Relacao entre a flexibilidade do caule de seringueira e a caréncia de boro®
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Resumo — Em algumas culturas com carénciade B, observou-se menor deposi¢do deligninanoselemen-
tos do xilema, formando paredes finas e pouco resistentes e menor translocacdo de carboidratos das
folhas paraoutras partes daplanta. Com o objetivo de detectar essas alteragdes anatdmicas no xilemade
caules extremamenteflexiveisde seringueira (Hevea spp.), que apresentavam sintomas de deficiénciade
B, realizou-se um estudo anatdbmico comparativo entre plantas com e sem sintomas de deficiéncia,
quanto aespessuradas paredes e grau de deposi ¢cao de ligninae celulose, bem como quanto aconcentra-
¢&o de gréos de amido no parénquima do xilema. N&o foi observada variagdo significativa entre a
espessura e o grau de deposi¢&o de lignina nas paredes dos el ementos do xilema de plantas com e sem
sintomas. No entanto, plantas com sintomas apresentaram lamela média de espessura muito reduzida,
com menor intensidade de coloracdo, o que reflete a insuficiéncia de pectato de célcio, composto
responsavel pela adesdo entre as células e cuja sintese é bloqueada pela caréncia de boro. A causa da
flexibilidade dos caulesfoi atribuidaamenor coesdo entreas células.

Termos paraindexacdo: Hevea, lignificagdo, anatomiavegetal, xilema.

Relationship between stem flexibility of rubber tree and boron deficiency

Abstract — In some boron deficient crops, less lignin build up has been observed in xylem elements,
which have thinner and weaker walls and also a lower translocation of carbohydrates from leaves to
other plant organs. In order to detect these anatomical changes in the xylem of very flexible stem of
rubber trees (Hevea spp.) displaying boron deficiency symptoms, acomparative anatomical study was
made of thewal| thickness, the degree of lignin and cellulose deposition aswell asstarch grain concentration
in the wood parenchyma. No difference was found in thickness and lignin deposition in the walls of
xylem elements of normal and boron deficient plants. However, the middle lamella of deficient plants
was much thinner, with less intensive staining, reflecting a low supply of calcium pectate, which
promotes the adhesion between cells and has its synthesisimpaired by boron deficiency. The cause of
the flexibility was considered to be due to alower cohesion between cells.

Index terms; Hevea, lignification, plant anatomy, xylem.

Introducéo

Em seringal localizado no Municipio de Presiden-
te Figueiredo, AM, foram observadas plantas de se-
ringueiras, de aproximadamente trés anos de idade,
com caule extremamente flexivel, em alguns casos
com acopaao nivel do solo.
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Essas plantastinham como copaenxertadao clone
IAN 6543 (Hevea pauciflorax H. brasiliensis) e
como painel, o Fx 3899 (H. brasiliensis x
H. benthamiana), apresentando foliolos com sinto-
mas semel hantes aos de deficiéncia de B, mostran-
do-se coerentecom aandlisefoliar, emqueo B foi 0
Unico nutriente cujo teor nos foliolos com sintomas
fol mais baixo do que nos foliolos de plantas nor-
mais. Tal fato, no entanto, ndo pode ser considerado
como evidénciaconclusivade que setratade carén-
cia desse nutriente, pois os niveis criticos de B séo
mal definidosem relacdo aseringueira(Pereiraet al .,
1985).

O papel fisioldgico do B nas plantas ainda ndo
estatotalmente entendido, entretanto, sabe-se dasua
importancianaformagdo da parede celular, maises-
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pecificamente na sintese dos seus componentes,
como a pecting, acelulose e alignina. Na auséncia
de B, ocorre uma reducdo dessas substancias na
parede das células do lenho, que se tornam mais fi-
nas. O B atuaviaativacdo dauridinadifosfato (UDP)
glucose piranofosforilase, disponibilizando a UDP
glicose para sintese da pectina e celulose (Gupta,
1993; Loué, 1993). Por sua vez, esse nutriente atua
nasintese de ligninapelaformagéo de complexos de
boratoscom certosfendis, regulando ataxadefendis
livres e aumentando osfendis, precursores da sinte-
sedelignina(Lewis, 1980; Pilbeam & Kirkby, 1983;
Shkolnik, 1984).

Estudosde partes de plantas deficientesem B mos-
traram deslignificagdo das paredes das células do
esclerénquima(Marschner, 1995). Em plantasdegiras-
sol deficientesem B, observou-sereducao sensivel no
contelido total de lignina e da enzima peroxidase,
catalisadora da sintese de lignina (Dutta & Mcllrath,
1964). Umadas principaisrazéesdo B n&o ser essenci-
a parafungos é que estes ndo sintetizam lignina, com
excegdo daguel esque atacam amadeira (L ewis, 1980).

Muitos autores defendem a hip6tese de que, em
condigdes de deficiénciade B, ocorre umareducéo no
transporte da sacarose das folhas para outras partes
daplanta, pelamaior produgéo de calose, aqual pro-
vocaaobstrugéo do floema, principal viade transpor-
tedasacarose (Venter & Currier, 1977; Loué, 1993), ou
pela redugdo da sintese de sacarose por inibicdo da
aca0 de fosforilases ou reducdo na sintese de uracila,
precursor da uridina difosfato glucose, coenzima es-
sencial na formacdo da sacarose (Loué, 1993;
Marschner, 1995). Nesse caso, amenor espessuradas
paredes seria consequiéncia de menor disponibilidade
de carboidratos no xilema, ja que essas substéncias
s80 a base dos congtituintes da parede do xilema.

O objetivo deste trabaho foi verificar, através de
um estudo comparativo da anatomia interna de plan-
tascom e sem encurvamento do caule, seamaior flexi-
bilidade do caul e seriacausada pel areducéo naespes-
sura e componentes das paredes dos elementos do
xilema

Material e M étodos

Foram coletadas amostras do caule da copa enxertada
(clone IAN 6543), 30 cm acima da unido do enxerto, de
uma planta sem sintomas de carénciade B nasfolhas e de
outraplantacom sintomas e encurvamento do caule (amos-
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tras1 e4, respectivamente). Do painel Fx 3899 sob acopa
enxertada, foram coletadas amostras do caule, 30 cm abai-
x0 dauni&o do enxerto, de duas plantas sem sintomas e de
duas com sintomas (amostras 2 e 3 eamostras 5 e 6, res-
pectivamente). As amostras de 3 cm de comprimento e
1 cmdelarguraforam retiradas com canivetedeenxertia, e
incluiam acascaecercade0,5 cm delenho. Apdsacoleta
foi descartada a camada de casca dura, e manteve-se o
restante da casca aderida ao lenho.

As amostras foram fixadas em FAA (90 mL de etanol
em solugdo aguosaa 70%, 5mL deécido acéticoe5mL de
formalina) (Berlyn & Mikshe, 1976) e posteriormente la-
vadas por imersao, de cinco adez minutos, em &gua desti-
lada, por ocasido do seccionamento em micrétomo de
Ranvier, no sentido transversal, com 30 a 50 mm, abran-
gendo acascamaciaeo lenhointerno e periférico. Os cortes
foram selecionados em nimero variavel dedez aoito para
coloracdo emontagem. Exceto quando especificado, omeio
demontagem usado foi aglicerina. Quanto acoloragdo, 0s
cortesforam enxugados rapidamente em papel absorvente
antes daimers&o no corante.

Utilizou-se o teste de col oragao com solucéo aquosade
azul detoluidinaa0,05% e pH 6,2 por cinco minutos, nas
paredes lignificadas (coloracdo verde azulada) e parede
primaria(coloragdo purpura). O estudo daléaminafoi feito
em microscopio Zeiss de campo claro com oculares com
aumento de 10x e objetivade 40x, procedendo-sedeforma
idéntica apds cada um dos testes a seguir.

Nadeterminagéo daconcentracdo de gréosde amido, 0s
cortesforam montados diretamente em lugol com compo-
si¢do de acordo com Johansen (1940). Quanto a celulose,
utilizou-se o teste de cloroideto de zinco, em que os cortes
foram tratados por cinco minutos em reagente de compo-
sicdo definida por Berlyn & Mikshe (1976), e o teste de
iodo, em que os cortes foram montados em lugol, deposi-
tando-se uma gota de &cido sulfarico sobre alamina, ao
lado dalaminulae observando-se ao microscopio amudan-
¢adecoloracdo amedidaque o &cido sedifundiano meiode
montagem. Em relacdo a lignina, utilizou-se o teste do
floroglucinol, em que os cortes foram corados durante dez
minutos em reagente de composi¢éo definida por Berlyn
& Mikshe (1976).

A mensuragdo daespessuradas paredes dostragueideos,
dolenho periférico edolenhointerno, foi feitaem |aminas
coradasem azul detoluidinacom objetivadeimersdo (100x)
com fator de correcéo de 4,8, e determinada com lamina
micrométrica de subdivisdo de 10 um. De cada amostra,
foram feitas 50 mensuragdes das paredes duplas de
traqueideos contiguos, dividindo-se o resultado por dois,
admitindo-seigual dade de espessura de paredes contiguas.
A andlise estatistica foi feita pelo testet com dados em-
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parelhados, que compara os contrastes entre as amostras
ledeentre5e2e6 e 2. Ndoforam estudados contrastes
com as amostras 3, retiradas de plantacom aparéncianor-
mal, em virtude do menor didmetro do ramo.

Na observacdo da estrutura do cambio e das células
jovensdo lenho adjacente ao cdmbio, o material fixado em
FAA, contendo cascaelenho, foi incluido em parafinacom
a seqiiéncia de desidratacdo do Butanol terciario descrita
por Berlyn & Mikshe (1976). A seguir, foi seccionado a
30 um em micrétomo rotatério de Jung, com as séries de
secgBes montadas nas |aminas, seguindo-se eliminacdo da
parafina com xilol, reidratagdo em etanol absoluto, 95%,
70%, 50% e 35%. A coloragdo foi feita por trés minutos
em solucédo aquosade azul detoluidina0,05%, seguidade
desidratagcéo na seqliéncia ascendente de concentragdo de
etanol, passagem por xilol e montagem em resinasintética.

Resultados e Discussao

Foram encontradas diferencas entre as amostras
delamelamédiae paredelignificada, quanto acolo-
racéo em azul detoluidina, apenas namargem exter-
na correspondente as células adjacentes ao cambio
do lenho periférico, ou sgja, célulasrecém-formadas.

Nas amostras correspondentes as plantas nor-
mais (amostra 1, clone IAN 6543, e amostras 2 e 3,
clone Fx 3899), acor plrpuradalamelamédiaémais
nitida, a espessura desta € maior, permanecendo em
célulasem processo delignificacdo, em comparacdo
com as amostras de plantas com sintomas semel han-
tesao decarénciade B (amostra4, clonel AN 6543, e
amostras 5 e 6, clone Fx 3899), em que se observa
mudancabruscadacamadade célulasndo lignificadas
(com lamela média extremamente delgada) para as
células de parede lignificadas, ndo sendo mais visi-
vel acoloragdo purpura dapectina. Além disso, nas
amostras de plantas com sintomas, os elementos do
lenho mostram, nos cortes, alta frequiéncia de sepa-
racdo das paredes ou das camadas constituintes da
parede (Figurala), inclusive dos vasos lenhosos
(Figura 1b), enquanto nas plantas sem sintomas o
MEeSmMO N&o ocorreu, e 0 contorno das paredes é bas-
tante nitido (Figura 1c) em contraste com a aparén-
ciadifusadas células do lenho das plantas com sin-
tomas.

Nos cortes corados com lugol, observou-se a
presenca abundante de gréos de amido, tanto no
lenho periférico como no interno nas amostras de
plantas sem sintomas de deficiéncia de boro
(Figura 2a) dos dois clones|AN 6543 (amostra 1) e
Fx 3899 (amostras 2 e 3). Nasamostras 4, 5 e 6 das
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plantas com sintomas (Figura 2b), foram encontra-
dos poucos gréos de amido.

No testede cloroideto de zinco em relagco acelu-
lose, ndo foram encontradas diferencas nas laminas
das amostras, e obteve-se coloragdo positiva azul
intensa em todas as amostras nos elementos do le-
nho. No teste do iodo, seguido de adi¢do de acido
sulfurico, os resultados foram semelhantes, com
mel hor caracterizagao dacel ul ose pelacol oragéo azul
no contedo interno dos fibrotraqueideos. Nessas
l&minas, observou-se também que, nas areas dos
cortes correspondentes a casca do caule das plan-
tas com sintomas, ocorreu um acimulo anormal de

Figura 1. Cortes transversais do lenho de seringueira do
clone IAN 6543 corados com azul de toluidina (objetiva
100x, ocular 10x), em plantas com (ae b) e sem (c) sinto-
mas de deficiénciade boro, apresentando: a) descolamento
das paredes dos elementos do xilema; b) vaso lenhoso com
0 mesmo descolamento; c) células integras com contornos
das paredes bem definidos.
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cristais de oxalato de calcio. Nao foram observadas
diferencas de intensidade de coloracdo também no
teste do floroglucinol quanto alignina, em quetodas
as amostras adquiriram coloracdo résea intensa, o
qgue indica ndo haver diferenca no grau de
lignificac&o.

N&o houve diferencasignificativaentre asamos-
tras 1 e 4, amostras 5 e 2 e amostras 6 e 2 quanto a
espessura das paredes dos traqueideos do lenho
periférico e do lenho interno (Tabela 1). As médias
de menor espessura da amostra nimero trés, nos
dois tipos de lenho, devem ser atribuidas ao menor
di&metro do ramo dessa amostra, razéo por que foi
excluidadaandlise estatistica.

Os cortes incluidos em parafina confirmaram as
observages dos cortes feitos sem inclusdo. Os ele-
mentos do xilemarecém-formados pel o cdmbio tém
paredes primérias maisfinas e produzem reagdo me-
nos intensa de pectina com azul de toluidina nas

Figura 2. Cortes transversais do lenho de seringueira do
clone AN 6543 corados com lugol (objetiva 40x, ocular
10x) mostrando apresenca (a) eaauséncia(b) degréosde
amido no parénquimaradial elongitudinal de plantassem
(a) ecom (b) sintomasfoliares de deficiénciade boro.
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amostras de plantas com sintomas (Figura 3a).
O esmagamento das células nos cortesindicam falta
derigidez. Nas plantascom gparéncianormal, alamela
meédia apresenta paredes primérias espessas e colo-
racdo avermelhada tipica de lamelamédia com azul
de toluidina e ndo ocorre esmagamento das células
(Figura 3b).

A andlise foliar revelou que, em todas as amos-
tras coletadas de plantas que apresentavam foliolos
com sintomas semelhantes aos de caréncia de B
(Viégaset a., 2000) e encurvamento do caule, o teor
desse nutriente eramaisbaixo (35 mg kg1) do queo
seu teor nas folhas consideradas normais
(75 mg kg'1). Os teores dos demais nutrientes anali-
sados foram préximos nas plantas com e sem sinto-
masdedeficiéncia: 22,79 g kgl e 23,40 g kgldeN;
143gkgtel,36 gkgldeP; 7,43gkg!e8,80gkg?
deK; 7,62gkgle7,73gkgldeCa 2,64gkgle
2,46 g kgl de Mg; 15 mg kg e 15 mg kg! de Cu;
173 mg kgt e 153 mg kg! de Fe; 207 mg kg e
172 mg kgldeMne55 mg kgl e39 mg kgldezn,
respectivamente (Shorrocks, 1964; Haag & Viégas,
2000).

A hip6tese de que o encurvamento do caul e ocor-
reu por causa da formagdo de elementos do xilema
com paredes maisfinasnédo foi confirmada, umavez
que ndo se observou diferencas de espessura de
parede dostragueideos e do grau delignificagdo das
paredes dos el ementos do xilemaou no contelido de
celulose, entre as amostras testadas.

Observou-se auséncia de graos de amido no
parénquima do lenho das plantas com sintomas, o
que significaque ndo houve excesso de carboidratos
para armazenamento, mas houve suficiéncia paraa
sintese dos constituintes da parede secundéria. Se-
gundo Tagawa& Bonner (1957), o pectato decélcio
€0 principal responsavel pelaadesdo entre as célu-

Tabela 1. Espessura das paredes dos traqueideos no lenho
periférico e no lenho interno de clones de seringueira®.

Clone

Lenho periférico (um) Lenho interno (um)

Com Sem Com Sem
sintomas  sintomas sintomas  sintomas
IAN6543 11,71(1) 948(4™ 10,34(1) 10,32 (4)™
Fx3899 1260(2) 10,37(5™ 8,21(2) 8,09 (5™
Fx3899 1260(2) 1255(6)™ 821(2) 845(6)™

(MMédias de 50 mensuragdes feitas em cinco cortes para cada amostra;
ndmeros entre paréntesisidentificam a amostra. "Néo-significativo a 5%
de probabilidade, pelo testet.
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las, sendo esta substéncia um dos constituintes da
lamelamédia. Nas plantas com encurvamento, cons-
tatou-se umareducdo nalamelamédiadas cdulasdo
lenho adjacentes ao cdmbio, bem como o acimulo
de cristais de oxalato de célcio nas cascas do caule
dessas plantas. Essas observagfes sdo coerentes
comahipétesede Ginzburg (1961) eLoomis& Durst
(1992), que sugerem ser 0 B um estabilizador dos
compostos de Ca com pectinas. A menor utilizacdo
do Capor causadacarénciadeB levariaaum exces-
so desse elemento, imobilizado como oxalato de cél -
cio, eaumaredugdo no contelido de pectato de cal-
cio dalamelamédia, 0 que causariaumamenor coe-
sdo entre as células do lenho das plantas com sinto-
mas. O deslocamento das paredes das célulasdo |l e-

Figura 3. Cortes do lenho de seringueira do clone IAN
6543 corados com azul detoluidina, mostrando el ementos
do xilema recém-formados pelo cambio (objetiva 100x,
ocular 10x) com paredes primérias delgadas e coloragéo
purpuraquaseimperceptivel dalamelamédia(a) e paredes
primérias espessas e col oragdo avermel hadatipicadelamela
meédia com azul de toluidina (b) em plantascom (a) e sem
(b) sintomasfoliares de deficiénciade boro.
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nho, nas plantas com encurvamento do caule, suge-
riu essa menor coesdo entre as células.

Bolle-Jones (1956) e Shorrocks (1964), nadeter-
minacdo dos sintomas de caréncia de B em serin-
gueira, induziram adeficiénciade B em solucéo nu-
tritiva, contendo todos os elementos, exceto o B. As
plantas foram descartadas logo apds o aparecimen-
to e agravamento dos sintomas de deficiéncia de B
que aparecem primeiramente na parte superior da
copa, apresentando folhas retorcidas, reduzidas,
coriéceas e sem perda de cor. Nessas condicles, é
provavel que o efeito da caréncia desse nutriente na
anatomia do caule tenha passado despercebido.

A carénciade B foi registrada por Berniz (1980)
em plantas de seringueira com trés a quatro lanca-
mentos e cerca de seis anos de idade, n&o se obser-
vando o encurvamento do caule. Essas plantas eram
de jardim clonal, sofrendo decapitacBes periddicas
antesde atingirem 2 m de altura, o que pode explicar
a auséncia de encurvamento.

Por outro lado, os sintomas da carénciade B em
seringueirasdo muito semel hantes aos causados por
ataque de trips (Beeley, 1935) ou de acaros
(Shorrocks, 1964), o que também pode explicar aau-
séncia de encurvamento em plantas com esses sin-
tomas nos foliolos.

No presente trabalho, 0 peso das copas enxerta-
dasfoi condi¢éo necessaria, masndo suficiente, para
0 encurvamento do caule, ja que nas plantas com a
mesma copa enxertada, sem sintomas de carénciade
B, n&o houve encurvamento.

Concluséo

O encurvamento do caule em seringueira € con-
sequiéncia da menor coesdo entre os elementos do
lenho, causada pela redugdo dos constituintes da
lamela média, principalmente do pectato de célcio,
cuja sintese é blogueada pela caréncia de boro.
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