et al., 1999).
Os fluxos de nutrientes no ciclo bioquimico sdo controlados por mecanismos de
conservacdao, o qual para cultura da seringueira, torna-se essencial, pois a
maioria dos seringais ocorre em solos de baixa fertilidade.

Silvia, Santos e Paiva (1998) avaliando a transloca¢do de nutrientes
minerais em seringueira, verificaram que os teores foliares de N, P, K ¢ Mg
diminuiram com o aumento da idade da folha. Por outro lado, os teores de Ca

aumentaram com a idade da folha, apresentando teores significativamente
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inferiores nas folhas jovens, por ser imoveis na planta. Os teores de S ndo
apresentaram um padrdo de varia¢do definido. A ordem relativa da concentragdo
de macronutrientes nas folhas da seringueira foi: K>N>Ca>P>S>Mg.

Resultados semelhantes aos citados anteriormente foram observados por
Rodrigues et al. (2000), que concluiram que a redistribuicdo de N, P ¢ K

desempenham um papel importante na nutricdo da seringueira.

2.6 Nitrogénio no solo e na planta

Dentre os minerais essenciais, o nitrogénio (N) € o que se encontra em
maiores quantidades nos vegetais, sendo de fundamental importancia na
producdo de biomassa. Além disso, este elemento participa da composicao
quimica de diversas substincias essenciais ao metabolismo da planta, como
clorofilas, proteinas, enzimas, fitormonios, poliaminas e moléculas do
metabolismo secundario, tais como alcaldides (PALLARDY, 2008).

As principais formas de nitrogé€nio no solo sdo as formas organicas, e
apenas uma pequena parte do N total encontra-se nas formas minerais de amonio
(NH,") e de nitrato (NO5'), que sdo as formas de absor¢do de N pela planta. Os
teores de N inorganico sdo altamente dinamicos no solo, sendo alterados
constantemente, em razdo dos processos de mineralizagdo, através da
amonificagdo e aminagdo da matéria organica e da imobiliza¢do, pelos
microorganismos (VALERIO, 2002), o que nem sempre ocasiona eficiéncia no
seu aproveitamento pelas plantas.

Na maioria das espécies a forma preferencial de absor¢ao de nitrogénio
¢ o nitrato, uma vez que altos niveis de amodnio sdo toxicos para as plantas.
Assim, quando absorvido pelas plantas, o nitrato (NO;) pode ser reduzido a
amoénio (NH,") por meio da acio sequencial das enzimas redutase de nitrato e

redutase do nitrito. A primeira etapa da assimilagdo ¢ a reducdo de NO; a NO;,
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no citoplasma celular pela agdo catalitica da enzima redutase de nitrato. O nitrito
(NO;") é um ion altamente reativo, potencialmente toxico. As células vegetais
transportam imediatamente o NO, gerado durante a redugdo de nitrato do
citosol, para os cloroplastos nas folhas e plastideos nas raizes. Nessas organelas,
a enzima redutase do nitrito reduz NO, a NH," e este ¢ incorporado a compostos
organicos, como aminoacidos e amidas.

Em geral, quando as raizes recebem pequenas quantidades de nitrato, o
mesmo ¢ reduzido, principalmente nesses orgdos. Entretanto, 8 medida que o
suprimento de nitrato aumenta, uma propor¢do maior de nitrato absorvido ¢
translocada para a parte aérea, onde ¢ assimilado (MARSCHNER, 1995).
Mesmo sob condigdes similares de disponibilidade de nitrato, o balango do
metabolismo do nitrato entre raizes e a parte aérea varia de espécie para espécie.
Em plantas jovens de seringueira essa enzima ¢ ativa apenas no sistema radicular
(DELU FILHO et al., 1998), apesar de ndo existir nenhum relato sobre esse
processo em arvores adultas, tudo indica que em seringueira que a assimilacao
do nitrato ocorre exclusivamente na raiz. A redu¢do do nitrato no sistema
radicular pode representar uma vantagem, pois sendo a seringueira uma planta
decidua, na época de reenfolhamento, o seu sistema de redug@o do nitrato estaria
intacto para exercer tal fungo, ndo ficando dependente da retranslocagdo de N-
organico de outras partes da planta.

O amonio presente nas células € convertido a aminoacidos, sendo o
acido glutdmico o principal aminoacido formado. A assimilagdo do N amoniacal
em aminoacidos depende diretamente de duas enzimas: a sintetase da glutamina
(GS) e a sintase do glutamato (GOGAT). A sintetase da glutamina (GS) catalisa
a conversdo de glutamato a glutamina, em uma reagdo dependente de ATP e um
cation bivalente como co-fator (Mg®", Mn*" ou Co*"). Conhecem-se duas
isoformas de GS nas plantas: uma presente no citosol (GS-1) e outra localizada

nos cloroplastos ou nos plastidios (GS-2) das raizes (SODEK, 2004).
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Em trabalho realizado com plantas jovens de seringueira cultivadas com
diferentes concentra¢des de nitrato e amdnio, Lemos et al. (1999) observaram
que a atividade da GS foi aumentada quando nitrato foi adicionado ao meio de
cultivo, sendo maior nas ldminas foliares do que nas raizes. Além disso, os
autores verificaram uma alta correlacdo entre a atividade da GS nas laminas
foliares e raizes e a atividade da RN nas raizes, sugerindo que a GS radicular
parece ser altamente dependente do amonio produzido nas raizes apds a
assimilacdo pela RN, o mesmo ndo ocorrendo nas laminas foliares, pois neste
sitio os altos valores de atividade da GS indicam que outras fontes de amoénio,
além daquele transportado via corrente transpiratdria estdo sendo utilizados
como, por exemplo, o amobnio liberado durante a fotorrespiragdo
(WALLSGROVE et al., 1983) e outras reagdes que liberam amoénio como o
metabolismo da asparagina por meio da aglo da asparaginase (LEA;

ROBINSON; STEWART, 1990). Estes aspectos ainda precisam ser

elucidados para a seringueira.

Resultados semelhantes aos de Lemos et al. (1999) foram observados
por Delu Filho et al. (1998) os quais relataram maior atividade da GS em
laminas foliares de plantas jovens de seringueira, quando comparada com a
atividade da enzima em raizes e atividade dessa enzima aumentou com a adigdo
de nitrato ao meio. No entanto, resposta diferenciada foi observada por Alves
(2001), que encontrou maior atividade da GS em raizes quando comparado com
a atividade da enzima em laminas foliares.

A enzima sintase do glutamato (GOGAT) catalisa a conversdao de
glutamina e 2-oxoglutarato em duas moléculas de glutamato. Duas diferentes
formas da enzima estdo presentes em plantas superiores, sendo que uma utiliza
NADH como fonte de poder redutor e, a outra, a ferredoxina. A enzima
dependente de ferredoxina estd localizada nos cloroplastos de folhas e sua

atividade aumenta durante o desenvolvimento das folhas, sob condigoes de luz e
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esta envolvida no metabolismo fotorrespiratorio do nitrogénio. A atividade da
enzima dependente de NADH tem sido detectada em tecidos ndo verdes, a
exemplo de raizes e feixes vasculares de folhas em desenvolvimento. Nas raizes,
a NADH-GOGAT estd envolvida na assimilagio do NH, absorvido na
rizosfera.

Segundo Delu Filho et al. (1998) a alta atividade Fd-GOGAT ¢
encontrada em laminas foliares de plantas jovens de seringueira e seu aumento ¢é
diretamente proporcional a adicdo de nitrato ao meio de cultivo. O
comportamento das enzimas GS/GOGAT nas folhas parece estar operando
conjuntamente nesta espécie, com a GS fornecendo substrato para a Fd-GOGAT
(LEMOS et al., 1999; DELU FILHO et al., 1998).

A compreensao da regulacdo da GS e GOGAT sdo bastante complexa.
Dependendo do tecido da célula ou do compartimento celular em que essas
enzimas se localizam ou do estidgio de desenvolvimento do 6rgdo vegetal, as
atividades das enzimas sdo diferentes. Acredita-se que haja multiplos controles
de regulagdo atuando em nivel génico e/ou protéico que modificariam a
atividade da GS. E importante considerar essa complexidade ao se estudar a GS
e a GOGAT, pois as suas fungdes em conjunto com as de outras enzimas
permitem a planta balancear o metabolismo do carbono e nitrogénio em
diferentes orgaos e regides celulares, nas diferentes horas do dia e sob diversas
condi¢des ambientais (MIFFLIN; HABASH, 2002).

O aménio pode ser assimilado através de uma rota alternativa, conhecida
como rota da desidrogenase do glutamato (GDH). A enzima desidrogenase do
glutamato catalisa a reagdo reversivel que sintetiza ou desamina o glutamato.
Uma forma NADH-dependente da GDH ¢é encontrada nas mitocondrias e uma
forma NADPH-dependente ocorre nos cloroplastos de 6rgdos fotossintetizantes.
Embora ambas as formas sejam relativamente abundantes, elas ndo podem

substituir a rota da GS/GOGAT para assimilagcdo do amdnio, tendo como funcao
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principal desaminar o glutamato. Stitt et al. (2002) sugerem que a GDH pode ter
um papel cuja acdo da enzima varia de acordo com as necessidades celulares,
com relacdo aos contetdos de glutamato e esqueletos carbonicos.

Apos a redugio de NOs™ e assimilacdo de NH, " nas raizes, os compostos
nitrogenados s3o transportados, via xilema, para a parte aérea da planta.
Dependendo das condi¢des ambientais e concentracdo externa de nitrato e
amdnio, os compostos transportados sdo essencialmente aminodcidos. Desses,
cerca de 20 sdo usados na formagdo de proteinas. Estas participam como
enzimas nos processos metabdlicos das plantas, tendo assim uma funcdo
funcional e estrutural. Dai a importancia do nitrogénio para as plantas, pois ¢é
componente essencial dos aminodcidos, enzimas e coenzimas, dos acidos
nucléicos, dos nucleotideos, das membranas, de varios hormonios e da molécula
da clorofila entre outros metabdlitos essenciais para o crescimento e

desenvolvimento vegetal.

2.7 Carboidratos entre tecidos fonte e tecidos dreno

Devido a presenga maciga de compostos organicos (cerca de 90%) na
constituicdo da matéria seca de todos os tecidos e produtos vegetais, o
conhecimento sobre o metabolismo do carbono € considerado fundamental para
compreensdo dos processos fisioldégicos, que promovem o crescimento € o
desenvolvimento das plantas, os quais resultam da atividade fotossintética. O
restante da matéria seca advém da absor¢do de nutrientes minerais do solo, os
quais, apesar de requeridos em quantidades pequenas, sdo indispensaveis para a
vida da planta. As contribui¢des isoladas da fotossintese e da nutricdo mineral
para o crescimento sdo dificeis de quantificar, devido a estreita relacdo entre
esses dois processos, de tal forma que deficiéncias em um, prejudicam o outro,

direta e/ou indiretamente (OLIVEIRA et al., 2008).
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A assimilacdo e a fixacdo do CO, ocorrem predominantemente nas
células do mesofilo das folhas maduras. As folhas fotossinteticamente ativas
produzem mais carboidratos do que consomem, portanto, atuam como fontes de
carbono. Por outro lado, existem diferentes tecidos drenos que dependem de
uma fonte exdgena de agucares (HO, 1988). O controle da integracdo entre o
sistema fonte e dreno se dé pela forte relagdo existente entre os tecidos, sendo
que a exportacdo de sacarose das células foliares é o principal fator de ligagdo
entre a assimilacdo do carbono pela fonte e a sua utilizagdo no dreno
(ROITSCH; EHNE, 2000).

O transporte de carboidratos primarios produzidos nas folhas visa o
atendimento as demandas dos drenos, que s@o regides de crescimento e
desenvolvimento. Na maioria das plantas de importancia agricola, hd uma
hierarquia natural de oOrgdos que atuam como drenos importadores de
fotoassimilados. Entretanto, nas plantas lenhosas, a natureza sazonal do seu
desenvolvimento ocasiona, em maior ou menor intensidade, uma superposi¢ao
de utilizacdo de fotoassimilados, por diversos orgdos em crescimento
(WARDLAW, 1990).

A sacarose ¢ a forma de aclicar mais comumente transportada pela seiva
nas plantas superiores e distribuida para os varios tecidos, em particular aos
drenos formados por zonas de metabolismos ativos (JACOB et al., 1988). A
sacarose tem que ser hidrolisada em hexoses, para sua utilizagdo, uma reagdo
que ¢ mediada, tanto por invertases como por sacarose sintase.

As invertases promovem a hidrolise irreversivel de sacarose, a glicose e
frutose, e sdo enzimas cujo K, para sacarose ¢ relativamente baixo (7 a 15 mM)
(AVIGAD, 1982). A sacarose sintase (SuSy), exclusiva de plantas, promove a
clivagem de sacarose dependente de UDP, produzindo UDP-glicose e frutose. O

K., da SuSy para a sacarose ¢ relativamente alto (40 a 200 mM) e a atividade da
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enzima ¢ limitada pelas concentragdes de sacarose e UDP no citosol (AVIGAD,
1982; LOEF; STITT; GEIGENBERGER, 1999).

Existem dois grupos de invertases, com diferentes propriedades
bioquimicas e localizagdes subcelulares. Segundo Sturm (1999), as fungdes
especificas das isoformas de invertase ndo sdo claras, mas parecem regular a
entrada de sacarose nas suas diferentes vias de utilizagdo. A maioria das espécies
contém pelo menos duas isoformas de invertase vacuolar, que se acumulam
como proteinas soliveis (invertases acidas soliveis), no limen desse
compartimento acidificado. De maneira similar, existem algumas isoformas de
invertase extracelular (invertases de parede celular) que sdo ionicamente ligadas
a parede celular. Invertases de vacfiolo e de parede celular promovem a
clivagem de sacarose com maior eficiéncia, quando submetidas a niveis de pH
entre 4,5 ¢ 5,0. Além disso, as plantas tém, pelo menos, duas isoformas de
invertases citoplasmaticas, denominadas neutras ou alcalinas, cuja atividade
sacarolitica ¢ maximizada em niveis de pH entre 7,0 ¢ 7,8 (QUICK;
SCHAFFER, 1996). A invertase neutra ¢ considerada uma enzima de
manutencdo, envolvida na degradagdo de sacarose, quando as atividades da
invertase acida e da SuSy sdo baixas (COPELAND, 1990).

As hexoses produzidas pela hidrolise da sacarose podem assumir
destinos diferentes, de acordo com a demanda da planta. Giaquinta (1977), em
seus estudos, observou que elas podem ser fosforiladas e entrar na via glicolitica
para respiragdo ou podem ser usadas como precursores de compostos estruturais

da célula.
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3 MATERIAL E METODOS

As analises do nitrogénio total, nitrato, amonio, proteinas soluveis totais,
aminoacidos livres, agucares soluveis totais, acucares redutores, atividade das
enzimas das invertases soliveis, sintetase glutamina (GS), desidrogenase do
glutamato (GDH) e sintase do glutamato dependente da ferredoxina (Fd-
GOGAT) foram realizadas no Laboratorio de Nutri¢ao e Metabolismo de Plantas
do Departamento de Biologia/Setor Fisiologia Vegetal situado na Universidade
Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais.

As analises dos nutrientes minerais fosforo, potassio, calcio, magnésio,
enxofre, boro, cobre, ferro, manganés e zinco foram realizadas no Laboratdrio
de Anélise Foliar do Departamento de Quimica, situado na Universidade Federal
de Lavras, Lavras, Minas Gerais.

A analise quimica do solo foi realizada no Laboratério de Andlises de
Solos do Departamento de Ciéncia do Solo, situado na Universidade Federal de

Lavras, Lavras, Minas Gerais.

3.1 Obtencao do material vegetal

As folhas de seringueira utilizadas foram provenientes de plantas do
clone RRIM-600, de um seringal com cinco anos de idade, localizado na
Fazenda Carandai, no municipio de Nepomuceno, Minas Gerais. O seringal esta
localizado nas coordenadas 21°17°33” S e 45°10°41” W, a uma altitude de 904
m. O clima do municipio ¢ do tipo CWB segundo a classificacio de K&ppen
(mesotérmico com verdes brandos e suaves e estiagem de inverno).

Foram selecionados oito individuos adultos que apresentavam
uniformidade entre o perimetro do caule, altura das arvores e que possuiam

folhas nos diferentes estadios (B1, B2, C e D) e folhas senescentes (Sen.). As
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identificagdes desses estadios fenoldgicos foram feitas baseando-se na
caracterizagdo e descri¢do de Hallé¢, Oldeman e Tomlinson (1978).

As folhas nos estadios B1, B2, C e D foram coletadas das arvores com
auxilio de um podao, nos quatro pontos ortogonais. As folhas senescentes foram
coletadas no chdo. Para se ter a certeza de que as folhas pertenciam as arvores
selecionadas, a area da proje¢do da copa de cada arvore foi limpa, retirando
galhos e folhas ali existentes. Posteriormente, os galhos da arvore foram
agitados até que suas folhas senescentes caissem no chido e essas fossem
coletadas. O horario de coleta das folhas foi de 08:00 as 10:00 horas.

As folhas coletadas foram separadas em duas amostras de cada estadio.
Uma amostra foi utilizadas para a avaliacdo dos nutrientes minerais (nitrogénio
(N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B),
cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn)), nitrato e amodnio, estas
amostras foram armazenadas em sacos de papel Kraft. Posteriormente, no
laboratoério, as folhas foram lavadas e secas em estufa de circulacdo forcada de
ar a 60°C £ 5°C até peso constante.

A outra amostra foi para quantificar proteinas solliveis totais,
aminoacidos livres, agtcares redutores e soliveis totais, sacarose, bem como a
atividade das enzimas invertases soluveis, sintetase glutamina (GS),
desidrogenase do glutamato (GDH) e sintase do glutamato dependente da
ferredoxina (Fd-GOGAT). Estas amostras tiveram suas folhas imediatamente
acondicionadas em garrafas térmicas (9 litros) com gelo. No laboratorio, as
folhas de cada estadio tiveram o limbo foliar lavado e picado em pequenos
pedagos de 0,5 cm®. Os diferentes estadios foram pesados em amostras de um
grama, colocados em papel aluminio e congeladas em nitrogénio liquido.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas em freezer -86 °C para

posteriores analises.
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3.2 Caracterizacéo quimica do solo

Amostras de solos foram coletadas, na profundidade de 0-20 cm, nos
quatro pontos ortogonais na projecao da copa de cada planta, posteriormente as
quatro amostras simples foram homogeneizadas, compondo uma amostra
composta. As determinagdes quimicas da amostra composta de cada planta
foram realizadas de acordo com a metodologia preconizada pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria - EMBRAPA (1999), essas analises foram
utilizadas para verificacdo da fertilidade do solo. Os resultados encontram-se na

Tabela 1.

Tabela 1 Caracterizacdo quimica de amostras de solo coletadas na camada de 0-

20 cm
pH* p? K? Ca”* Mg** AP H+AI
mg.dm (0010) N [ —
441+0,05 2,38+0,26 62,25+8,42 1,16+0,13 0,45+0,05 0,73+0,09  5,25+0,2
AC MU0 mBx. Meéd. Meéd. Meéd. Meéd. Alto
S0, B? cu’ Fe? Mn? zZn? M.O*
mg.dm™ dag.kg™
7,03+0,30 0,15+0,02 2,00+0,07 63,44+6,25 20,51+0,71 1,88+0,79  1.9+0,08
Méd. Bx. Alto Alto Alto Bom Bx.
P-rem. t T® SB’ & m’
mg.L? cmol.dm™ %
21,19+0.8 2,50+0,14  7,03+0,30 1,78+0,19  25,03+£1,97 30,03+4,28
Méd. Méd. Méd. Bx. Méd.

'PH em H,O, KCI e CaCl,, “Extrator Mehlich 1; ’Extrator agua quente; ‘Matéria
organica; “Capacidade de troca cationica efetiva; °Capacidade de troca catidnica a pH
7,0; "Soma de bases trocaveis; *[ndice de saturagdo de bases; °Indice de saturagdo de
aluminio
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3.3 Andlise mineral e das formas nitrogenadas das folhas

As folhas secas de cada estadio foram moidas em moinho tipo Willey
com malha de 20 mesh. Apds a moagem, os teores dos macronutrientes e
micronutrientes foram analisados quimicamente de acordo com Malavolta, Vitti
e Oliveira (1997).

O nitrato das folhas foi extraido em agua a 45 °C, por uma hora e
quantificado colorimetricamente por nitrificacdo do acido salicilico, leitura em
espectrofotometro a 410 nm (CATALDO et al., 1975). O amoénio foi extraido
através da mineralizagdo por via umida em acido sulfirico concentrado, e
dosado usando o reagente Nessler (JACKSON, 1958), com leitura a 480 nm em
espectrofotometro.

A redistribui¢do dos nutrientes minerais foi calculada comparando-se os
teores dos nutrientes na folha senescente com o teor das folhas maduras (estadio

D), de acordo com Attiwill, Guthrie e Leuning (1978):

Redistribuicao (%) = Teor da folha senescente —Teor da folha madura «
Teor da folha madura

100

3.4 Extracédo e atividade das invertases solGveis, quantificacdo de proteinas
solaveis, aminoacidos livres, aclcares redutores, aglcares solUveis totais e

sacarose

Para extrac¢do das invertases soltveis, 1g de tecido foliar de cada estadio
foi homogeneizado em graal com nitrogénio liquido, sendo acrescido 4 ml do

meio extrator constituido de tampdo fosfato de potassio no pH 7,5 (100 mM),
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fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (1mM), MgCl, (5 mM) e ditiotreitol
(DTT) (1 mM), em seguida foi centrifugado a 18000 x g a 4 °C por 20 minutos e
o sobrenadante, denominado de extrato enzimatico sacarolitico, foi utilizado
como fonte enzimatica.

Para o ensaio da invertase acida soluvel, uma aliquota de 200 puL do
extrato enzimatico sacarolitico foi adicionada ao meio de reag@o constituido por
tampao acetato de sddio no pH 4,5 (100 mM), MgCl, (5§ mM), e sacarose (200
mM), perfazendo um volume final de 2 mL. Em seguida, as amostras foram
incubadas em banho-maria, a 37°C durante 70 minutos. Para o ensaio da
invertase neutra usou-se 0 mesmo procedimento, porém o tampao utilizado no
meio de reacdo foi o tampao fosfato de potassio no pH 7,5 (100 mM). Aliquotas
de 50 pl foram coletadas ao final de 10 e 70 minutos para a dosagem da
atividade enzimatica.

As atividades enzimaticas foram avaliadas pela dosagem de agucares
redutores produzidos, segundo o método de dinitrosalicilato descrito por Miller
(1959). As atividades foram expressas em umol de agucares redutores (AR)
produzidos, por grama de matéria fresca por hora.

Para a quantificagdo das proteinas soluveis, aminoacidos livres, agtcares
redutores e soluveis totais foram usadas aliquotas do extrato obtido para o ensaio
das invertases. As proteinas soliiveis e aminoacidos livres foram determinados
segundo metodologia descrita por Bradford (1976) e Yemm e Coccking (1955),
respectivamente. Os teores agucares redutores, de acordo com Miller (1959) e os
acucares soluveis totais foram determinados de acordo com a metodologia
descrita por Yemm e Coccking (1954).

As concentragdes de sacarose foram determinadas pela diferenca entre
os teores de agUcares soluveis totais e agticares redutores, multiplicado pelo fator

0,95, segundo Martim (2003).
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3.5 Extracdo e ensaio da sintetase da glutamina e da desidrogenase do

glutamato

O extrato enzimatico para as enzimas GS e GDH foi obtido de 1g de
tecido foliar de cada estddio, por homogeneizagdo em graal com nitrogénio
liquido e acrescido 4 ml de um meio extrator, com a seguinte composi¢ao:
tampao Tris-HCI no pH 7,5 (100 mM), ditiotreitol (DTT) (2 mM), fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) (I mM) e 10% (p/v) de polivinilpolipirolidona
(PVPP). Em seguida foi centrifugado a 18000 x g a 4 °C por 20 minutos
(DELU FILHO et al., 1998). O sobrenadante (extrato enzimatico GS/GDH)
foi acondicionado em tubos tipo eppendorfs distintos para cada enzima,
congelados em nitrogénio liquido e mantidos em freezer -86 °C, para posteriores
analises.

Para o ensaio da GS a quantidade de 300 pL do extrato enzimatico
GS/GDH foi adicionada a 700 uLL de um meio contendo tampao Tris-HCI no pH
7,5 (100 mM), 2-mercaptoetanol (10 mM), MgSO,.7H,O (40 mM), NH,OHCI
(10 mM), ATP (10 mM), glutamato (50 mM), incubando-se a mistura durante 30
minutos a 30 °C. A reagdo foi paralisada pela adicdo de 1 mL de FeCl; a 370
mM. Apoés a centrifugagdo a 6858 x g por cinco minutos, o quelato Fe-L-
Glutamil-y-hiroxamato (GHA) (RATAJCZACK; RATAJCZACK;
MAZUROWA, 1981) produzido, foi determinado espectrofotometricamente a
540 nm. O resultado foi expresso em pmoles de GHA.g"' MF.min"', levando-se
em consideracdo que 1 umol de glutamil hidroxamato nas condi¢gdes de ensaio
mostra uma absorbancia de 0,34 (MORI, 1981).

O ensaio da GDH foi realizado utilizando-se uma aliquota de 50 uL do
extrato enzimatico GS/GDH, sendo este diluido trés vezes no tampdo de
extragdo. O volume de 50 pL do extrato diluido foi adicionado a um meio de

reagdo contendo tampao Tris-HCl no pH 7,8 (100 mM), (NH4),SO4 (100 mM),
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2-oxoglutarato (10 mM), CaCl, (4 mM). Todo esse conjunto foi pré-incubado
por 3 minutos a 25 °C e, na sequéncia, foi adicionado NADH (0,1 mM) e
procedeu-se o monitoramento da oxidacdo do poder redutor durante 10 minutos

a 340 nm (DELU FILHO et al., 1998). A atividade enzimatica foi expressa
em pmoles GLU.g" .MF.min™",

3.6 Extracdo e ensaio da sintase do glutamato dependente de ferredoxina

A enzima sintase do glutamato dependente de ferredoxina (Fd-GOGAT)
foi extraida e quantificada segundo Delu Filho et al. (1998). A extragdo Fd-
GOGAT foi realizada macerando 1g de tecido foliar de cada estddio em graal
com nitrogénio liquido e acrescido 5 ml de um meio extrator, com a seguinte
composicao: tampao fosfato de potassio no pH 7,5 (500 mM), ditiotreitol (DTT)
(2 mM), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (1 mM), 4&cido
etilenodiaminotetracético  (EDTA) (I mM) e 10% (p/v) de
polivinilpolipirolidona (PVPP). Em seguida o extrato foi centrifugado a 27429 x
g por 20 minutos, e o sobrenadante (extrato enzimatico Fd-GOGAT) foi
acondicionado em tubos tipo eppendorfs mantidos em gelo. Para o ensaio, uma
aliquota de 300 pL do extrato enzimatico Fd-GOGAT foi adicionado a 900 pL
de um meio contendo tampdo fosfato de potassio no pH 7,5 (500 mM),
glutamina (15 mM), 2-oxoglutarato (15 mM) e metil viologénio (2 mg/mL). A
mistura foi incubada por dois minutos a 30 °C, e a reagdo foi iniciada. Com a
adicdo de 300 pL da seguinte mistura: 16 mg de ditionito de s6dio + 16 mg de
bicarbonato de sodio (NaHCO;) por ml de &agua destilada. A reagdo foi
paralisada por imersdo dos tubos tipo eppendorfs em agua a 90 °C por dois
minutos, posteriormente agitou-se os tubos tipo eppendorfs em vortex até o
desaparecimento da cor azul e em seguida foi centrifugado durante cinco

minutos a 29715 x g.
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A aliquota de 1 mL foi retirada de cada amostra e aplicada em coluna
DOWEX 1 x 8X na forma acética. Apos lavagem da coluna com 15 mL de agua
bidestilada, foram utilizados 7 mL de acido acético (300 mM) para eluir o
glutamato, que ficou retido a coluna, sendo este volume coletado em tubos de
vidro, do qual foi retirado 1 mL para rea¢ao colorimétrica para determinacao do

aminoacido pelo método descrito por Yemm e Coccking (1955).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teores dos nutrientes minerais nos diferentes estadios foliares de

seringueira

A faixa de teores considerados adequados as folhas maduras (estadio D)
de seringueiras adultas para macronutrientes (g/kg) foram determinadas por

diversos autores (Tabela 2).

Tabela 2 Valores de referéncia para interpretacdo dos resultados de analises de
tecidos foliares de seringueira adulta
N P K Ca Mg S
g/kg
Cantarutti et al., 2007  26-35  1,6-2,3 10-14 7,5-85 1,7-2,5 1,8-2,6
Raij et al., 1996 29-35  1,6-2,5 10-17 7,09,0 1,7-2,5 1,8-2,6
Garcia et al., 1999 30-35  2,0-2,5 12-15 4,0-10 2,4-4,0 1,4-2,6

Autores

Nas condi¢des em que o estudo foi realizado, observaram os seguintes
teores nas folhas maduras (estddio D) (g/kg): 32,0 de N, 1,6 de P, 7,7 de K, 16,0
de Ca, 4,0 de Mg ¢ 3,6 de S. De acordo com os autores citados na Tabela 2 os
teores de N e P estdo dentro da faixa considerada adequada, o Ca e o S tiveram
teores acima dos adequados. O Mg foi o nutriente que apresentou teor adequado
segundo Garcia et al. (1999), no entanto para Cantarutti et al. (2007) e Raij et al.
(1996) o teor encontrado no presente trabalho esta acima do adequado. O K foi o
macronutriente que apresentou um teor inferior aos citados nas literaturas.

O baixo teor de K encontrado nas folhas do seringal em estudo pode
estar relacionado com acidez ¢ CTC do solo (Tabela 1), sob essas condi¢des

pode ocorrer uma maior lixiviagdo deste nutriente. O K" compete com varios
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cations pelos sitios de absor¢do na membrana plasmatica, principalmente com
NH,', Ca’* ¢ Mg*" (ERNANI; ALMEIDA; SANTOS, 2007). Assim, a menor
absor¢do de potassio pelas plantas se deve a baixa concentragcdo deste ion na
solucdo do solo, e consequentemente favorecendo a absor¢do dos cations que
competem pelo sitio de absor¢ao.

A maior absor¢io de Ca’" ¢ Mg”" provavelmente se deve a maior
exigéncia desta cultura a esses nutrientes, o calcio ¢ um dos nutrientes mais
exigido pela seringueira, sobretudo na fase adulta, € o magnésio é de extrema
importdncia para a produtividade da cultura (CARVALHO; CARVALHO;
ASSIS, 2000).

Observa-se no Grafico 1, que o teor de macronutrientes nas folhas

variou em fungdo do estadio de desenvolvimento foliar.
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Grafico 1 Teores dos nutrientes: nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio
(Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) em diferentes estadios de
desenvolvimento foliar de seringueira (clone RRIM-600). As barras
indicam o erro padrdo da média de oito repeti¢des
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Dentro dos macronutrientes, o nitrogénio foi o elemento mais abundante
nos diferentes estadios de desenvolvimento da folha de seringueira, exceto para
o estadio senescente que apresentou o teor de calcio maior que o teor do
nitrogénio.

Os teores de nitrogénio, fosforo e potassio reduziram significativamente
nos diferentes estadios de desenvolvimento foliar (Grafico 1). A redugdo dos
teores de N, P e K sugerem uma redistribuicdo desses nutrientes das folhas
fontes, que sdo as folhas do estadio D e as senescentes, para regides de
crescimento da planta. Essa redistribuicdo dos nutrientes ¢ importante para
conservacdo destes, no interior da planta.

O teor do Mg aumentou a partir do estadio C e ndo apresentou diferenga
entre o estddio D e a folha senescente. Os ions de Mg tém papel especifico na
ativacdo de enzimas envolvidas na respiracdo, fotossintese e sintese de DNA e
RNA (TAIZ; ZEIGER, 2009), possivelmente o aumento no teor de Mg seja
justificado, por este ser requerido nestes estadios. Segundo Miguel (2005), o
estadio D de desenvolvimento da folha é o que apresenta maior teor de clorofila
e maior taxa fotossintética.

A semelhanga dos nutrientes N, P e K, o enxofre foi redistribuido das
folhas maduras (estadio D) e senescentes para as folhas em desenvolvimento
(estadio B1 e B2), apresentando maior teor no estddio B1 e o menor na folha
senescente (Grafico 1), porém a redistribui¢do do S foi menor que a observada
parao N, P e K.

O nutriente calcio apresentou um aumento significativo com o
desenvolvimento foliar. O Ca ¢ um elemento estrutural, a elevagdo dos teores de
calcio com a idade das folhas pode ser explicada, principalmente, pelo aumento
na produgdo de material estrutural e pela baixa mobilidade deste elemento na

planta (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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A redistribuicdo dos macronutrientes ¢ apresentada na Tabela 3.
Observa-se que cerca de -47,1% de N, -55,0% de P, -40,0% de K, -5,2% de Mg
e -13,9% de S foram redistribuidos das folhas senescentes para os 6rgdos em
crescimento. Assim, os nutrientes que mais redistribuiram nas folhas de
seringueira foram N, P e K. Para o Ca observou-se um acumulo com o
desenvolvimento foliar, mostrando que este nao foi redistribuido. O teor do Ca
aumentou em 14,2% do estadio inicial da folha, mostrando assim sua
imobilizagdo na planta. Rodrigues et al. (2000), avaliando as concentragdes e
redistribuicdo de nutrientes em folhas em H. brasiliensis e P. oocarpa,
encontraram percentuais de redistribuicdo em seringueiras semelhantes ao

apresentado neste trabalho.

Tabela 3 Redistribuicdo de macronutrientes (%) nas folhas de seringueira (clone
do RRIM-600)

Redistribuicéo
N P K Ca Mg S
-47,1 -55,0 -40,0 +14,2 -5,2 -13,9

A ordem relativa do teor de macronutrientes nas folhas maduras (estadio
D) de seringueira encontrada no presente estudo foi: N>K>Ca>Mg>S>P. Esse
resultado diverge dos encontrados por Shorrocks (1979) que encontrou a
seguinte ordem N>K>Ca>Mg>P>S, e por Rodrigues et al. (2000) e Silva, Santos
e Paiva (1998) que apresentaram a ordem K>N>Ca>P>S>Mg. Essa ordem dos
teores dos nutrientes pode variar em fun¢do do clone, fase fenoldgica que a
planta se encontra, das condi¢des edafoclimaticas e das praticas de manejo

adotadas no seringal.
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Para os micronutrientes, a faixa de teores considerados adequados as
folhas maduras (estadio D) de seringueiras adultas foi determinada por diversos

autores (Tabela 4).

Tabela 4 Valores de referéncia para interpretacdo dos resultados de andlises de
tecidos foliares de seringueira adulta

Autores B Cu Fe Mn Zn
mg/kg
Cantaturatti et al., 2007 20-70 10-15 70-90 15-40 20-30
Raij et al., 1996 20-70 10-15 50-120 40-150 20-40
Garcia et al., 1999 20-70 10-30 66-200 40-200 25-50

Nas condi¢des em que o estudo foi realizado, observaram os seguintes
teores nas folhas maduras (estadio D) (mg/kg): 45,8 de B, 8,0 de Cu, 94,0 de Fe,
343,0 de Mn, 24,0 de Zn. Esses resultados mostram que os teores de B, Fe e Zn
encontram-se dentro da faixa considerada adequada, segundo a literatura
mencionada anteriormente. Para o Cu observou-se um teor inferior aos citados
nas literaturas. No solo do seringal em estudo o Cu estd em alta quantidade
(Tabela 1), no entanto, a presenga excessiva de ions metalicos, como Fe, Mn e
Al, reduz a disponibilidade deste para as plantas, independente do tipo de solo
(ABREU; LOPES; SANTOS, 2007). O Mn apresentou na folha madura (estadio
D) um teor superior que aqueles considerados adequados na literatura
referenciada anteriormente. Possivelmente se deve ao fato da maior
disponibilidade deste no solo, sob condi¢des de solo 4cido a disponibilidade ¢é
alta devido a maior solubilidade dos compostos que o contém.

Os teores dos micronutrientes (Grafico 2) variaram em funcdo dos
estadios de desenvolvimento foliar, assim como os teores dos macronutrientes.

O cobre e o zinco apresentaram uma redugdo significativa até o estadio D e este
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estadio ndo diferiu da folha senescente, mostrando assim uma redistribuigao

destes no desenvolvimento foliar da seringueira.
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Grafico 2 Teores dos nutrientes: boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés
(Mn), e zinco (Zn) em diferentes estddios de desenvolvimento foliar
em seringueira (clone RRIM-600). As barras indicam o erro padrao
da média de oito repetigdes

Entre os micronutrientes, o Cu foi o que apresentou menor teor no
desenvolvimento foliar da seringueira (Grafico 2). Shorrocks (1965) constatou
que o cobre ¢ o micronutriente menos absorvido pela seringueira, estes dados
corroboram com os encontrados no presente estudo.

O ferro e manganés aumentaram seus teores com o desenvolvimento

foliar, apresentando maiores teores na folha senescente. Segundo Shorrocks
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(1965) o ferro ¢ o micronutriente mais absorvido, seguido do manganés. No
entanto, nas condi¢des do presente estudo o manganés apresentou o maior teor,
possivelmente devido sua maior disponibilidade no solo, seguido do ferro em
folhas maduras (estadio D). O Fe tem um papel importante como componente de
enzimas envolvidas na transferéncia de elétrons, € o Mn ativa varias enzimas nas
células vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O boro apresentou um comportamento semelhante ao ferro e ao
manganés, ou seja, um acumulo com o desenvolvimento foliar. No entanto, o
teor de B no estddio D e nas folhas senescentes ndo diferiu. O boro é um
nutriente imovel na planta, assim como o calcio, o aumento do teor com o
desenvolvimento foliar pode ser explicada pela sua imobilizagao.

A redistribuicdo dos micronutrientes ¢ apresentada na Tabela 5.
Observa-se que para a redistribui¢ao nao apresentou um padrao bem definido em
funcdo do estadio de desenvolvimento foliar, exceto para o Cu que foi
redistribuido -12,7% e para o Fe e Mn que acumularam +17,5% e +35,0%,

respectivamente, com o desenvolvimento foliar.

Tabela 5 Redistribuicdo de micronutrientes (%) nas folhas de seringueira (clone
do RRIM-600)

Redistribuicéo
B Cu Fe Mn Zn
-1,2 -12,7 +35.0 +17,5 +0,9

O B nutriente imovel que foi acumulado no desenvolvimento foliar da
seringueira, apresentou uma reducdo do seu teor do estddio D para a folha
senescente (Tabela 5). O zinco foi redistribuido no desenvolvimento foliar

(Grafico 2), no entanto, apresentou uma redistribui¢do positiva (Tabela 5).
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Observa-se que nestes dois nutrientes a redistribuicdo ndo seguiu o mesmo
comportamento do teor no desenvolvimento foliar, no entanto, os valores foram
insignificantes, pois ndo apresentaram diferenga estatistica em seus teores do
estadio D e senescente.

A ordem relativa do teor de micronutrientes nas folhas maduras (estadio
D) de seringueira encontrada no presente estudo foi: Mn>Fe>Zn>B>Cu. Essa
ordem dos teores dos micronutrientes, a semelhanca dos macronutrientes, pode
variar em funcdo do clone, fase fenoldgica que a planta se encontra, das

condi¢des edafoclimaticas e das praticas de manejo da adotadas no seringal.

4.2 Formas nitrogenadas nos diferentes estadios foliares de seringueira

Os processos vitais da planta, em sua maioria, estdo associados a
presenca de nitrogénio, que participa de inimeros compostos de importancia
fisiolégica dentro do metabolismo das plantas. Assim, o fracionamento do
nitrogénio foi realizado no intuito de identificar quais as formas nitrogenadas e o
papel de algumas enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio durante o
desenvolvimento foliar.

Observa-se que o teor de nitrato no estadio B2, foi maior que nos demais
estadios (Grafico 3). O nitrato presente na folha, possivelmente, seja proveniente
da absorcdo deste em excesso pelas raizes, ndo sendo reduzidos nas mesmas ¢
foram transportados para as folhas. Alves (2001) verificou a presenca do nitrato
no xilema de plantas jovens de seringueira.

O nitrato encontrado em todos os estadios de desenvolvimento foliar
provavelmente encontra-se armazenado no vacuolo, ndo sendo reduzido pela
redutase do nitrato (RN) na folha. Deli Filho et al. (1998) ndo detectaram
atividade in vivo da redutase do nitrato em folhas de seringueira jovens

cultivadas sob niveis crescentes de nitrato. Resultado semelhante foi observado
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por Lemos et al. (1999) que conduziram a hipotese de que a assimilacdo do
nitrato em seringueira acontecia somente no sistema radicular. A reducdo do teor
de nitrato com o desenvolvimento foliar é possivel pelo efeito da diluicdo do

teor deste, em funcdo do incremento da matéria seca nos estadios.
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Grafico 3 Teores de nitrato nos diferentes estadios de desenvolvimento foliar de
seringueira (clone RRIM-600). As barras indicam o erro padrdo da
média de oito repeticdes

No presente estudo, observou-se que os maiores teores de amonio, assim
como de nitrato, foram no inicio do desenvolvimento foliar (estddio B1 e B2),
porém estes ndo apresentaram diferenca entre si (Grafico 4). Comparando os
teores de nitrato ¢ de amoénio, observa-se que o amoénio estd presente em

quantidades menores que o nitrato, provavelmente se deve a maior absor¢do do
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NO; pelas raizes. O pH do solo do seringal em estudo apresentava uma acidez
muito elevada (Tabela 1), com o pH 4cido inibe a absor¢io do NH," e favorece a
do NOjy". Possivelmente, devido a efeitos competitivos de H" e OH no processo
de absor¢io do NH; e NO;j, respectivamente (MALAVOLTA; VITTI;
OLIVEIRA, 1997).
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Grafico 4 Teores de amonio livre nos diferentes estadios de desenvolvimento
foliar de seringueira (clone RRIM-600). As barras indicam o erro
padrio da média de oito repeti¢des

Apbs o estadio C os teores de NH," reduziram significativamente até a
senescéncia da folha (Grafico 4). A reducdo no teor do amoénio durante o
desenvolvimento foliar, possivelmente ¢ dada pela assimilagdo deste em

aminoacidos e posteriormente em proteinas. Analisando as proteinas soliveis
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totais (Grafico 9) verificou-se os maiores teores nos estadios C, D e senescentes,
comportamento inverso do teor do amonio, mostrando assim a incorporagao do

NH," em aminoacidos.

4.3 Atividade das enzimas do metabolismo do nitrogénio nos diferentes

estadios foliares de seringueira

A atividade especifica da enzima sintetase da glutamina (GS) foi maior
no estadio B2 (Grafico 5). Segundo Fuentes et al. (2001) uma atividade elevada
da GS permite uma maior sintese de aminoacidos e consequentemente, de
proteinas necessarias a manutengdo do funcionamento dos processos
metabdlicos da planta, além de manter o crescimento e desenvolvimento foliar.
Miguel (2005) verificou maior crescimento do langamento foliar durante a fase
de desenvolvimento no estddio B2. Estes resultados estdo de acordo com os
encontrados por Hallé¢, Oldeman e Tomlinson (1978) que caracterizaram o

estadio B2 como a fase de maior velocidade de alongamento do eixo caulinar.
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Gréafico 5 Atividade especifica da sintetase da glutamina nos diferentes estadios
de desenvolvimento foliar de seringueira (clone RRIM-600). As
barras indicam o erro padrdo da média de oito repetigdes

A maior atividade especifica da enzima sintase do glutamato dependente
de ferredoxina (Fd-GOGAT) foi observada no estadio B2 (Grafico 6). O
comportamento da Fd-GOGAT nos estadios de desenvolvimento foliar foi
semelhante ao da enzima GS, mostrando que estas vias ocorrem em conjunto,

com a GS fornecendo substrato para a Fd-GOGAT.



50

de proteina

-1
o
JIJ
i
1

. -1
pmoles de GLU min ™ m
N
1
—

HH

NH

Bl B2 C D Sen

Grafico 6 Atividade especifica da sintase do glutamato dependente da
ferredoxina ~ (FAd-GOGAT) nos  diferentes estadios de
desenvolvimento foliar de seringueira (clone RRIM-600). As barras
indicam o erro padrao da média de oito repeticdes

Observa-se no Grafico 4 que os maiores teores de amdnio coincidiram
com a maior atividade especifica da GS/GOGAT. Os compostos nitrogenados,
predominantemente, sdo translocados na forma de glutamina, asparagina e
ureideos, de modo que a asparagina ¢ comumente o composto preponderante de
suprimento de nitrogé€nio para os tecidos em crescimento. Ao chegar aos 6rgaos
drenos, a asparagina ¢ catabolizada em aspartato e amdnia, pela enzima
asparaginase ¢ a amonia é incorporada em compostos organicos através do
sistema enzimatico GS/GOGAT (CAMARGOS, 2002).

As elevadas atividades especificas da desidrogenase do glutamato

(GDH) ocorreram nos dois primeiros estadios avaliados no presente estudo

(Grafico 7). Segundo Lancien, Gadal e Hodges (2000), a reacdo de aminagdo da
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GDH ¢ favorecida por amdnio, glutamina ou agucares. Assim, as altas atividades
especificas da GDH possivelmente sejam pelas maiores quantidades de aménio
presente nos estadios B1 e B2.

A assimilacdo do amoénio via a GDH tem sido citada como a principal
colaboradora da via GS/GOGAT, no entanto, a sua participagdo no metabolismo
do nitrogénio tem gerado muitas controvérsias em torno da fungdo e
contribuicdo quantitativa da enzima (PAHLICH, 1996). Muitos trabalhos tém
mostrado que a GDH atua mais no sentido de desaminagdo do glutamato, neste
caso, o glutamato atua como substrato para produzir o-cetoglutarato. No
presente estudo avaliou-se a assimilagdo do amdnio pela GDH verificando que
esta atua colaborando com a via GS/GOGAT na formagdo de aminoacidos, nos
estadios em desenvolvimento foliar da seringueira, ja a a¢do de catabolismo

desta enzima ainda carece de mais estudos.
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Grafico 7 Atividade especifica da desidrogenase do glutamato nos diferentes
estadios de desenvolvimento foliar de seringueira (clone RRIM-600).
As barras indicam o erro padrio da média de oito repeti¢des

4.4 AvaliacGes bioquimicas e da atividade das invertases sollveis nos

diferentes estadios foliares de seringueira

Os aminoacidos livres apresentaram maiores teores nos estadios B1, D
(Grafico 8). As folhas senescentes nao apresentaram diferenca estatistica das
folhas no estadio Bl. Na senescéncia, grande parte das proteinas sdo
hidrolisadas e degradadas em outros compostos nitrogenados e assim exportam
para as partes em desenvolvimento para atender sua demanda metabolica, os
quais recebem a maior parte de N na forma de aminoacidos, razdo dos altos
teores no estddio B1. Ressalta-se que a redugdo nos estadios B2 e C,

provavelmente foram pela utilizagdo destes para a formagao de proteinas.
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Grafico 8 Teores de aminodcidos livres nos diferentes estddios de
desenvolvimento foliar de seringueira (clone RRIM-600). As
barras indicam o erro padrdo da média de oito repeti¢des

No estadio D, o aumento do teor de aminoacido, possivelmente é pela
maior taxa de fotorrespiracdo presente neste estddio. Samsuddin e Impens
(1979a, 1979b) ao estudarem plantas jovens de quatro clones malaios de
seringueira, constataram que folhas novas exibem alta respira¢do e baixa taxa
fotorrespiratoria. Verificaram também que a taxa maxima de fotossintese liquida
¢ atingida aos 34 dias de idade da folha, estadio D, em plantas cultivadas em
solucdo nutritiva, quando ocorrem os menores valores de resisténcia estomatica
e ponto de compensagdo de CO,, embora ocorram os maiores valores de

fotorrespiragao.
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As proteinas soluveis quantificadas no presente estudo, possivelmente
foram as albuminas e as globulinas. Segundo a classificacdo baseada na
solubilidade descrita por Osborne (1924) as albuminas e as globulinas sio
soliveis em agua e em solugdes de sais diluido, respectivamente. Analisando a
Grafico 9 verifica-se que as proteinas soluveis apresentaram o menor teor no
estadio B2.

Os estadios que apresentaram os menores teores de proteinas soluveis
encontram-se em crescimento, ¢ os aminoacidos que sdo importados para estes
estadios serdo para formar proteinas estruturais, no entanto, a extragdo realizada
ndo quantifica as proteinas estruturais, o que deve ser melhor investigado em
trabalhos futuros.

Os estadios que apresentaram os maiores teores de proteinas soluveis
foram nos estadio C e D, nestes estadios as folhas estdo com alta atividade
metabdlica, tendo alta produc¢do de proteina para atender a demanda do
metabolismo (Grafico 9). Nas folhas senescentes as proteinas sdo degradadas a
aminoacidos, pela acdo das proteases ¢ essas sdo remobilizados para orgdo

drenos, razao que explica a reducédo no teor de proteina neste estadio.
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Grafico 9 Teores de proteinas soluveis nos diferentes estadios de
desenvolvimento foliar de seringueira (clone RRIM-600). As
barras indicam o erro padrdo da média de oito repeticdes

Os teores de acucares analisados nos diferentes estadios de
desenvolvimento foliar de seringueira apresentaram o mesmo comportamento
(Gréafico 10). As maiores concentragdes de acucares no desenvolvimento foliar
de seringueira observou-se no estddio D, em fun¢do da maior taxa metabolica

resultante da sua maior capacidade fotossintética.
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Grafico 10 Teores de aclcares soluveis totais, sacarose e agucares redutores em
diferentes estadios de desenvolvimento foliar de seringueira (clone
RRIM-600). As barras indicam o erro padrio da média de oito
repeticdes

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira (1999) em
folhas de seringueiras do clone RRIM-600 e GT-1 que apresentaram maiores
teores de agtlicares nos estadios em que as folhas nos estadio D, do que as que
estavam no estadio B. Miguel (2005) avaliando o comportamento fotossintético
de trés clones de seringueira nos diferentes estadios de desenvolvimento foliar
verificou que no estddio D ocorre maior a fotossintese liquida, sendo também
acompanhada por maior eficiéncia fotoquimica do fotossistema II e eficiéncia de
carboxila¢do. O produto dessas reagdes sdo carboidratos, em especial sacarose,
que produzidos para atender a demanda do proprio metabolismo e para exportar

para oOrgdos drenos que sdo o6rgdos ndo-fotossintéticos e 6Orgdos que nao
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produzem produtos fotossintéticos em quantidades suficientes para suas proprias
necessidades de crescimento ou reserva.

Os menores teores de agucares observados nos estidios B1 e B2,
possivelmente, pela utilizacdo destes no processo respiratorio. No estadio B, as
folhas de seringueira apresentam maiores taxa respiratdria quando comparado
com os demais estadios de desenvolvimento foliar (MIGUEL, 2005).

As atividades especificas das invertases soliveis analisadas
apresentaram o mesmo comportamento no desenvolvimento foliar (Grafico 11).
Em seringueira, ainda sdo escassas as informagdes acerca das proporgdes entre
atividades das invertases acidas soluveis e neutras, nos orgdos drenos que
caracterizam os tecidos em expansdo. A invertase acida soluvel (IA) apresentou
uma atividade especifica superior a invertase neutra (IN). Estes resultados nédo
corroboram com Oliveira (1999) que observou em folhas maduras (estadio D) de

seringueira uma atividade superior da invertase neutra.
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Grafico 11 Atividade especifica da invertase acida soluvel e da invertase neutra
nos diferentes estadios de desenvolvimento foliar de seringueira
(clone RRIM-600). As barras indicam o erro padrao da média de oito

repeticdes

As atividades especificas das invertases soltiveis foram maiores nos
estadios B1 e B2 (Grafico 11). A invertase acida vacuolar parece controlar a rota
primaria de degradagdo de sacarose em tecidos em expansdo (WINTER;
HUBER, 2000). A clivagem de sacarose, formando glicose e frutose, pode
diminuir significativamente o potencial osmotico das células, sugerindo uma
possivel funcdo das invertases, no alongamento celular e no crescimento de
plantas (KOCH, 2004; STURM; TANG, 1999;).

As atividades especificas das invertases soluveis foram menores nos
estadios nos estadios C e D, j& nas folhas senescentes verificou-se um aumento

na atividade especifica (Grafico 11). Nas folhas senescentes, possivelmente as
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invertases soluveis s@o responsaveis pela quebra de sacarose para a manutencio

e consumo de suas reservas.
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5 CONCLUSOES

Os nutrientes N, P, K, S, Cu e Zn diminuiram os seus teores no
desenvolvimento foliar da seringueira, ja para Ca, Mg, B, Fe e Mn observou-se
um comportamento inverso, apresentando teores significativamente inferiores
nas folhas jovens.

A redistribuicdo foi maior para os nutrientes N, P, K e Cu. A ordem
relativa do teor de macronutrientes nas folhas da seringueira encontrada no
presente estudo foi: N>K>Ca>Mg>S>P e para micronutrientes a ordem relativa
observada foi: Mn>Fe>Zn>B>Cu.

O teor do amdnio diminuiu durante o desenvolvimento foliar até a
senescéncia. As atividades especificas das enzimas GS e Fd-GOGAT foram
maiores no estadio B2. A GDH apresentou maior atividade nos estadios Bl e
B2. Nas condig¢des do presente estudo, o teor de amonio parece ter exercido uma
grande influéncia sobre a variacdo da atividade enzimatica e essas atuaram mais
nos estadios de maior crescimento foliar.

Os estadios D e Bl apresentaram as maiores concentragdes de
aminoacidos, enquanto as proteinas soliveis totais apresentaram os maiores
teores nos estadios foliares C e D.

As maiores concentragdes de agucares no desenvolvimento foliar de
seringueira foram observadas no estadio D. Com relagdo as enzimas de hidrdlise
da sacarose, a invertase acida soluvel apresentou uma atividade especifica
superior a invertase neutra, durante todos os estadios de desenvolvimento, a

maior atividade especifica das invertases soltiveis foram nas folhas do estadio B.
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