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ERRATA

Onde se 1&: M, substituir por; mol.L™.

Onde se |é&: mM, substituir por: mmol.L™.

Pagina 14, segundo paragrafo, quarta linha:
Onde se |é: estruturas denominadas actina e tubulina.

Substituir por: proteinas denominadas actina e tubulina.

Pagina 25, sub-item Preparo da curva analitica de calibragdo e leitura das
amostras, segundo paragrafo, primeira linha:

Onde se |é: Completou-se o volume para 500 uL com solucao de NacCl 0,5
M sendo que o volume final foi completado para 5§ mL com a solugao de
Coomassie.

Substituir por: Adicionou-se um volume de 500 pL de solugao de NaCl 0,5 M

sendo o volume final completado para 5 mL com a solugao de Coomassie.
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AVALIAGAO DO EFEITO DO CALCIO NA INDUGAO DA

EMBRIOGENESE SOMATICA EM Eucalyptus urophylia

Autora: SANDRA CRISTINA CAPALDI ARRUDA
Orientador: Prof. ANTONIO NATAL GONCALVES

RESUMO
O objetivo dessa dissertacéo foi avaliar os efeitos do calcio na
inducdo de morfogénese, mais especificamente na embriogénese
somatica de Eucalyptus urophylla a partir de hipocétilos cultivados “in
vitro”. Analises bioquimicas e histologicas foram realizadas visando
observar o papel do calcio nos contetdos de proteinas e agucares totais,
na atividade especifica da peroxidase e na morfogénese, a qual foi
avaliada mediante técnicas de histologia. As concentracdes de calcio (na
forma de CaCl,.2H,0) variaram de 0 a 12,12 mM e foram adicionadas ao
meio de cultura descrito por Simola (1985) sendo que a concentracéo de

calcio presente nos calos foi determinada diretamente por Espectrometria



de Fluorescéncia de Raios-X, um método ndo-destrutivo que permitu que
as mesmas amostras quantificadas fossem utilizadas nas analises
histolégicas. Uma analise estatistica multivariada (Andlise de
Componentes Principais - PCA) permitiu agrupar os tratamentos em 5
blocos e indicou o grupo mais responsivo para uma resposta
morfogénicas considerando as interacbes entre todos os pardmetros
avaliados. Em baixas concentragcdes de calcio veirificou-se auséncia de
resposta morfogénica e a histologia revelou tecidos colapsados e
dessaranjados. Aumentando a concentracdo do cation, os teores de
proteinas e acucares totais e a atividade especifica da peroxidase
também aumentaram. Ao nivel histolégico foram verificadas diferengas
entre os tratamentos e foi possivel verificar que a concentracdo de caicio
de 6,62 mmolL’, estimulou a formacdo de embribes somaticos

globulares.



EVALUATION OF THE CALCIUM EFFECT IN THE Eucalyptus

urophylla SOMATIC EMBRYOGENESIS INDUCTION

Author: SANDRA CRISTINA CAPALDI ARRUDA
Adviser: Prof. ANTONIO NATAL GONCALVES

SUMMARY
The aim of this work was to evaluate the calcium effects in
the morphogenesis induction, speciffically in the somatic
embryogenesis of Eucalyptus urophylla hipocotils. Biochemical and
histological analysis were performed in order to observe the
calcium role in the total protein and sugar contents, in the
peroxidase specific activity and in the morphogenesis, wich was
evalueted by histology. The calcium (CaCl..2H,0O) concentrations
from 0.0 to 12.12 mM were added to Simola (1985) culture medium:
and calcium concentration in calli was determined directly by X-Ray
Flourescence Spectrometry, a non-destructive technique, allowing

for the processing of the same tissue for histological analysis. A



multivariate analysis (PCA-Principal Components Analysis) grouped
the treatments into 5 clusters and indicated the more responsive
group for a morphogenic response considering the interactions
between the evaluated parameters and the calcium concentration.
Lack of calcium supply caused a complete absence of a
morphogenic process and tissue collapsing. The increase in calcium
concentration favored the presence of higher total protein and sugar
contents, the increase of peroxidase specific activity and changes in
the histological characteristics. It was possible to verify that calcium
stimulated globular somatic embryo formation at concentration of

6.62 mmol.L™".



Capitulo 1. INTRODUGAO

A cultura de tecidos & uma ferramenta extremamente versatil
na propagacdo de plantas; esta versatilidade esta associada aos
diferentes resultados obtidos em funcéo do tipo de material propagado e
da técnica utilizada para a cultura. Como exemplo dessa versatilidade
pode-se citar: utilizacdo de apices e meristemas, que é requerida quando
se deseja a micropropagacdo propriamente dita da planta ou sua
clonagem; outro caminho é a regeneracéo da planta via organogénese ou
embriogénese somatica partindo-se de uma célula ou tecido ou ainda
através da cultura de protoplastos, esta ultima muito utilizada na
Engenharia Genética; por outro lado, se o objetivo € a producdo de
metabdlitos quimicos visando atender a demanda de industrias
farmacéuticas, pode-se lancar mao do cultivo de células em suspenséo.

Para que estas etapas descritas tornem-se realidade, faz-se
necessario conhecer os processos de inducdo, diferenciagcdo e
competéncia celular, bem como que entender como se da o crescimento
dos tecidos e das células em cultura, para que uma vez compreendidos,
possam ser aplicados eficazmente.

Neste sentido, a diferenciacdo celular pode ser entendida
como a especializacdo de diferentes regides da planta com a finalidade
de desempenhar uma funcao especifica, sendo provavelmente o aspecto
mais importante da cultura de tecidos, uma vez que € um processo vital
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para se chegar a regeneracédo da planta, seja mediante organogénese ou

embriogénese somética.

Portanto, para entender a diferenciacdo celular torna-se
necessario avaliar e conhecer os mecanismos pelos quais as diferentes
regibes de uma planta ou tecido tornam-se especializadas e como
regulam o funcionamento integrado da planta. De acordo com Evans et
al. (1983), os organismos biolégiCos percebem os sinais quimicos e
ambientais através de receptores ou de mecanismos dé membrana
celular; estes organismos quando estimulados, sdo capazes de expressar
uma resposta morfogénica especifica, levando a conclusdo que a
aplicacdo de um estimulo (ou de uma mistura de estimulos) seja ele
quimico, elétrico, fisico, entre outros, é um evento favoravel dentro do
processo de diferenciacdo de células somaticas em células
embriogénicas.

Esta dissertacdo foi inserida dentro deste contexto, e a
escolha do calcio como agente indutor de morfogénese foi baseada na
formulacédo de algumas hipoteses, como por exemplo: a) O calcio esta
relacionado com eventos morfogenéticos vegetaisporque € indutor do
estabelecimento da polaridade celular, a qual € considerada por diversos
autores, como a primeira etapa no estabelecimento da embriogénese; b)
Uma das principais fungées do calcio é atuar na formacao de parede
celular e nos processos de divisdo celular e, c) O calcio atua como um
dos principais agentes no processo de traducdo de sinais endogenos.

Estas hipdteses foram levantadas mediante afirmacGes
extraidas de literatura referente ao assunto e constituiram as principais
bases dos objetivos propostos e da metodologia desenvolvida.



Capituio 2. OBJETIVO

Com base nas hipoteses estabelecidas, o objetivo geral
desta dissertacdo foi avaliar o efeito do caicio como promotor da
morfogénese, visando a inducio de embriogénese somatica.

Os objetivos especificos consistiram na avaliagdo de
diferentes parametros bioquimicos (teor de agticares e proteinas totais e
atividade especifica da peroxidase), considerados na literatura como
indicadores do processo de embriogénese somatica, e as suas relagbes
com as concentracbes de calcio absorvidas pelos calos. O
acompanhamento histologico da morfogénese através de microscopia
Optica, nas diversas concentragbes de calcio empregadas, também fez
parte dos objetivos especificos desta dissertacio.



Capitulo 3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Embriogénese somatica

A embriogénese somatica € o processo pelo qual as células
hapldides ou diploides desenvolvem-se em plantas diferenciadas através
de estagios embriolégicos caracteristicos, sem a fusdo dos gametas. O
embrido somatico, que é morfolégica e fisiologicamente similar ao
embrido zigoético, tem o aspecto bipolar e apresenta sistema vascular
fechado (Schumann et al., 1995; Williams e Maheswaran, 1986).

A maioria dos autores acreditam que, apesar da origem ser
desconhecida, células pequenas com citoplasma denso e com rapida
divisdo, sdo as primeiras unidades de desenvolvimento do embrido
. somatico, qué € sempre precedido pela formacio de um pequeno grupo
de células (Ronchi e Giorgetti, 1995).

A embriogénese somatica € melhor conhecida como uma via
de regeneracdo induzida pela cultura de tecidos “in vitro”, ocorrendo
indiretamente a partir de calos, através de suspensao celular ou cultura
de protoplastos, ou ainda, diretamente a partir de células de tecidos com:
estrutura organizada, como por exemplo, segmentos de peciolo ou do
embrido zigético (Williams e Maheswaran, 1986). O embrido somatico &
frequentemente chamado de embridide (Schumann et al., 1995).

Desde 1958, quando o primeiro embrido foi obtido a partir de:
tecidos somaticos de cenoura (Daucus carota) cultivados ‘in vitro’,
observou-se um numero crescente de espécies e tecidos que tém sido
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utilizados com objetivo de induzir embrides somaticos. Devido a isso,

nota-se uma tendéncia continua de estudos que visem obter maior
conhecimento sobre 0 processo € maior habilidade de exploracéo. Sabe-
se que, apesar dos embrides somaticos serem originados a partir de
células somaticas, estes assemelham-se muito aos zigdticos,
presumindo-se que possam resultar da expressdo génica que regula a
mesma via de desenvolvimento (Parrott et al., 1991).

Ainda de acordo com Parrott et al. (1991), uma variedade de
tipos de tecidos vegetais tém sido utilizada como fonte de explantes, do
qual obtém-se os embrides somaticos. Como exemplb, o autor cita os
tecidos derivados do embrido imaturo, 0s quais s&o especialmente
susceptiveis a indugdo embriogénica. Entretanto, a utilizacdo do embrido
zigético como fonte de explante é normalmente uma limitagdo para o caso
de espécies de polinizacdo cruzada, nas quais o embrido zigético
represente um genétipo desconhecido.

Em consideracdo a existéncia de um estado embriogénico
celular anterior a formacédo do embrido somatico, foi proposto o termo
“célula embriogénica pré-determinada’ (PEDC), (Sharp et al.,, 1980).
Sugere-se que a embriogénese direta em cultura é precedida por estas
células, requerendo somente reguladores de crescimento ou condigdes
favoraveis para o inicio da divisdo celular para a posterior expressdo da
embriogénese (Williams e Maheswaran, 1986). Por outro lado, o termo
“célula com determinacdo embriogénica induzida® (IEDC) é usado para
identificar células que adquiriram o potencial embriogénico durante o
periodo de cultivo (Sharp et al., 1980). Neste caso, as varias geracoes.
celulares que se sucedem entre o explante original e a formagdo do
embrido somatico, sdo manifestadas como calos e a embriogénese
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somatica & dita indireta. Logo, a embriogénese indireta requer a

predeterminacéo das células diferenciadas, a proliferagcdo dos calos e o
desenvolvimento do estado embriogenicamente determinado (Williams e
Maheswaran, 1986). De acordo com Parrott et al. (1991), as IEDC e as
PEDC sdo funcionalmente equivalentes e, portanto, o termo “célula
embriogénica” (EC) pode ser adotado. Esta teoria € uma extenséo das
primeiras conclusdes segundo as quais, o0 estado interno das células do
explante é o fator primordial na expresséo da embriogénese somatica; as
outras condicoes, tais como os reguladores de crescimento exdgenos,
aparecem como elementos que iriam permitir uma expressao deste
padrido intrinsecamente determinado do desenvolvimento (Williams e
Maheswaran, 1986).

Todos os sistemas de células embriogénicas do qual os
embridides séo visivelmente derivados apresentam aspectos comuns,
sendo caracterizados pelas células meristematicas em intenso processo
de divisdo. As caracteristicas das células incluem: tamanho reduzido das
células, citoplasma denso, nucleo grande com nucléolo avantajado e
proeminente, pequenos vacuolos e uma profusdo de graos de amido.
Suas propriedades histoquimicas e ultra-estruturais sugerem uma intensa
sintese de RNA e atividade metabdlica (Williams e Maheswaran, 1986).

Uma vez que as ECs foram obtidas, a presenca continua de
uma auxina pode ser inibidora do desenvolvimento normal do embrido
somatico. Se a concentracdo de auxina for considerada excessivamente:
alta, ao invés do procedimento do proximo estagio de sua ontogenia, o
embrido somatico pode originar novos embrides somaticos. Este fato
pode ser denominado como embriogenia secundaria, recorrente ou
repetitiva. Dependendo das espécies e do sistema de cultura, um ciclo.
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repetitivo pode ser expresso como uma propagacio continua de varios

estagios embriogénicos, incluindo massas proembridnicas, embrides
globulares ou até mesmo embrido no estagio cotiledonar (Parrott, et al,
1991).

Existe uma dificuldade em se identificar um numero de
acontecimentos comuns associados com a diversidade de observacbes
da embriogénese somatica ‘in vitro'. Ha uma estreita homologia entre a
embriogénese somatica direta e indireta e entre a célula isolada e a
iniciacdo multicelular do embridide. Muitas diferencas observadas podem
ser atribuidas as diferencas nas relacdes entre as células circunvizinhas
das células iniciais e o que as células requerem para sua redeterminacéo
ao estagio embriogénico. Calos nodulares embriogénicos consistem de
pré-embrides proliferando-se, onde as respostas coordenadas em cada
grupo globular de células s&o essencialmente similares as observacdes
do estado embriogénico direto associado com a suspensdo do eixo
embrionario (Ronchi e Giorgetti, 1995).

A regeneracdo de plantas pela via indireta € muito comum.
Estudos morfologicos e histolégicos detalhados, feitos por Schumann et
al. (1995), foram capazes de caracterizar 3 tipos de tecidos de calo com
variacao na cor, estrutura e resposta morfogenética: a) calos compactos
(globulares ou nodulares), amarelos e densos, consistindo-se de
pequenas células isodiamétricas; b) calos irregulares, soltos, consistindo
de células arranjadas sem coesdo, aparentemente mais
semitransparentes que os anteriores, com regides densas e pouco
coloridas e, c) tecidos de calos irregulares, pouco coesos, com células
alongadas, tubulares, grandes, transllicidas e ndo morfogénicas. Os
autores observaram que o desenvolvimento de células semelhantes as do
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procambio foram observadas apenas no primeiro tipo de calo, durante o

periodo que coincidiu com a fase de proliferacdo celular, indicando este
tipo particular de calo como favoravel para obtencdo da morfogénese.

Para diferentes espécies, a inducdo de embriogénese
somatica tem sido correlacionada com determinadas necessidades
nutricionais (Thorpe, 1983); entretanto, poucos estudos tém sido dirigidos
a este tema, ou seja, a analise do consumo dos componentes nutricionais
(Dussert et al., 1995), o que poderia levar a uma otimizagdo do meio de
cultura e, como conseqiiéncia, a um melhor controle dos eventos
embriogénicos (Magnaval et al., 1997). Neste sentido, os autores
observaram uma relacgo positiva (R? = 0,88) entre o conteido endégeno
de glicose e frutose e os contetidos de calcio, magnésio, potassio, amodnio
e cloreto em calos embriogénicos de Cocos nucifera.

Outras variaveis também sio relacionadas ao estado
embriogénico de calos. Blanco et al. (1997), trabalhando com cana-de-
acucar verificaram a presenca de uma proteina entre 55 e 70 kDa que
poderia estar relacionada com a habilidade de regeneracdo de calos
embriogénicos, funcionando como uma espécie de marcador para a
cultivar estudada. Kikuchi et al. (1995), analisaram polissacarideos
pépticos e compararam entre calos embriogénicos e ndo-embriogénicos
de cenoura, concluindo que os calos embriogénicos formaram um maior
namero de grupamentos celulares, e que o nivel de acucares neutros foi
superior em relagdo aos calos ndo-embriogénicos. Através de
cromatografia gasosa puderam verificar que os calos embriogénicos, bem
como os embribes somaticos, apresentavam maiores teores de
arabinose, enquanto que os calos n&o-embriogénicos eram ricos em
galactose.
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Yeo et al. (1998), analisaram as alteragdes quantitativas e

qualitativas dos polissacarideos na parede celular durante a
embriogénese somatica e o desenvolvimento de plantulas de aspargo
(Asparagus officinalis L,) concluindo que arabinose foi mais ativamente
sintetizada em calos embriogénicos sendo posteriormente degradada
durante o curso da diferenciagdo. De acordo com Stacey et al. (1990),
paredes celulares associadas a proteinas arabinogalactanas (AGPs)
ocorrem em muitos tecidos vegetais, mas seu tipo varia com o tecido.
Trabalhando com cenoura, ap0s a cultura tornar-se embriogénica, os
autores puderam verificar picos de AGPs semelhantes ao modelo de AGP
encontrado em sementes. Pennell et al. (1992), sugerem que o
aparecimento de AGPs marca a transicdo no momento de formacéo das
células embriogénicas.

De acordo com de De Vries et al. (1988), analises revelaram
que um grande numero de proteinas extracelulares sdo excretadas pelas
células embriogénicas para o meio de cultura, e que elas podem atuar
como marcadores moleculares para distinguir culturas embriogénicas e
ndo-embriogénicas; os autores sugerem que algumas destas proteinas
apresentam também um importante papel na inducdo e no
desenvolvimento de embrides somaticos.

3.2. Espectrometria de Raios - X

De acordo com Leyden (1992), a espectrometria de raios-X &
um método espectroscopico de emisséo utilizado para determinag¢éo quali
e quantitativa de macro e microelementos em uma variada gama de tipos
de amostras. O principio da técnica consiste em que o elemento em
questdo emite raios-X quando excitado por radiacdes-X através de
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irradiacdes. Os raios-X emitidos pelo elemento s&o entdo observados por

um detetor sélido que analisa a energia dos fotons de raios-X, produzindo
uma distribuicdo espectral na forma de um grafico que tem como abcissa
a intensidade (keV) e como ordenada, a energia. Uma vez plotado o
espectro, computadores baseados nas analises multicanais, produzem os
resultados da determinacéo analitica requisitada, convertendo intensidade
em concentracdo e mediante técnica de parametros fundamentais, obtém-
se os valores definitivos em unidades de ppm ou %.

Para Leyden (1992), o método é aplicado para determinacéo
de elementos com numero atdmico igual ou superior a 11 ( = Na), sendo
ideal para amostras soélidas mais finas; entretanto, amostras mais
espessas ou mesmo liquidas podem ser analisadas, também com bons
resultados. Neste sentido, Skoog et al. (1998), comentam que Ca, Bae Zn
tém sido determinados em Oleos lubrificantes através de excitacio via
fluorescéncia de amostras liquidas. Também € um método indicado para
determinacdo direta de pigmentos em amostras de tecidos.

As principais vantagens da fluorescéncia de raios-X de
acordo com Skoog et al. (1998) sdo: obtencéo relativamente simples dos
espectros; metodologia ndo destrutiva podendo ser usada para analises
de pigmentos, pinturas, espécimes arqueoldgicos, amostras de plantas,
amostras de solo e rochas, entre outras. QOutra vantagem citada pelos
autores, é a velocidade e a praticidade das quantificacdes, pois & possivel
realizar uma analise multielementar em poucos minutos. Ha que salientar
que a precisdo e exatidao da fluorescéncia de raios-X é freqiientemente
igual ou superior aos outros métodos.

Na analise de plantas, muitos trabalhos envolvendo a
aplicacéo de fluorescéncia de raios-X tém sido publicados, citando dentre
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eles Omote et al. (1995), que trabalharam com fluorescéncia de raios-X

utilizando o método de pardmetros fundamentais para a determinacéo da
composicdo elementar de amostras de plantas; os autores concluiram que
a utilizacdo desta metodologia foi eficiente para aumentar a performance
da andlise quantitativa diminuindo a numero de amostras padréo ou
materiais de referéncia.

Fukumoto et al. (1992), utilizaram a técnica de fluorescéncia
de raios-X como técnica ndo destrutiva para verificar flutuacoes nos
teores de K, Ca, Mn, Fe e P em plantas danificadas por chuva acida e por
altas doses de radiacdo X.

Frank et al. (1992), determinaram, através de fluorescéncia
de raios-X, as concentracdes totais de metais pesados e de outros
elementos ( K, Ca, Ti, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Br, Sr e Pb) em algas,
visando determinar as acumulacdes diferenciais destes elementos ao
longo das diferentes estruturas da alga (base, estipe, estruturas
reprodutivas e zonas meristematicas). Os pré-tratamentos quimicos das
amostras nao foram necessarios, o que minimizou as possibilidades de
contaminacao.

Miah et al. (1999), utilizaram a técnica de fluorescéncia de
raios-X para obter diagnose rapida para K, Ca e Cl em amostras foliares
de cevada, concluindo que esta técnica pode ser um método facil, rapido
e pratico para diagnosticar os teores dos nutrientes nos tecidos de plantas
e também para auxiliar nos processos de crescimento e desenvolvimento
através do monitoramento dos teores nutricionais.

3.3. Papel do Calcio na Atividade Celular e Morfogénese
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O calcio esta localizado no apoplasto em forma trocavel na

parede celular e na superficie externa da membrana piasmatica. Sua
mobilidade & considerada muito baixa tanto ao nivel celular como no
interior do floema. Sdo considerados mediadores de muitas reacoes
quimicas efou bioquimicas, relacionando-se com o0s mecanismos
envolvidos nos processos de crescimento e desenvolvimento da planta
(Marschner, 1986). As concentracdes de calcio em tecidos sadios de
plantas variam entre 0,2 a 5,0 % na matéria seca, sendo muito provavel
que tais valores excedam as exigéncias metabdlicas minimas. Plantas
crescendo em solucdo nutritiva com alto teor de calcio normalmente
apresentam concentracdes mais elevadas do cation em relacdo aquelas
cultivadas de forma tradicional (Malavolta, 1980).

Em relacdo ao acumulo de calcio pela célula, Marmé (1988)
comenta que este cation pode ser acumulado no cloroplasto e também
nas mitocéndrias; o acumulo na mitocéndria favorece o transporte do
calcio intracelular e seu controle dentro do citoplasma. Qutros sitios de
acumulo de calcio s&o: parede celular, membranas celulares e vacuolos.
Nas plantas, o calcio € um dos principais mensageiros dentro do sistema
de transmissao de estimulos externos (Penel e Greppin, 1979). Gracgas a
sua alta afinidade com a calmodulina, ou com outras proteinas que se
liguem a ele, o calcio atua de forma direta sob muitos processos
fisiolégicos ao nivel celular (Pietrobon et al. (1990); Grover (1998)).

Poovaiah e Reddy (1987), comentam que devido a
semelhanca de raio idnico, outros cations poderiam substituir os sitios de
ligacdo do calcio, mas eles ndo estariam capacitados para substituir o
calcio em uma de suas principais funcdes, ou seja, a de estabilizador da '
membrana. Eklund e Eliasson (1990), trabalharam com hipocoétilos de
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Pinus e observaram que a falta de caicio (ou sua auséncia) reduziu a

sintese de parede celular, evidenciando o papel deste cation na
manutencdo da estrutura celular.

Dado que o crescimento vegetal depende do calcio e os
processos de divisao e alongamento celulares sdo afetados pela
concentracdo do ion (Hepler e Wayne, 1985), a deficiéncia de caicio
devera resultar em uma inibicdo de crescimento e levar ao
desénvolvimento de desordens fisiologicas, ja que a concentracdo de
célcio citossdlico livre regula diversos eventos intracelulares, como o
crescimento, desenvolvimento, metabolismo e outras funcbes mediadas
por fitoreguladores.

Durante a ativacéo celular, verifica-se um aumento de quatro
a cinco vezes na permeabilidade da membrana plasmatica em relacao ao
calcio (Borle, 1981). O autor verificou também que qualquer tipo de injuria
a membrana plasmatica pode conduzir a um aumento significativo da
entrada de célcio no citoplasma e, neste caso, a mitocondria serviria
como um reservatorio intracelular que seqtiestraria temporariamente o
calcio em excesso (Akerman e Nicholls, 1983), quando a capacidade
mitocondrial € excedida, as concentracdes excessivas de calcio podem
exercer efeitos toxicos. '

De acordo com Hepler e Wayne (1985), um numero
crescente de processos que ocorrem em plantas e que sdao mediados
pelo calcio vém sendo estudados e descobertos; dentre eles os autores
destacam trés processos celulares, ou seja, o crescimento polarizado, a
mitose e os fluxos ou correntes citoplasmaticos.

Quanto ao papel do calcio no crescimento polarizado,
Robinson e Jaffe (1975), trabalhando com Pelvetia, comentam que o polo
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do rizéide de zigotos absorvem o caicio mais rapidamente do que o polo

do talo. Observaram ainda que a concentragdo intracelular de calcio
torna-se elevada na zona de crescimento, possiveimente como resultado
de um influxo localizado. Portanto, células que exibem um crescimento
polarizado apresentam gradientes de calcio. Hause et al. (1994),
observaram que o calcio estava acumulado na protoderme de embrides
globulares e no cilindro central de embrides em estagio de torpedo
quando avaliaram a expressdao da polaridade nestes estagios da
embriogénese somatica; a avaliacdo deu-se através da deteccdo da
distribuicdo da calmadulina ativada, do teor de calcio e pela deteccéo de
amido.

A importancia do estabelecimento da polaridade é que ela é
um dos principais fatores envolvidos na diferenciagao inicial do embrido
(Cutter, 1986). Neste sentido, Fosket (1994), afirma que o calcio, através
da formacdo de um gradiente de concentracdo, aparece como um do
principais responsaveis tanto no estabelecimento da polaridade celular
como na organizacdo do citoesqueleto.

Ainda em relacdao ao processo de polarizacao celular, fator
estritamente relacionado a embriogénese somatica, Medvedev e Markova
(1998), comentam que a habilidade de resposta a um estimulo externo, é
uma propriedade do citoesqueleto celular, principalmente das estruturas
denominadas actina e tubulina. Entretanto, de acordo com Williamson
(1984), os ions calcio apresentam uma participacdo significativa na
regulacao do funcionamento do citoesqueleto.

Em plantas, segundo trabalhos de Feijo et al. (1995), e de
Malho e Trewavas (1996), o calcio esta diretamente envolvido nas
funcbes do citoesqueleto nos seguintes processos: movimentos
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flagelares, divisdo celular, cicloses e crescimento polarizado (abrangendo

crescimento apical e extensdes celulares). Outra funcdo atribuida ao
calcio de acordo com Marmé (1988), é a fosforilacdo de proteinas em
plantas a qual, segundo o autor, deve ser reguiada por concentracdes
fisiolégicas de caicio, sendo que parte desta regulacdo, estaria mediada
pela calmadulina.

Trewavas e Gilroy (1991) verificaram que o calcio mantinha
os teores de proteinas e de RNA em niveis considerados adequados, e
que sua auséncia resultou em aumento da degradacéo de proteinas bem
como diminuicdo do crescimento, sugerindo a existéncia de uma relacdo
entre a reducdo de crescimento e a estabilidade de proteinas. Neste
sentido, Xu e van Huystee (1993), verificaram que ao adicionar
substancias quelantes do calcio ao meio de cultura de amendoim, o teor
de proteinas diminuiu.

Alguns autores tém avaliado o papel do calcio na
embriogénese somatica. Nomura e Komamine (1985) trabalharam com o
modelo de embriogénese para cenoura; Timmers et al. (1996),
demonstraram que a polarizacéo do caicio citosdlico livre ocorre durante a
polarizacdo morfolégica dos agrupamentos de células embriogénicas;
Jansen et al. (1990), verificaram que em suspensdes celulares de
cenoura, um aumento na concentracdo de cloreto de calcio durante o
tratamento de inducdo de embriogénese, duplicava a producéo de
embrides somaticos; Verdus et al. (1993), observaram que em folhas de
Cichorium o acumulo de caicio no vacuolo e sua excregao extracelular
aliados ao espessamento da parede celular, foram os principais
processos detectados durante os estagios iniciais da embriogénese
somatica.
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Dussert et al. (1995), trabalhando com calos embriogénicos

de Cocus nucifera, verificaram que para os dois tipos de origem de
embriogénese obtidos, (unicelular e pluricelular), foram requeridas altas
doses de NH4*, Ca**, Mg®" e de sacarose.

Etienne et al. (1997), verificaram o papel do calcio na
proliferagdo e regeneracdo de embrides somaticos de Hevea brasiliensis,
concluindo que altas concentragdes desie cation favorece ao processo de
embriogénese e promove a manutencdo do estagio embriogénico em
calos mantidos por longos periodos em cultura, principalmente para
espécies consideradas como recalcitrantes em relacio a embriogénese.

Cho-UnHaing et al. (1995), verificaram que a inclusdo de
célcio na forma de CaCl> (1mmol.L ') ao meio de cultura, aumentou a
producdo de embridides em cevada e trigo. Os autores sugerem a
existéncia de uma acdo positiva do calcio livre na producdo de
embridides. Montoro et al. (1993) utilizando meio de cultura para Hevea
brasiliensis, obtiveram calos friaveis e embriogénicos e que a friabilidade
do calo foi realcada quando as concentracoes do fitoregulador 3,4D foram
reduzidas de 4,5 para 0,45 uM ou quando altos niveis de sacarose ou
célcio (351 e 12 mmol.L ' respectivamente) foram mantidos durante a
cultura. Observaram também que os calos friaveis mantidos pela
alteracdo tradicional do balanco entre auxina/citocinina perderam seu
potencial embriogénico, enquanto que os mantidos em altas doses de
sacarose e calcio eram compostos principalmente por células
embriogénicas.

Utilizando a técnica de microanalises por raios-X (EPMA),
Pedroso et al. (1995) observaram flutuacbes severas no numero de
cristais de oxalato de calcio e no acumulo de amido, os quais ocorriam
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ap6s o periodo de indugdo de embriogénese e apenas nos explantes.

Verificaram também que as mudancas na composicéo da parede celular
de células competentes ocorreram rapidamente apés o tratamento de
inducdo. Apés a inducdo da embriogénese somatica detectaram-se
flutuagdes significativas nas concentracbes de calcio, potassio, sédio,
ferro, enxofre e magnésio, sendo que o sucesso da morfogénese foi
dependente da disponibilidade de calcio.

3.4. Eucalyptus e morfogénese

A utilizacdo da embriogénese somatica em combina¢cdo com
técnicas da criopreservacdo e de Engenharia Genética pode aportar um
novo contexto ou significado para a producdo massal de plantas de
interesse comercial, bem como para os programas de conservacio ex situ
(Luukkanen et al., 1998). Entretanto, de forma geral, ainda sdo escassos
os trabalhos envolvendo embriogénese somatica nas espécies de
Eucalyptus.

Dentro desta abordagem, Bandyopadhyay et al. (1999),
utilizando calos cotiledonares e hipocotiledonares de Eucalyptus nitens e
E. globulus obtiveram regeneracdo de plantas via organogénese, em
frequéncias de 30-35 % para calos derivados de hipocétilo e 20-25 %
para derivados de cotilédone; estruturas semelhantes a embrides
somaticos foram observados ocasionalmente em E. nitens e em menor
proporcao em E. globulus.

Utilizando explantes de “seedlings” de E. nitens com 3
semanas, cultivados inicialmente em meio MS, contendo 20 uM de auxina
e transferidos para meio de cultura contendo combinacdes de ANA (0,1-

0,5 uM) e BAP (0-0,5 uM), Ruaud et al. (1997), obtiveram embrides
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somaticos, sendo que a melhor condicdo para © aparecimento dos

embrides o cultivo dos calos provenientes de hipocétilo, na presenca de
0,1 uM de BAP.

Termignoni et al. (1996), obtiveram inducdo de embriogénese
somatica a partir de “seedlings” de 3 dias cultivados ou na presenca de
ANA (5,5 ou 16,5 uM) ou em combinacdo com 4,5 uM de 2,4-D;
posteriormente os embrides foram transferidos para meio de cultura
isento de auxina e os autores observaram que tanto a suplementacdo com
10 % de leite de coco como a adicdo de 1 g.L" de caseina hidrolizada
induziram o desenvolvimento dos embriées somaticos.

Segmentos internodais foram utilizados por Gill e Gill (1994),
visando a inducdo de embrides somaticos; estes segmentos foram
cutivados em MS suplementado com varias concentracbes e
combinacdes de reguladores de crescimento, sendo que o melhor
resultado obtido foi a producédo de agregados celulares embriogénicos no
meio de cultura suplementado com a dose de 1 mg.L™" de benziladenina.
Segundo os autores, os agregados celulares embriogénicos
desenvolveram-se em embrides somaticos, os quais produziram gemas
mas nao produziram raizes.

Em Eucalyptus citriodora, a producéo de embriogénese
somatica foi estudada por Muralidharan et al. (1989); os autores
obtiveram uma cultura altamente embriogénica a partir de embriogénese
repetitiva de embrides somaticos cultivados no escuro em meio contendo
glutamina e caseina hidrolizada (500 mg.L™' de cada uma), 30 g.L" de
sacarose e 5 mg.L" de ANA. Apés transferéncia para meio de cultura
isento de hormodnios e na presengca de luz, 50 % dos embrides
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desenvolveram-se em plantulas e, destes, 70 % sobreviveram apoés

transferéncia para uma mistura de solo e areia.

Boulay (1987) realizou estudos preliminares de morfogénese
em Eucalyptus dunni utilizando folhas, interndés, gemas terminais,
hipocétilos e cotilédones obtidos de “seedlings” com 4-8 pares de folhas;
os explantes foram inoculados em MS contendo auxinas e/ou citocininas.
Foi observado que todos os explantes (exceto os cotilédones) mostravam-
se organogénicos € que os hipocdtilos e os segmentos foliares
produziram gemas adventicias quando cultivados em meio contendo
apenas BAP. Desenvolvimento de organogénese também foi verificado a
partir de calos hipocotiledonares de E. urophylla cultivados em MS
suplementado com 0,1-0,5 mg .L™ de ANA e 0,1-1,0 mg .L™ de BAP ou
0,05-2,0 mg .L™ de ANA e 0,01-2,0 mg .L™' de TDZ. A maior porcentagem
de regeneracéao via organogénese (37,5 %) deu-se em presenca de 0,2
mg.L™" de ANA e BAP (Tibok et al., 1995).

Devido a importancia do tema, a escassez de trabalhos
referentes a embriogénese somatica em Eucalyptus, as hipéteses
levantadas e ao papel do cdlcio no processo morfogénico, foram
estabelecidos o0s objetivos desta dissertacdo e propostos varios
experimentos, os quais serdo descritos, a continuacéo, no capitulo 3.
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Capitulo 4. METODOLOGIA

41. Desinfestacado de sementes, Inoculagcdo e Obtencdao dos
Explantes

Foram utilizadas sementes de Eucalyptus urophylla
fornecidas pelo Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF)
catalogadas como T8A32, lote AN416 e coletadas em populacido base
plantada em Anhembi, SP.

As sementes inicialmente foram lavadas em agua corrente e
detergente, sendo posteriormente imersas em alcool etilico absoluto
durante 3 segundos. Apds imersdo em alcool, foram transferidas para
solucéo de hipoclorito de sodio comercial 70 % (V/V) contendo 2 gotas
de Tween 20, onde permaneceram durante 20 minutos sob agitacio.

Em seguida, as sementes foram levadas para camara de

fluxo laminar, lavadas 3 vezes com agua esterilizada e transferidas para
frascos esterilizados -contendo papel de filtro embebido em agua
deionizada. Em cada frasco, foram adicionadas, em média, 30 sementes.
Os frascos foram mantidos em camara de crescimento com fotoperiodo

de 12 horas, intensidade luminosa de 3000 Lux e temperatura de 26° + 2°

C. A germinacéo iniciou-se aos 4 dias da inoculagéo e os hipocétilos, os
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quais foram considerados explantes definitivos, foram coletados aos 12

dias, desprezando-ée as raizes e a insergéo dos cotilédones.

Para a inducdo de calos, utilizou-se o meio de cultura N7
(Simola, 1985; Tabela 1), suplementado com 5 mg.L" de Picloram e 1,0
mg.L"' de caseina hidrolizada. Os calos induzidos foram coletados e
transferidos para meio de cultura N7, contendo diferentes doses de calcio,
permanecendo em cultivo durante 20 dias. As concentracdes de Ca®* (na
forma de CaCl,.2H,0) empregadas, constituiram cada uma um
tratamento, conforme mostra a Tabela 2. Em cada tratamento foram

utilizadas 3 placas contendo cada uma, 12 calos, totalizando 36 calos por

tratamento.

ola (1985).

! O meio de cultura N7 original é suplementado com 164,66 mg.L” de CaCl,.2H,0
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Tabela 2: Tratamentos empregados e doses de calcio sob a forma de

CaCl2.2H0

* Conceniragéo de Ca'2no meio N7 (Sirﬁola, 1985)
na forma de CaCl,.2H,0

4.2. Avaliacdo dos calos obtidos

Inicialmente, como estudo piloto, foi medido semanalmente o
aumento da massa fresca do material vegetal por um periodo de 4
semanas, sendo a semana 1 correspondente a inoculagdo do hipocétilo.
Para a pesagem, os calos foram retirados do meio de cultura, lavados em
agua deionizada, secos em papel de filtro e pesados imediatamente em
balanca analitica.

Com auxilio de microscopio estereoscopio, os calos ja

pesados, foram avaliados quanto & cor, textura, oxidacéo e resposta
morfogénica.
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4.3. Determinacdao da concentracido de calcio nos calos através de

Espectrometria de Raios-X
4.3.1 Preparo das amostras

Os calos, aos 20 dias de cultivo nos diferentes tratamentos
com calcio, foram inseridos diretamente em celas de polietileno com 32
mm de didmetro externo X 20 mm de altura, com o fundo selado com
flme de Mylar™ (polietileno terftalato) de 2,5 um de espessura,
transparente a raios-X. As irradiagdes foram realizadas em triplicata, sem
qualquer tipo de preparo prévio (método ndo-destrutivo), o que
possibilitou que as mesmas fossem utilizadas posteriormente na
histologia, aumentando a precisdo das medidas e reduzindo tanto o
namero de amostras como o numero de analises.

4.3.2. Determinacdo de calicio

As amostras foram irradiadas usando-se o equipamento de
Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva (Spectrace 5000), nas
seguintes condicdes de operacio: Voltagem aplicada ao tubo de raios-X =
15 kV; Corrente aplicada ao tubo de Raios-X = 0,05 mA; Tempo de
irradiacdo = 100 s; Filtro usado = Celulose.

Primeiramente, foram irradiados padrées de calcio em agua
nas concentracdes de 0, 120, 240, 360, 480 e 600 pg . mL’ para
quantificar, usando calibracdo linear, o teor de calcio na agua que foi
usada para preparar os cuitivos com tratamento de caicio. A concentracao
de célcio no agar (em po e gelatificado) também foi determinada, usando
as mesmas condicdes operacionais descritas anteriormente. Para a
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determinacdo da concentracdo de calcio no agar gelatificado, foram

retiradas 5 porgoes (4 retiradas em circulo, abrangendo toda a placa e
uma do centro da placa) de cada uma das 3 placas preparadas, de forma
que foi possivel retirar discos de agar de todas as regides da placa de
Petri. Para quantificar as amostras de calo, foi usado um padréo
certificado de flor de cravo (amostra de numero 883 da /International Plant-
Analytical Exchange) gentilmente cedida pelo IAC (Instituo Agronémico de
Campinas), com teor de 1,91 £ 0,15 g de calcio/ 100 g de amostra. Como
método matematico de calibracdo do teor de calcio nos calos foi usado o
de “Parametros Fundamentais”, cujo software de operac&o consta do
pacote do equipamento utilizado.

4.4. Quantificacdo de Proteinas Totais (Método de Bradford, 1976)
4.4.1. Extracéo de Proteinas

* Preparo da Solugéo de extragdo

4 mL de Tampéo Tris-HCI pH 6.8

1,6 mL de mercaptoetanol

6,4 mL de SDS 10 % (P/V)

6,4 mL de glicerol

3,2 mL de DMSO

1-3gdePVP

10,4 mL de agua destilada deionizéda

Amostras de 150 mg (peso da matéria vegetal fresca) de
calos foram coletadas e maceradas em gral de porcelana com 5 mL da
solucdo de extracdo. Apés macerado, o material vegetal permaneceu 1 h
em reacdo a temperatura ambiente e, em seguida a mistura foi aquecida



25
até ferver, permanecendo em reacdo por 3 min. Apos esfriamento, as

amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 300 s, obtendo-se
desta forma o extrato bruto. O sobrenadante foi coletado com auxilio de
pipeta de Pasteur e foi utilizado para a quantificacdo do teor de proteinas
totais.

4.4 2. Quantificagdo de Proteinas Totais
* Preparo da Solugéo estoque de BSA (albumina bovina)

Pesou-se 0,5 mg de BSA /mL de NaCl 0,5 M
* Preparo da solu¢do de Coomassie Birilliant Blue G 250

Em bal&o volumétrico de 1 L foram dissolvidos 100 mg de
Commassie Brilliant Blue em 50 mL de etanol. A solucdo foi agitada
vigorosamente e, lentamente foram adicionados 100 mL de 4&cido
fosforico concentrado. Completou-se o volume com Aagua destilada

deionizada e filtrou-se a em papel Whatman n° 1.

* Preparo da curva analitica de calibragéo e leitura das amostras

A curva analitica de calibracao foi realizada em duplicata com
os seguintes padrdes: 0; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120;
140; 150 mg de albumina.L™".

Completou-se o volume para 500uL com solucéo de NaCl 0,5
M sendo que o volume final foi completado para 5 mL com a solugcdo de
Coomassie. A curva analitica de calibrag&o foi estabelecida a 595 nm em
espectrofotdmetro e com ela obteve-se a equacéo da reta através da qual
foi possivel a determinacdo do teor de proteinas totais em cada
tratamento na forma de mg de proteina.g”’ de material vegetal fresco.
Para a quantificacdo dos teores de proteinas totais nas amostras,
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adicionou-se 50 uL de amostra a 4,5 mL de solucdo de Coomassie e

procedeu-se a leitura a 595 nm.

4.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
4.5.1. Extracido de Proteinas
* Preparo da Solugéo de extragéo

e 4 mL de Tampao Tris-HCI pH 6,8

1,6 mL de mercaptoetanol

6,4 mL de SDS 10 % (m/V)

6,4 mL de glicerol

3,2 mL de DMSO

1-3gdePVP

10,4 mL de agua destilada deionizada

Amostras de 150 mg (peso da matéria vegetal fresca) de
calos foram coletadas e maceradas em gral de porcelana com 5 mL da
solucido de extracdo. Apdés macerado, o material vegetal permaneceu 1 h
em reacao a temperatura ambiente e, em seguida a mistura foi aquecida
até ferver, permanecendo em reac&o por 3 min.

Apos esfriamento, as amostras foram centrifugadas a 12.000
rom durante 300 s, obtendo-se desta forma o extrato bruto; o
sobrenadante foi coletado com auxilio de pipeta de Pasteur e foi utilizado
para a eletroforese.

4.5.2. Eletroforese em SDS-PAGE
* Preparo dos géis

Os reagentes utilizados no preparo dos mini géis de
poliacrilamida encontram-se descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Composicdo dos mini géis utilizado na eletroforese em gel de

poliacrilamida para proteinas totais.

Gel “Staking”

Durante o endurecimento do gel “staking” foram formados os
pocos onde os extratos protéicos (15 pg) foram inseridos. Apds este
procedimento, os géis foram levados para dentro da cuba de eletroforese
cheia com solugdo tampao de corrida (10 mL de TRIS-HCI pH 8,3 em 490
mL de &gua deionizada) e, em geladeira, procedeu-se a corrida
eletroforética, utilizando fonte para eletroforese (Pharmacia EPS 300)
com corrente elétrica de 40 mA e um tempo de 2 h.

* Coloracgéo dos géis

Apés a corrida os géis foram lavados trés vezes em agua
deionizada durante 5 minutos sob agitacdo e, em seguida, imersos no
reagente Gelcode® (Pierce) até o aparecimento das bandas, e entdo
lavados e mantidos em agua deionizada. Posteriormente, os géis foram
avaliados, fotografados e filmados em analisador de imagens.

4.6. Determinacdo de carboidratos ndo-estruturais totais- Método da
‘Antrona (Yenm and Willis, 1954)
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4.6.1. Extracéo

Foram pesadas 250 mg (peso da matéria vegetal fresca) de
calos de cada tratamento. Estas foram maceradas em gral de porcelana
em 10 mL de etanol 80 % (V/V), filtradas com papel de filtro Wattman e o
volume recolhido foi mantido em estufa a 60 ° C até a total evaporagéo do
alcool (aproximadamente 4 horas). Ap6és evaporagcdo, deu-se uma re-
suspensdo do material que ficou aderido no fundo do frasco em 20 mL de
agua destilada deionizada.

4.6.2. Determinacdo com reagente de antrona
* Preparo do reagente

e 100 mg de antrona

e 45 mL de acido sulfurico concentrado diluido em 5 mL de agua
destilada deionizada

e Deixa-se a solucdo esfriar e aguarda-se 30 minutos, agitando
ocasionalmente

* Preparo da Curva analitica de calibracéo de Glicose

Foi preparada uma curva analitica de calibracdo com os
seguintes padrdes de glicose: 0; 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140; 160; 180;
200 mg de glicose.L” . De cada padrdo, pipetou-se 1 mL e em seguida
foram adicionados 7 mL do reagente antrona. A solucdo foi agitada e
aquecida em agua fervente durante 10 minutos. Apds esfriamento em
gelo, procedeu-se a leitura a 625 nm em espectrofotdmetro obtendo-se a
curva analitica de calibracdo e a equacéao da reta que melhor se adaptou
40s$ pontos obtidos. Procedeu-se entdo a leitura das amostras, e com a
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equacéo obtida mediante a curva analitica de calibracéo, foi possivel a

estimativa da concentragdo de carboidratos ndo-estruturais totais (em mg
de glicose.g ' de material vegetal fresco) para cada tratamento proposto.

4.7. Determinac¢ao da atividade especifica da peroxidase
4.7.1. Extracido da enzima
* Preparo da Solugédo de extragéo
e 6 mL de solucdo tampéo fosfato de sédio 0,01 M pH 6,0
e 1% dePVP

Amostras de calos com 300 mg (peso da matéria vegetal
fresca) foram maceradas na solucéo de extracdo em gral de porcelana
sobre placa de gelo. Apés maceradas foram levadas a centrifuga (Sorwall
- RC5) para centrifugacdo a 20000 g durante 25 min a 4° C. O
sobrenadante foi coletado e mantido em banho de gelo para posterior
determinacédo da atividade de peroxidase.

* Determinagdo da Atividade Especifica da Peroxidase

Foi determinada a 30 ° C através do método
espectrofotométrico direto (Hammerschimidt et al., 1982). A solucéo
utilizada para leitura foi uma mistura composta por 2,9 mL de uma
solucdo contendo 250 uL de guaiacol (Fluka)+ 306 uL de peroxido de
hidrogénio (Merck) em 100 mL de tampéo fosfato de sédio 0,01 M pH 6,0
e 100 uL de extrato enzimatico.

A cinética da reacdo foi seguida por 1 min em
espectrofotdmetro (Hitachi U 2000) a 470 nm. Os resuitados foram

expressos como atividade especifica da peroxidase (A unidades de
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absorbancia.min™.mg'proteina), levando-se em consideracdo a

quantificacao de proteinas nos tratamentos realizados.

4.8. Histologia

Calos de todos os tratamentos, provenientes da quantificacdo
de calcio via fluorescéncia de raios-X, foram fixados em mistura de
MacDowel (50 mL de glutaraldeido 1 % (V/V), 20 mL de paraformaldeido
a4 % (VIV) e 30 mL de solugcao tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,2)
durante 48 h em geladeira e levados para bomba de vacuo durante 24
horas. Em seguida, os calos passaram por processo de desidratacdo em
série etilica, a temperatura ambiente, em concentracdes crescentes de
alcool etilico [de 10 a 100 % (V/V)], permanecendo durante 10 minutos
em cada uma delas.

Apds este periodo deu-se 0 processo de infiltracdo, em
temperatura ambiente, utilizando uma solucdo composta por uma mistura
contendo 50 mL de resina liquida e 0,5 g de pd ativador. Os calos
permaneceram nesta solucdo durante um periodo de 24 h a temperatura
ambiente e sob vacuo. A infiltracdo finalizou quando a amostra mostrou-
se translucida e ocupou o fundo do frasco.

Finalizada a infiltracdo, procedeu-se a fase de polimerizacéao,
onde a amostra foi embebida em historesina na seguinte proporcao: 15
mL de historesina : 0,5 g de ativador : 1 mL de endurecedor. Esta solugao
foi entdo disposta em moldes de polietileno juntamente com a amostra, a
qual foi colocada de acordo com a orientagdo desejada do corte. A placa
com os moldes foi colocada em estufa a 40° C até polimerizacéo da
resina. Os blocos com a amostra foram retirados dos moldes, colados a
uma base de madeira e levados a estufa para secagem da cola. Uma vez
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secas, as amostras foram seccionadas (0,5 um de espessura) em

micrétomo rotativo.

Uma vez cortadas e dispostas nas l&dminas (8 cortes por
lamina), as amostras foram coradas com solucdo de azul de toluidina 1 %
(V/V) durante 15 minutos a temperatura ambiente e lavadas em agua
destilada. Algumas amostras foram coradas diretamente para avaliacéo
histoquimica de proteinas e amido, utilizando para isso os corantes naftol
blue black (1 % (V/V) durante 1 minuto) e cloreto de zinco iodado ( 66,67
% ZnCl; : 3,33 % Kl : 1,67 % |- em 30 mL de agua deionizada durante 3
minutos) respectivamente. As laminas com as amostras secaram a
temperatura ambiente durante 24 horas e apds secagem total das
laminas, as laminulas foram coladas com Entellan (Merck) e preparadas
para avaliacdo e filmagem das imagens.

As imagens foram obtidas através do acoplamento do
microscépio optico com o microcomputador em um sistema de analise de
imagens cujos softwares empregados foram OPTIMA 6.2. e TCI PRO
2.0.

4.9. Analise dos dados

Todos os dados foram expressos na forma de média e
desvio-padrdo. As analises foram feitas em triplicata e uma curva de
regresséo linear ajustou os dados nos graficos.

Para avaliacdo da interacdo entre todas as variaveis
medidas, e, visando agrupar os tratamentos semelhantes, foi utilizada a
analise multivariada de componentes principais (PCA). Os resultados da
andlise foram apresentados em um grafico de ordenacdo onde as
distancias entre os tratamentos correspondem ao grau de variabilidade
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entre eles. Para realizacdo desta analise foi utilizado o “software” PC-

ORD versao 2,0 para analises muitivariadas de dados ecoldgicos.
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Capitulo 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Inducao de calos
5.1.1. Aumento da massa fresca e avaliacdo morfolégica dos calos
cultivados em picloram

Este ensaio inicial teve como objetivo determinar o peso
médio dos calos e averiguar o inicio de sua formagéo, visando uma
estimativa da quantidade de calos necessaria por tratamento para atender
a demanda das analises bioquimicas e também para averiguar o
desenvolvimento do calo na presenca do picloram, antes da adicdo das
doses de calcio. |

Através da Figura 1, pode-se verificar que houve uma
tendéncia crescente no aumento de massa, indicando que o melhor
periodo de coleta seria a terceira semana de cultivo, ja que ndo existiram
diferencas significativas entre as massas dos calos da terceira e da
quarta semanas .
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Figura 1: Variacdo na massa fresca dos calos de E. urophylla
em meio de cultura N7 + 5,0 mg.L™" de Picloram aos 7, 14, 21 e 28 dias
de cultivo em relacéo ao hipocétilo recém inoculado.

O ganho em massa fresca foi considerado como indicativo
da formacéo e crescimento dos calos. Nota-se na Figura 1 que a
diferenciacdo do hipocoétilo em calo comeg¢a na segunda semana de
cultivo e segue até estabilizar entre a terceira e a quarta semanas;
entretanto, o acompanhamento morfolégico dos calos indicou a terceira
semana de cultivo como mais eficiente do ponto de vista tanto da massa
fresca como também das caracteristicas externas do calo, que ainda ndo
apresentavam-se diferenciados, mas apenas induzidos e, portanto, em
condicOes ideais para o experimento. A escolha de cultivar o calo por 3
semanas levou em conta 0 menor tempo de exposicao a auxina, ja que de
acordo com Komamine et al. (1990), um periodo longo de exposicao a
auxina pode inibir a formacdo de calos embriogénicos e de embrides
somaticos.

Através das avaliagbes morfolégicas, foi possivel a obtencédo
dos dados da tabela 4 e da Figura 2, onde foram verificadas as diferencas
significativas entre os diferentes periodos de cultivo, a capacidade de
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inducdo de calos e as caracteristicas morfogénicas obtidas. O tipo de calo

predominante foi fridvel-nodular, com coloragdo variando entre o verde
claro e amarelado (Figura 3).

Tabela 4: Analise dos calos induzidos a partir de hipocétilos de E.
urophylia cultivadas em meio de cultura N7 + 5,0 mg.L™ de Picloram aos
7, 14, 21 e 28 dias de cultivo.

*Nivel 0: Inicio de entumecimento. Nivel 1: Entumecimento parcial do explante

| - lnduiﬁo de calos nas diferentes semanas .
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Figura 2: Inducio de calos de E. urophylla no meio de cultura N7 + 5,0
mg.L™" de Picloram nas diferentes semanas avaliadas.
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Figura 3: Calo de E. urophylla aos 20 dias de cultivo em meio de cultura
N7 + 5,0 mg.L" de Picloram, apresentando enrugamento superficial e
coloragao verde-amarelada. Bar = 620 um

5.2. Determinagao analitica do Caicio

A utilizacdo da técnica de espectrometria de raios-X permitiu
quantificar o calcio nas amostras usadas para histologia, aumentando a
precisdo dos resultados obtidos e reduzindo o numero de amostras.

Através das analises realizadas e dos resultados obtidos na
Figura 4, foi verificada a existéncia de uma tendéncia crescente na
absorcdao do calcio em relacdo ao aumento das doses fornecidas.
Entretanto, a partir do tratamento 18 (8,12 mmol.L "' ) observou-se uma
tendéncia a estabilizacdo. Neste caso, seria possivel de acordo com
Marmé (1988) que ao atingir determinadas concentracdes, o calcio passe

a ser armazenado em organelas celulares, como é o caso das
mitocondrias para ser posteriormente eliminado. Outra possibilidade,
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seria a de que o calcio pudesse ficar retido nas membranas celulares ou

depositar-se na parede celular.

Il Teor de calcio nos calos
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Figura 4: Conteudo de calcio determinado por fluorescéncia de raios-X
nas amostras de calos de Eucalyptus urophylla apos 20 dias de cultivo no
meio de cultura descrito por Simola (1985) suplementado com diferentes
concentracoes de calcio.

Através da Figura 4 verificou-se que no tratamento isento de
célcio (T1) foi quantificado 0,0280 % de calcio; parte deste calcio poderia
ser considerado tanto como inerente ao material vegetal, proveniente de
processos relacionados com a germinacdo ou outros processos
metabdlicos, como também pode ser devido a outra fonte possivel de ions
célcio, como o agar (0,0157 % + 0,001 de Ca®). Uma vez que a
absorcdo de elementos minerais pelas plantas ndo é seletiva, € provavel
que o célcio proveniente do agar também tenha sido absorvido pelos
calos e, conseqientemente, quantificado pelo fluorescéncia, o que
explicaria o teor de calcio quantificado no tratamento 1 e também os
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possiveis aumentos de absorcdo em relacdo ao teor de calcio fornecido

no experimento.

Através da andlise de varidncia entre as médias dos
diferentes tratamentos, verificou-se que existem diferencas significativas
entre os tratamentos ao nivel de probabilidade p = 0,05 sendo Ferisico =
23,18836 € Fubeado = 1,7. Através da aplicacdo do teste t para
comparacéo das médias, verificou-se os tratamentos que diferem entre si,
os quais estdo indicados na figura 4, onde letras iguais indicam auséncia
de diferencas entre as médias.

A tabela 5, mostra as variacbes na proporcdo de calcio
absorvida pelos explantes em fungao dos tratamentos aplicados,
evidenciando que nas maiores doses os calos passam a absorver

propor¢cdes menores do caicio fornecido quando comparadas as doses
menores.

Tabela §: Porcentagem de calcio absorvida pelos calos de E. urophylla
nos diferentes tratamentos.
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Inicialmente a absor¢éo € da ordem de 90 % (em média), em

seguida passa a 80 % para finalmente estabilizar-se na faixa dos 70 %
(em média). Este fato poderia indicar uma provavel saturacdo do material
vegetal por calcio, e como conseqiiéncia desta saturacio, diminuicdo da
% de absorcdo. O tratamento 1 ndo foi considerado por tratar-se do
tratamento isento de calcio e pelo fato de que o calcio quantificado nio foi
proveniente do experimento.

5.3. Quantificacao de Proteinas Totais

A Figura 5 mostra a curva analitica de calibragdo obtida para
a quantificacdo do teor de proteinas totais no material vegetal, a qual
apresentou-se adequada (R2=0,98) para a leitura das amostras dos
diferentes tratamentos utilizados.

B Albumina (mg/L

1’0 Y=A+ B*X

A=0,04463 sd=0,02101
B=0,00582 sd=0,00026
R2 = 0,98689

0.8
0,6

0.4

Absorbancia

0,2

0,0

[ NOT IR YR NN BTN RSN NN S S
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentragao (mg L

Figura 5: Curva analitica de calibracéo para albumina.
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Na Figura 6, é possivel observar uma relacéo entre o calcio

fornecido e o aumento no teor de proteinas totais de forma similar ao
observado para o teor de acucares totais. Pode-se verificar também que o
tratamento 1 apresentou a menor concentracéo de proteina, evidenciando
o papel do calcio nos processos metabélicos como ja foi sugerido por
outros autores (Hepler e Wayne, 1985; Grover, 1998).

Poderia-se argumentar que na auséncia de calcio, havendo
diminuicdo do teor de proteinas, os processos de diferenciagdo celular
poderiam ser comprometidos e, conseqientemente, as respostas aos
estimulos aplicados poderiam ser restringidas. Essa afirmac¢do corrobora
com as afirmagdes de Scandalios (1974), segundo o qual, existe uma
sintese e/ou degradacdo continua tanto de proteinas estruturais como de
enzimas especificas que interferem no curso da diferenciacédo celular.

o A= S007S57 sc= 130574 I Proteires totsis nos calos
B=204538 sd= Q08604
| R=ogms8

Tratamentos

Figura 6: Conteudo de proteinas totais determinado pelo Método Bradford
(1976) em amostras de calos de E. urophylla ap6s 20 dias de cultivo em
meio de cultura descrito por Simola (1985) suplementado com diferentes
concentragbes de calcio.
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O aumento no teor de proteinas apresenta um pico a partir do

tratamento 14 (6,12 mmol.L ') e através da analise do grafico de calcio
(Figura 4), verifica-se que é a partir do tratamento 14 que o teor de caicio
comeca a atingir valores mais elevados com estabilizagdo a partir do T18
(8,12 mmol.L '); este comportamento entre os dois graficos indicam um
relacdo positiva entre aumento do teor de calcio e o favorecimento da
sintese e acumulo de proteinas, além de indicar uma regiao
possivelmente responsiva em relac&o a expressao morfogenética.

5.4. Determinacao de carboidratos nio-estruturais totais

Na Figura 7 tem-se a curva analitica de calibragdo obtida
para os padrdes utilizados. Pode-se verificar que o valor de R*=0,99 foi
altamente satisfatorio, o que permitiu dar prosseguimento a analise das
amostras.

I [ | Concentraiéo de glicose =mi.L"‘ .

Y=A+B'X

A=0,01318 si=0,01278
B=0,00746 s4=0,00011
R? = 0,99906

15 =

1.0

Absorbancia (A) -

0,5

0,0

i - 1 " [l N 1 " ] —ad

0 50 100 150 200
Concentragio (mg de glicose.L™

Figura 7: Curva analitica de calibragao para glicose
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Nota-se através da Figura 8, uma tendéncia crescente no

acumulo de acucares em relacdo as doses de calcio fornecidas em cada
tratamento, indicando que o calcio estaria agindo de maneira positiva no
acumulo de agucares nos calos.

I Agicares totais nos cales

7 A= 13,449850 sd= 1,13014
B= 1,07447 sd= 0,07318
1 R? =094850

Teor de aglicares (mg)

123 4567 8 91011121314151617181920212223242526
Tratamentos

Figura 8: Conteido de aclcares totais em amostras de calos de E.
urophylla apés 20 dias de cultivo em meio de cultura descrito por Simola
(1985) suplementado com diferentes concentracdes de caicio.

Em T1 (ndo fornecimento de calcio), nota-se uma reducéo do
teor de acUcares em relagdo aos demais tratamentos, diferindo
significativamente das demais médias observadas e indicando possivel
interferéncia deste cation no metabolismo de aclcares.

Dada a importancia das moléculas de aglicar nos processos
metabdlicos (Lehninger, 1975) e dado que alguns autores (Kikuchi et al.,
1995; Yeo et al.,, 1998; Magnaval et al., 1997) observaram variagcoes no
teor ou no tipo de aglcares predominantes em calos embriogénicos,

N
d
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indicando que nestes tipos de calos os niveis de acucares sdo maiores

que nos calos ndo-embriogénicos, pode-se esperar que os calos que
apresentaram maiores niveis de aclUcares respondam mais
favoravelmente a inducio de um processo embriogénico.

A relacdo entre calcio e teor de acUcares totais pode ser
melhor compreendida quando se comparam as Figuras 4 e 8, e se verifica
que nas regides onde o calcio foi mais acumulado, os teores de agtcares
foram superiores. Verifica-se que, em média, na regido onde a curva de

célcio inicia uma estabilizacio, os teores de aglcares também comegcam
a estabilizar-se.

5.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas totais

A figura 9 mostra as bandas de proteinas totais obtidas com a
eletroforese em gel de poliacrilamida.

Na analise dos géis, aparentemente ndo foram observadas
diferencas marcantes entre as bandas de proteinas. Apenas, alteracdes
na coloracao das bandas, principalmente comparando-se os tratamentos
1 e 26. As bandas apresentando estas alteragdes foram correlacionadas
com a banda padrdo de proteinas, e através de estimativas do peso
molecular, as bandas estavam localizadas aparentemente entre as faixas
8 - 9 do padrdo, o que corresponde a proteinas com peso molecular
aproximado de 23 - 24 kDa. De acordo com alguns autores, (Chen et
al.,1987; Kiyosue et al., 1991), proteinas de peso molecular variando de
20 a 40 kDa, foram relacionadas ao processo de embriogénese somatica.

Entretanto, de forma geral, n&o foram observadas variagdes
significativas entre as bandas de proteinas; apesar de haver sido
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detectado um aumento do contetdo protéico (Figura 6) em relagdo ao

aumento da concentragdo de célcio fornecida, ndo houve formacédo ou
delecéo de proteinas. '

Figura 9: Aspectos das bandas protéicas observados nos calos de E.
urophylla cultivados em meio de cultura N7 com diferentes doses de
calcio aos 20 dias de cultivo nos tratamentos avaliados. Setas indicam as
bandas com diferentes intensidades de cor. Da esquerda para a direita:
T1; T15; Padréo; T20; T26.

5.6. Atividade especifica da peroxidase

A Figura 10, mostra a curva obtida para atividade especifica
da peroxidase. Através desta curva podemos notar que houve um
aumento progressivo da atividade desta enzima em fungdo do aumento
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das doses de calcio nos calos, o que poderia indicar uma correlacéo entre

o calcio, a peroxidase e a morfogénese.

40-]  A=08%868 sd=007664 I Atividadie Especiica da Peraxidase
' B=0,11272 sd= 0,00496
R? = 097752

Dodrinmg ! proteina
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Figura 10: Atividade especifica da peroxidase em amostras de calos de
E. urophylla ap6s 20 dias de cultivo em meio de cultura N7 suplementado
com diferentes concentracdes de calcio.

Esta correlacdo poderia ser explicada em fungdo de que o
aumento de caicio poderia haver induzido uma variacdo na producéo da
enzima, fator que poderia estar relacionado ao provavel acumulo de
calcio pelas células, vacuolos, reticulo endoplasmatico, Golgi, membrana
plasmatica e parede celular, os quais segundo Penel e Greppin (1979),
também s&o sitios nos quais as peroxidases podem estar associadas.

Os resultados mostrados na Figura 10 corroboram com Hu et
al. (1987), os quais observaram que, aumentando-se em 5 % a
concentracao de calcio em relacdo ao tratamento controle, a atividade da



46
peroxidase também aumentou. Considerando-se o calcio como agente

essencial na sinalizacdo de eventos metabdlicos no interior da célula, é
possivel que ao aumentarmos as suas concentracdes, sejam alterados os
teores da peroxidase tornando-a uma indicadora de teores elevados de
calcio no material vegetal, e portanto, levando-nos a concluir que nos
processos de diferenciacdo celular e morfogénese, onde a participacao
de calcio é ativa (Goodwin e Briére, 1991), haveria um estimulo da
peroxidase e, como consequéncia, uma variagdo na sua atividade
especifica.

Esta hipétese corrobora com trabalhos de Siegel (1993), que
propde que o crescimento e a morfogénese de plantas apresentam
mudangas nos padrdes da peroxidase, que resultardo em alteragdes no
meio intracelular tdo caracteristicas como o sido as interacbes planta-
ambiente.

Ao observar as Figuras 4 e 10, nota-se que o aumento da
peroxidase coincide com o aumento de calcio nos calos, e neste sentido
Parish (1968), observou que altos niveis de calcio podem liberam a
peroxidase da parede celular. Sticher et al. (1988), trabalhando com
cultura de células de espinafre, observaram que havia liberacdo de
peroxidase para o meio liquido e que esta liberacdo era favorecida por
ions calcio; os autores verificaram que em meio de cultura isento de
calcio, o nivel da peroxidase liberada foi baixo.

Ao relacionar a curva obtida para atividade especifica de
peroxidase (Figura 10) com a curva obtida para proteinas totais (Figura
6), pode-se verificar que ambas foram crescentes em funcéo do aumento
das doses de calcio (Figura 4) e que dentre as proteinas totais avaliadas,
a perdﬁ(idase ménteve—se com sua atividade Grestente.
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Estas alteragcdes sugerem, em principio, que a ocorréncia da

morfogénese € mesmo da diferenciacéo celular estejam ligadas a fatores
bioquimicos e metabdlicos e que estes eventos poderiam ser, em parte,
diretamente controlados por determinadas enzimas e seriam
desencadeados quando um ponto 6timo do sistema é atingido. Um destes
“pontos 6timos” aparentemente poderia ser o teor de calcio, que estaria
atuando diretamente no sistema.

Scandalios (1974) comenta que a diferenciacdo celular leva a
um desenvolvimento morfoldgico e a especializacdo da funcéo e devido a
isso, existe uma sintese continua ef/ou degradacdo de enzimas
especificas e proteinas estruturais. Exemplos destas interacbes podem
ser obtidos em trabalhos de Van Huystee et al. (1992), segundo o qual, a
peroxidase relaciona-se com o AlA, que aparece em altas concentragoes
nos tecidos meristematicos e também com outras substancias
reguladoras da diferenciacio celular e de outros eventos morfogénicos.

Algumas referéncias que mencionam o envolvimento da
peroxidase na embriogénese somatica comentam que durante o periodo
de inducéo do embrido a atividade da enzima foi superior em relagéo aos
calos ndo embriogénicos (Lal et al., 1988). El-Hadrami et al. (1989),
comentam que a atividade intensa de peroxidase, entre outros fatores,
constitui-se uma condi¢cdo necessaria para a embriogénese somatica;
Rout et al. (1995), observaram que durante a embriogénese somatica,
determinadas bandas de peroxidase foram suprimidas e outras novas
foram formadas.

Em situagdes de estresse, a peroxidase apresenta variacdes
na sua atividade (Levitt, 1980; Everse et al., 1991); por essa razéo,
consideramos que quanto maior a tendéncia de ocorréncia de
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diferenciacdo (em embrido ou gema), maiores flutuacbes podem ser

esperadas na atividade especifica desta enzima,; entretanto, a peroxidase
néo seria considerada como agente direto da diferenciacdo mas como
indicadora da ocorréncia de diferenciacdo.

5.7. Avaliagao Morfolégica e Histolégica

As figuras 11(A-F), 12(A-E) e 13(A-D), mostram aspectos da
morfologia externa e da histologia dos calos. Nota-se na figura 11 A, que
corresponde ao tratamento 1, que o explante mostra-se entumecido em
toda sua extensdo. Aparentemente, o estimulo para a desdiferenciagdo
nao foi atingido, sugerindo uma possivel interferéncia do calcio dentro
deste processo. A avaliacdo histoldgica deste calo detectou a presenca
de células aparentemente colapsadas (Figura 12A), o que pode ser
devido ao baixo teor de calcio presente, conduzindo a uma
desestruturacao de parede e de membrana celulares. Eklund e Eliasson
(1990), também verificaram este comportamento trabalhando com
hipocétilos de Pinus.

Na figura 11B (=T4), é possivel verificar pequenos pontos de
oxidacdo na regido central do calo e uma leve tendéncia de resposta ao
estimulo aplicado, pois nota-se que a porcao lateral do calo apresenta
formacédo de algumas estruturas. Em 12B, tem-se o corte histolégico do
calo onde é possivel detectar pequenos grupos de células
meristematicas, entretanto, ndo sdo observadas caracteristicas
organogeénicas. _

A formacao de centros meristematicos foi observada a partir
do T7 (Figura 12C), o qual aparece isolado e apresenta uma tendéncia de
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polarizacdo, podendo-se notar células em divisdo e nucléolos evidentes.

Na figura 12D, (=T10), os centros meristeméaticos foram originados a
partir da epiderme do explante, sendo que estes centros apresentam-se
compostos por células diferenciadas contendo vacuolos e células em
divisdo, caracterizando uma estrutura de caracteristicas embriogénicas e
indicando um provavel desenvolvimento de embrides. Esta hipotese esta
de acordo com as observacdes de Micahux-Ferriere et al. (1992),
segundo os quais a embriogénese somatica pode estar relacionada com |
a formacéo de “clusters” meristematicos, caracterizados por células
isodiamétricas, nucléolo proeminente indicando alta sintese protéica.
Segundo estes autores, estas estruturas evoluem para unidades
embridnicas e dao origem a pré-embrides globulares.

Através da figura 11C, (=T14), evidencia-se a formacéo de
um calo friavel com indicativos de sintese de antocianina nas porgoes
terminais e indicios da formagdo de um processo organogénico, com
desenvolvimento de estruturas iniciais de gema. Este calo € composto
basicamente por duas regides: uma com acumulo de antocianina € com
caracteristicas organogénicas e outra com caracteristicas embriogénicas,
dada principalmente pelo aspecto friavel e pela coloragcdo amarelada do
calo. Ainda que antocianina seja relacionada a producdo de embrides
somaticos, (Muralidharan et al.,1989, Ouyang et al.1981, Termignoni, et
al.,1996), as analises histologicas revelaram uma formacéo tipica de
gema (figura 12E), com os primeiros pares de folhas e 0o meristema
apical, levando-nos a acreditar que possivelmente a exposicao a luz, que
€ uma condicdo essencial na formagéo da antocianina, tenha favorecido
a formacgao desta pigmentacao.
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Na figura 13A (=T16), é possivel verificar a formacao de

centros meristematicos em fase inicial de desenvolvimento e ja
evoluidos, para provaveis embrides somaticos de origem multiceluiar, os
quais formaram-se na superficie do calo. A formacdo de embrides
somaticos em estagio globular, mostrada na figura 11E (=T15), deu-se a
partir da superficie do calo; histologicamente, através da figura 13B, foi
possivel observar que estes embrides apresentavam internamente um
cilindro proteico e depésitos de amido na regido protodérmica que
envolve o embrido; comprovou-se também que estes embrides
formaram-se na superficie do calo e que havia conexao entre o calo e o
embridao formado; este tipo de desenvolvimento embriogénico deu-se em
44,44 % do total de calos utilizados dentro deste tratamento.

Embrides globulares em estagio inicial também foram
observados nos tratamentos 24 (figura 13C), 25 e 26 (figura 13D), os
quais apresentam-se em “clusters”, ou isolados ou ainda na regido
periférica do calo. Segundo Michaux-Ferriére et al. (1992), a migracao
destes centros para regides periféricas é devida as intensas atividades
metabdlicas e mitdticas destas estruturas.

A capacidade embriogénica parece ter sido expressa tanto a
partir de células meristematicas especializadas que comecaram a dividir-
se e formar tétrades (figura 13C-D), como também a partir da formacéo
dos centros meristematicos, sendo que para os tratamentos avaliados, a
formacado de centros meristematicos mostrou ser o processo dominante.
Os resultados obtidos corroboram com trabalhos de Halperin e Wetherell
(1965), Haccius (1978), Willians e Maheswaran (1986), El Maataoui et al.

(1990) e Schwendiman et al. (1988), os quais também observaram a
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formacao de embrides somaticos a partir de centros meristematicos da

periferia do calo.

Apesar dos resultados apontarem para uma relacéo positiva
entre 0 aumento do calcio fornecido e as demais variaveis, as avaliacoes
histolégicas detectaram que a complexidade das estruturas observadas
diferiu nos tratamentos aplicados. Este fato pode estar relacionado com a
estabilizacdo do teor de calcio no material vegetal a partir da
concentracido do tratamento 17, e por isso mesmo, os resultados
histologicos dos tratamentos onde os niveis de calcio estdo estaveis, séo
basicamente semelhantes. Sugere-se também uma acdo diferenciada
dos mecanismos bioquimicos sobre a morfogénese, atestada pelas
variacbes observadas nos graficos de proteinas e acucares totais
(Figuras 6 e 8), os quais também indicam uma tendéncia de estabilizacdo
no momento aproximado em que os niveis de calcio estédo estabilizando.

Finalmente, com os resultados obtidos na histologia e sob as
condicdes deste experimento, o tratamento 15 (6,62 mmol.L~"' Ca** sob
a forma de CaCl,.2H,O) foi o mais indicado para inducéo de
embriogénese somatica em calos de hipocétilo de Eucalyptus urophylla.
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Figura 11: (A-F) Aspectos morfolégicos dos calos de E. urophylla aos 20 dias de
cultivo em N7 com diferentes concentragées de calcio. (A) T1:Entumescimento do
explante e auséncia de diferenciagdo. Bar= 870 um. (B) T4: Calo com regides friaveis
(f) e alguns pontos de oxidagdo. Bar= 870 um. (C) T14: Calo organogénico mostrando
o desenvolvimento de gema (g). Bar= 870 pm. (D) T15: Calo embriogénico mostrando
embrides somaticos (es) originados na superficie do explante e facilmente
destacaveis.Bar= 620 um. (E) T24: Embrides somaticos em estagio globular (eg)
obtidos diretamente do explante. Bar= 620 um. (F) T26: Embrides globulares obtido
indiretamente (&). Bar= 870 pum.



53

Figura 12: (A-E) Aspectos histolégicos dos calos de E. urophylla aos 20 dias de
cultivo em N7 com diferentes concentragdes de calcio. (A) T1. Secgdo longitudinal do
calo mostrando células colapsadas (¢) e auséncia de diferenciacdo celular. Bar=
37,32 um. (B) T4: Corte histolégico mostrando alguns grupamentos meristematicos
(gm) na periferia do calo. Bar= 100,74. (C) T7: Centro meristematico (cm) composto
por células de alta atividade mitética formado na porgéo superior do calo. Bar= 37,32
pum. (D) T10: Formagao de centros meristematicos (cm) semelhantes a pro-embrides,
desenvolvidos a partir da camada epidérmica do explante. Bar= 18,66 (E) T14:
Organogénese indireta com formagdo de gemas (g) que ja apresentam os primeiros
pares de folhas. Bar= 100,74 pm.
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Figura 13: (A-D) Andlise histolégica de embrides somaticos e células embriogénicas
obtidos de calos de E. urophylla aos 20 dias de cultivo em N7 com diferentes
concentragbes de calcio. (A) T16: Centros meristematicos em fase inicial (cm) e
desenvolvimento de embrido somatico (es) a partir dos centros meristematicos da
porcéo superior do calo. Bar=37,32 um. (B) T15: Secgéo longitudinal de um embrido
somatico mostrando o cilindro proteico interno (cp) corado com naftol blue-black e
facilmente destacaveis do calo devido a auséncia de conexdes. Bar= 37,32 um. (C)
T24: Células embriogénicas com nucléolo proeminente (nu) indicando alta sintese de

proteinas. Bar= 9,70 um. (D) T26: Células embriogénicas em divisdo e formando
tétrades (t). Bar= 18,66 pm.
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6.8. Andlise de Compoenentes Principais (PCA)

A anadlise de PCA (Figura 14), agrupou os tratamentos
semelhantes e indicou a porcentagem de variagdo dos dados que foi
explicada estatisticamente. No caso desta analise, o eixo 1 explicou
88,93 % da variabilidade e o eixo 2, 4,78 %; somados, 0s eixos
explicaram 93,71 % da variabilidade dos dados, indicando alta precisdo
da técnica na explicacao estatistica dos resultados obtidos.

De forma geral, ao analisar a Figura 14, nota-se

aparentemente, a existéncia de cinco grupos de tratamentos que diferem
entre si. S&o eles:

Grupo 1: formado por T1
Grupo 2: formado por T2-T3
Grupo 3: formado por T4-T5-T6
Grupo 4: formado por T7-T8-T10-T11-T13-14-T15-T16
Grupo 5: formado por T18-T19-T20-T21-T22-T23-T24-T25-T26

A ordenacdo dos tratamentos ao longo dos eixos mostrou
que a distribuicdo dos mesmos estava de acordo com as cbservages
histolégicas, as quais permitiram observar que o sinal mais expressivo do
desenvolvimento inicial da embriogénese foi a presenca de centros

meristematicos. Entretanto, a relacdo entre a ordenagéo dos tratamentos
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e a histologia ndo foi observada para os tratamentos T9 (3,62 mmol.L™)

e T12 (5,12 mmol.L ' ), nos quais n3o foram detectados indicios de
desenvolvimento embriogénico. Através do grafico da Figura 14, foi
possivel verificar que o tratamento 1 (ndo fornecimento de calcio),
apareceu isolado dos demais grupamentos, indicando diferencas entre

este tratamento e os demais e corroborando o efeito do calcio como
indutor do processo morfogénico.
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Figura 14: Analise de Componentes Principais (PCA) para as variaveis
proteina, acucares, peroxidase e caicio, aos 20 dias de cultivo em meio
de cultura N7 suplementado com diferentes concentragdes de calcio.

Dentro do grupo 4 do grafico de PCA, os tratamentos 13-14-
15-16 coincidiram com a regido de incremento no aumento da
concentracdo de calcio, justamente antes do inicic da estabilizacdo da
curva (T17), a qual pode ser vista na Figura 4. Estes incrementos também
foram verificados para os demais parametros avaliados (Figuras 6 e 8) e,

portanto esta regido foi considerada como a mais indicada para inducao
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da embriogénese, e o tratamento 15 (6,62 mmol.L "' ), como o mais

eficiente.

Finalmente, foi possivel observar que a interacdo entre todas
as variaveis estudadas (proteinas, agucares, peroxidase, calcio), permitiu
a ocorréncia das alteracdes histolégicas nos tratamentos avaliados.
Aumentando-se progressivamente a concentragdo de calcio, o
metabolismo de aclUcares e os teores protéicos responderam
positivamente, oferecendo condicdes aparentemente favoraveis para o
desenvolvimento da morfogénese, ja que acglcares e proteinas sao
moléculas altamente requeridas em processos de crescimento, divisédo
celular e desenvolvimento. Alteragcbes tanto nos teores de agucares como
no de proteinas foram relatadas como sendo caracteristicas de processos
embriogénicos (Kikuchi et al., 1995; Kiyosue et al., 1991; Komamine et
al,, 1990), levando a concluir que ao estimular o metabolismo destas
moléculas, foram obtidas condicdes favoraveis para a expresséo
morfogénica. Estudos aprofundados de como ocorre a ligacdo entre o

calcio e a ativacdo destas moléculas ainda sdo escassos, mas nao
deixam de ser promissores.
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Capitulo 6. CONCLUSOES

Com base nos objetivos propostos e nas hipoteses
estabelecidas, foi possivel verificar que houve influéncia positiva do calcio
sobre os teores de proteinas e agucares totais bem como na atividade
especifica da peroxidase, e esta influéncia possibilitou o desenvolvimento
das diferentes caracteristicas histolégicas do material vegetal observadas
durante o periodo de cultivo. Com os resultados obtidos, ficou
evidenciado a importancia do calcio como agente favorecedor da
morfogénese em plantas. No tratamento com omissdo de calcio, foi
observado reducao das concentracdes de aclcares e proteina totais bem
como da atividade especifica da peroxidase; as analises histolégicas
comprovaram a presenca de células colapsadas e desagregadas,
possivelmente como respostas ao baixo teor de calcio e, como
consequéncia, dos baixos teores de aglcares e proteinas totais.

| Através da aplicacdo da analise de componentes principais
(PCA), foi possivel observar cinco grupos de tratamentos que diferiram
entre si em relacdo a interacdo dos parametros avaliados, e, mediante
analise histologica, foi comprovado que o tratamento com 6,62 mmol.L !
Ca®* na forma de CaCl,.2H,O favoreceu o desenvolvimento do processo
embriogénico para os calos aos 20 dias de cultivo. A principal forma de
obtencdo dos embrides somaticos foi a partir do ‘desenvolvimento de
centros meristematicos, compostos por células coth elevada dtividade
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mitética e nucléolo evidente, devido a alta sintese de proteinas. Os

resultados histolégicos apontaram para o desenvolvimento de embrides
somaticos com origem multicelular.

Estudos futuros direcionados ao mapeamento da
embriogénese serdo de elevado valor para o aprofundamento das
relacoes observadas até o presente momento bem como para o
estabelecimento de marcadores da embriogénese em Eucalyptus .
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