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AVALIACAO ENZIMATICA DO ENVELHECIMENTO DURANTE O
CRESCIMENTO DE BROTACOES DE Eucalyptus spp in vitro

Autor: CANTIDIO FERNANDO GOUVEA
Orientador: Prof. Dr. ANTONIO NATAL GONCALVES

RESUMO

O género Eucalyptus é de grande importancia para a silvicultura brasileira,
principalmente as espécies Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla e seus hibridos,
que sdo plantados em extensas areas e sob diferentes condi¢des edafoclimaticas.
Programas de melhoramento genético tém selecionado materiais superiores que sdo
propagados vegetativamente, sendo a cultura de tecidos uma das técnicas de propagacéo
utilizadas. O cultivo in vitro do eucalipto permite promover o seu rejuvenescimento,
maximizar a sua propagacdo, e possibilita o estudo dos fendmenos fisiologicos
relacionados a ontogenia, heterocronia e necessidades nutricionais. Assim, pesquisas
sobre regulacdo génica e sobre as atividades de enzimas ligadas a passos metabolicos
essenciais sfdo importantes para o processo produtivo. O presente trabalho teve por
objetivo monitorar a variaco do nimero de formas alélicas e das atividades de enzimas
ligadas ao envelhecimento durante um ciclo de crescimento de brotacdes de Eucalyptus
Spp in vitro.

Dez clones foram estudados por um periodo de 55 dias, numa unica subcultura,
com amostras coletadas a cada 7 dias, utilizando-se um delineamento experimental
inteiramente casualizado. A eletroforese de isoenzimas utilizada no estudo foi realizada
em gel de amido a 13% (p/v), sendo avaliadas as seguintes isoenzimas: fosfatase acida,
peroxidase, glucose-6-fosfato desidrogenase, 6-fosfogluconato desidrogenase, leucina
aminopeptidase, malato desidrogenase, isocitrato desidrogenase, xiquimato

desidrogenase e fosfoglucose isomerase. Os géis foram digitalizados apds coloragdo e
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analisados posteriormente, sendo avaliado o nimero e densidade das bandas em cada
amostra. As curvas de crescimento dos clones e os tempos de méximo acumulo de
matéria seca foram determinados para o monitoramento do crescimento dos clones.
Estes resultados mostraram um padriio diferenciado de crescimento entre os clones e
uma variagdo no acumulo de matéria seca. As atividades enzimaticas medidas pela
densitometria de bandas, mostrou grande amplitude durante o crescimento, mas no foi

observada variag@o quanto ao niimero de bandas, exceto para a enzima peroxidase.



Xv

ENZYMATIC EVALUATION OF THE AGING OF Eucalyptus spp. CLONE
SHOOT GROWTH in vitro

Author: Cantidio Fernando Gouvéa

Adviser: Prof. Dr. Antonio Natal Gongalves

SUMMARY

The genus Eucalyptus is of major importance to Brazilian commercial forestry,
specially Eucalyptus grandis, E. urophylla and their hybrids. Large plantations are found
in a range of soil and climate conditions. Breeding programs have generated superior
genotypes that are propagated vegetatively. Tissue culture is one of the techniques of
choice. In vitro culture of Eucalyptus allows juvenile characteristics recovery,
maximization of propagation rates and a better understanding of physiological
phenomena related to ontogeny, heterochrony and nutritional demands. Under this
approach, studies on gene regulation and on the activity of enzymes related to essential
metabolic pathways are important to the productive process. This work aimed the
accessment of the number of allelic forms and the activity of enzymes related to
different metabolic steps, during an in vitro growth cycle.

Ten Eucalyptus clones were studied over a period of 55 days of culture. Samples
were collected every 7 days. Growth curves were determined for all clones. The
following isoenzyme systems were analysed: acid phosphatase, peroxidase, glucose-6-
phosphate dehydrogenase, 6-phosphogluconate dehydrogenase, leucyl amino peptidase,
malate dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase, shikimic acid dehydrogenase and
phosphoglucoisomerase. Electrophoresis were undertaken using 13% (w/v) starch gels.
A positive control was used in all gels. Gel images were digitalyzed after staining and
than analysed. Each sample was evaluated concerning the number and density of bands.
The results showed a differentiated growth pattern among the clones, specially the time

of maximum dry matter accumulation. The enzymatic activity measured by band
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densitometry has shown a large amplitude of variation during the culture period
analysed, but there was no variation concerning the number of bands, except to

peroxidase enzyme.



1. INTRODUCAO

O género Eucalyptus ¢ amplamente plantados no Brasil em florestas
comerciais. Atualmente, programas de melhoramento genético e a inovagdio da
biotecnologia, vém fazendo com que o Eucalyptus grandis seja cada vez mais estudado,
visando o aumento da produgdo, tanto no campo (volume, adaptagdo, qualidade da
madeira), como na industria (rendimento aliado a qualidade final de produtos).

A selecdio de gendtipos superiores, aliada & tecnologias recentes como a produgio
de transgénicos, requerem processos de propagacdo vegetativa eficientes que garantam a
manutengo dos ganhos conseguidos pelo melhoramento ou pela transformagdo genética
das plantas (Ferreira, 1992).

A propagagio vegetativa € uma técnica promissora para o aumento
da produtividade e da uniformidade do material a ser multiplicado comercialmente. As
técnicas de macroestaquia (prdpagag:ﬁo via estacas), microestaquia (cultura in vitro) e,
mais recentemente, miniestaquia (propagacdo de estacas rejuvescidas) representam o
universo da propagagdo vegetativa no Brasil (Gongalves, 1982; Grattapaglia &
Machado, 1990; Correia, 1993).

O processo de micropropagacédo propicia melhores condi¢Ses para o
estudo das interacdes fisioldgicas e bioquimicas da planta com o ambiente. Isso se deve
ao maior controle deste ultimo no cultivo in vitro, permitindo que a planta manifeste sua
expressdo genética durante o processo de morfogé€nese. Uma vantagem ¢é a capacidade
de reverter a planta & condi¢dio juvenil, maximizando o processo de propagacgdo
vegetativa, além de propiciar condi¢bes para a transformagfio genética e obtencdo de

embrides somaticos (Hogberg et al. 1995).



Um dos principais fatores para o sucesso da micropropagagio € a
idade ontogenética das plantas, levando-se em conta a heterocronia (idade diferenciada
das partes de uma planta) e os tipos de explantes utilizados para a cultura de tecidos
(Trippi, 1990). Este aspecto ¢ limitante para o sucesso na obtengfio de plantas
micropropagadas, principalmente em decorréncia do envelhecimento e do estado de
senescéncia dos materias recém-introduzidos ou ja em processo de multiplicag3o.

A senescéncia, juntamente com outros fatores como a vitrificagio e
a variagfio somaclonal, sfio os principais problemas para a manutengio de genétipos in
vitro por longos periodos de tempo, sem comprometer a produgdio de mudas. O
envelhecimento, que leva ao estado da senescéncia, ¢ um fendmeno complexo por
envolver pardmetros fisiologicos, bioquimicos e genéticos, muitas vezes controlados
pelo ambiente e modulados pela agéo dos hormonios da planta.

Existem poucos estudos sobre a senescéncia em Eucalyptus. Alguns
indicadores bioquimicos dessa fase foram utilizados, como a producdo de compostos
volateis (alcoois, cetonas e aldeidos), na caracterizagiio da senescéncia em calos de
Eucalyptus polybractea e Eucalyptus robusta (Benson, 1990). Outros indicadores como
as poliaminas e o etileno foram utilizados para a caracterizacdo do processo de
envelhecimento e do estado geral da senescéncia em outras espécies (Mattoo & Aharoni,
1988). A oxidagdo de fendis (Compton & Preece, 1986), a atividade de enzimas (Hirsch,
1990; Aradhya & Phillips, 1993 e 1995; Zeleneva, 1993), além da ciclagem de
nutrientes (Matile, 2000) e fatores estimulantes como a temperatura, luminosidade e
concentrago de CO, (Herrmann & Feller, 1998), também foram apontados como
indicadores do processo de senescéncia em varios grupos de plantas.

Na cultura de tecidos in vitro, a caracterizagdio da senescéncia é
mais complexa, uma vez que apenas partes da planta sdo cultivadas em meios artificiais,
ricos em nutrientes € substincias reguladoras do crescimento. Muitas vezes, o tecido
vegetal em cultura ¢ composto apenas de uma massa indiferenciada de células ou calo. A
fisiologia de plantas mantidas ir vifro torna-se diferente ao das plantas no campo, na
medida em que a diferenciacio e a formacgdo de estruturas estdo sob o controle de

substincias exégenas colocadas no meio de cultura. Desta forma, plantas in vitro podem



ndo passar por todas as fases do ciclo de vida, como ¢ o caso de plantas propagadas via
sementes que realizam naturalmente as fases juvenil, madura e senil em condigdes de
campo. Partes da planta, como por exemplo as folhas, podem envelhecer e tornar-se
senescentes, sem que seja necessaria a indugéo deste processo na planta inteira.

A eletroforese de isoenzimas tem se mostrado promissora para o
estudo do metabolismo nas diferentes fases do crescimento ¢ da senescéncia em plantas
(Torggler et al., 1995). Muitas enzimas, ligadas a passos metabolicos dessa fase, podem
ser monitoradas quanto a variagdo do niimero ¢ intensidade de formas alélicas. O autores
acima, defenderam o uso das isoenzimas para estudos do metabolismo de plantas, néo
restringindo-o apenas ao estudo da variabilidade genética de populagdes.

O presente trabalho teve por objetivo monitorar o crescimento,
diferengas genéticas e a atividade de enzimas, em brotagdes pouco desenvolvidas de

Eucalyptus spp. in vitro, com é&nfase ao processo de envelhecimento.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Eucalyptus grandis tem sua ocorréncia natural na Australia, em
povoamentos descontinuos e fragmentados, situados numa faixa estreita e costeira (Hall
et alii. 1970 e Golfari et alii. 1978). No Brasil, a espécie encontrou condigdes ideais para
o seu desenvolvimento, com grande adaptabilidade em diferentes regiGes climaticas
(Golfari, 1983). A espécie tem apresentado incrementos volumétricos significativos apos
a selegdio de gendtipos superiores em programas de melhoramento genético.

Técnicas de macroestaquia, microestaquia €, mais recentemente,
miniestaquia estdo sendo utilizadas na propagacfio vegetativa de espécies florestais por
imimeras empresas do setor.

Um ponto crucial para a otimizagdo do processo de propagagio in
vitro € a idade ontogenética dos materiais e, consequentemente, a reversdo a
juvenilidade, fazendo com que o material aumente a totipoténcia diante dos
componentes nutricionais do meio de cultura, garantindo alta produc@o no processo de
propagaciio (Gongalves, 1982, Xavier & Comério, 1996). Muitas vezes, a manutengio
do material in vitro acarreta problemas de operacionalizagio do sistema devido a
necessidade de sucessivas transferéncias do material mantido in vitro. Esta necessidade
decorre da exaustio dos nutrientes no meio de cultura, o que pode promover o
envelhecimento dos tecidos € a queda na produgiio de mudas (Correia, 1993). A
renovagdo do meio de cultura deve ser dimensionado de modo a permitir a producgfio do

maior nimero de mudas com o0 menor custo.



2.1 Desenvolvimento

O processo de desenvolvimento de um organismo vivo inicia-se
com a formagio do zigoto, que através do processo de morfogénese, compreendendo o
crescimento ¢ a diferenciagfo, produz um individuo adulto (Ferri, 1985).

Definiu-se crescimento como o aumento do numero ¢ do tamanho
das células de um organismo, e diferenciacdo como o aumento da complexidade das
mudancas num organismo (Ferri, 1985). Outras defini¢des sdo sugeridas para a
diferenciagdo, como as mudangas que ocorrem na célula ou em um grupo delas,
provocando uma distin¢fo na estrutura e na fung@o (Sussex, 1985). Esta defini¢éo tem
implicacdes no Ambito intracelular, como no desenvolvimento de células com fungéo
especializada, e intercelular, como no desenvolvimento de drgdos, do embrido ¢ da
planta inteira. Em procedimentos de multiplicacdo vegetativa, o crescimento e a
diferenciagdo continuam agindo em conjunto ou separadamente, em decorréncia do
resultado final desejado, ou seja, a conservagio de calos indiferenciados in vitro, ou a
manutengdo de jardins clonais em viveiro ou em laboratorio. A diferenciacéo depende,
na maioria dos casos, de estimulos ambientais e genéticos, sendo, muitas vezes, os fito-
horménios os responsdveis pela regulacdo génica. Basicamente, as auxinas e as
citocininas controlam a morfogénese in vitro que ¢ modulada pelos demais hormoénios
como o acido giberélico, o acido abscisico e o etileno (Christou et al. 1989).

A avaliag8io do crescimento € feita por pardmetros quantitativos que
variam no decorrer do ciclo de vida de um organismo. Pode-se avaliar o crescimento
pelo aumento do tamanho, utilizando-se unidades de peso, volume ou éarea. Este
aumento de tamanho pode ser decorrente do acréscimo do volume de protoplasma em
uma célula ou ser o produto da multiplicagdo celular (Ferri, 1985).

Dias (1982) identifica seis fases que ocorrem durante o crescimento
de uma cultura in vitro: a de indugdo, a de transigdo, a de crescimento exponencial, a de
desaceleracdo do crescimento, a estacionaria e, por fim, a de declinio do crescimento.

As plantas crescem e promovem seu desenvolvimento devido ao

processo de conversdo fisioldgica da energia luminosa em energia quimica, conhecido



como fotossintese (Hopkins, 1995). Este processo permite que a planta armazene
carboidratos, lipidios e compostos de outra natureza, utilizados em varias vias
metabolicas. Essas reservas, através de reagdes de oxido-reducgio, sdo convertidas em
energia, principalmente na forma de ATP (trifosfato de adenosina), num processo
conhecido como respirac@o. Portanto, uma planta se desenvolve gragas aos processos de
fotossintese em Orgios especificos (folhas) e de respiragio em todos os érgéos da planta.
A relagdio entre esses processos € que vai permitir & planta a manifestacio das diferentes
fases do desenvolvimento, juntamente com a expressdo da heranca genética herdada dos
pais (Hopkins, 1995; Ferri, 1985).

A respiraciio se dd principalmente pelo funcionamento de dois
processos conhecidos como anabolismo (producio de componentes celulares) e
catabolismo (desdobramentos e utilizagdo destes componentes celulares). A intensidade
do funcionamento de ambos os processos depende da idade fisioldgica da planta.
Durante a senescéncia, o processo de catabolismo ¢ maior do que o de anabolismo e uma
vez ultrapassado um limite critico, conduz a planta & morte (Hopkins, 1995). O processo
de catabolismo compreende vias metabdlicas que agem conjuntamente durante as fases
do desenvolvimento. Essas vias sfo conhecidas como a via da glicélise, a via da pentose
fosfato, a via do ciclo de Krebs ou ciclo dos 4acidos tri-carboxilicos, a via da cadeia
respiratéria, além das vias dos desdobramentos dos lipidios e proteinas. Tais vias tém
como objetivo converter compostos, principalmente reservas, em energia para o
metabolismo celular. As reservas que se originam na fotossintese sfio acumulos de
amido e glicose, que sdo consumidas pelo metabolismo durante o processo da
respiragdo. De forma geral, na fase de senescéncia, o catabolismo aumenta, e a pentose
fosfato tende a aumentar sua atividade. Também as vias degenerativas de lipidios e
proteinas tornam-se mais ativas, podendo chegar a limites criticos e levar a planta a
morte (Ferri, 1985; Hopkins, 1995).

2.2. O processo de micropropagacio
O processo de micropropagagéo se resume no cultivo in vitro de

fragmentos denominados explantes, oriundos de diferentes tecidos e idades



ontogenéticas de uma planta (Gongalves, 1982). Estes explantes, em sua maioria s3o
gemas adventicias ou material epicormico que sdo colocados em meio de cultura com
nutrientes ¢ hormonios para a formagio de calos e, posteriormente, o desenvolvimento
de novas plantas. Para Eucalyptus spp, as fontes de explantes sdo: meristemas de raizes,
gemas apicais e segmentos nodais, sendo estes ultimos a principal fonte de explante para
a micropropagacdo de E. grandis (Correia, 1993).

O esquema padriio para sistemas de micropropagacéo foi proposto
por Murashige (1974), dividindo-se em :

I — Seleg¢do de explantes, desinfestagdo e cultura em meio nutritivo sob condigdes
assépticas;

II — Multiplicagdo dos propagulos através de sucessivas subculturas em meio
adequado;

III — Transferéncia das brotagdes para meio de enraizamento e subseqiiente
transplante das plantas para substrato ou solo.

Um dos aspectos de maior importancia durante a micropropagacéo
¢ a manutencdo da uniformidade nos regenerantes (Evans, 1989). A perda da
uniformidade pode ser decorrente da instabilidade genética, que pode atuar nos niveis
citoldgico, bioquimico e molecular, produzindo, por exemplo, células polipldides ou
aneuploides durante as sucessivas divisdes mitdticas.

Um outro problema que pode ocorrer durante o processo de
propagacdo in vitro é o efeito da vitrificagdo, que pode afetar a multiplicagéo de brotos e
o vigor da cultura. Este fendmeno pode ter varias causas. Entre elas estdio: o tipo de
agente gelificante, a concentracéio e o tipo vde fitohormonio, velocidade de crescimento,
potencial de agua, temperatura, luz, etc. Ainda sfio necessarias novas pesquisas para

melhorar a compreensio do fendmeno da vitrificagdo (Hammerschlag, 1986).
2.3. Caracterizaciio do envelhecimento e da senescéncia

O envelhecimento € decorrente de mudangas fisiologicas na planta.

Estas mudangas induzem o desenvolvimento heteroblastico, que € a expressdo



morfolégica de mudancas progressivas durante o envelhecimento dos meristemas
(Goebel,1989). Existem ainda diferengas morfogenéticas ao longo do crescimento dos
brotos, resultando num gradiente de envelhecimento, denominado topdfise. (Trippi,
1990). Este mesmo fendmeno foi referido como sendo um envelhecimento fisiologico
dos meristemas (Schaffalitzky, 1959). Assim, o envelhecimento de meristemas pode ser
definido como as mudangas qualitativas induzidas por fatores ambientais ou internos a
planta sobre o potencial morfogenético, resultando no florescimento e na perda da
capacidade de proliferacéo, com o avango da senescéncia (Trippi, 1990).

Dinkel & Kleinschmit (1990), descreveram o envelhecimento como
um fendmeno complexo que leva a severas conseqiiéncias para a reproducdo vegetativa
e regenerativa, especialmente para as plantas arboreas.

O envelhecimento in vitro pode ser descrito como a perda da
competéncia celular, baixa na totipoténcia das células para diferenciacio de estruturas,
além de modificagdes morfoldgicas das células como lignificacdo da parede celular,
clorose de estruturas que contenham clorofila, além de mudangas no metabolismo, com
a produgdio de substancias toxicas e degenerativas. Essas substincias podem ser
metabdlicos como fendis, radicais livres e substincias oxidadas, que podem degenerar as
estruturas celulares (Rodriguez & Tamés, 1990).

A senescéncia de oOrglos como as folhas, pode ser considerada
como uma caracteristica pré-determinada geneticamente. Em muitos casos, a acéo dos
genes ¢ dependente dos fatores enddgenos hormonais e principalmente de fatores
estimuladores do ambiente tais como o fotoperiodo, a temperatura e a umidade, atuando
conjuntamente na regulaciio génica e no processo da senescéncia (Rodriguez & Tamés,
1990).

De acordo com Fortanier & Jonkers (1976), trés aspectos estdo
relacionados ao envelhecimento em plantas: cronoldgico, ontogenético e fisiolégico. Em
termos cronoldgicos, o envelhecimento refere-se & passagem de tempo que se inicia
“desde a germinagfio da semente. O envelhecimento fisioldgico ou somaético se refere &
perda na vitalidade durante o ciclo de vida da planta, terminando na morte. E o

envelhecimento ontogenético ou maturagdio, ¢ entendido como sendo programado



geneticamente e corresponde as diferentes fases do ciclo de vida de uma planta. A base
fisiologica desse tipo de envelhecimento € pouco conhecida. Os trés aspectos de
envelhecimento citados agem conjuntamente e as suas interagdes ocorrem em diferentes
niveis de influéncia. At¢é o momento, ndo ha um tipo de marcador bioquimico ou
fisiologico utilizado para a caracterizacdo dos mesmos. Nenhum marcador geral foi
estabelecido para fases distintas de crescimento e que sirvam para todas as espécies de
arvores (Rodriguez & Tamés, 1990). Alguns marcadores foram estudados para o
entendimento da mudan¢a da fase de crescimento juvenil para adulto, mas em muitos
casos esses resultados nfo t€ém o mesmo comportamento entre espécies diferentes
(Millikan & Jankiewicz, 1966; Maclean & Robertson, 1981; Von Arnold & Roomans,
1983).

Os indicadores primarios da senescéncia incluem a perda de
clorofila, a protedlise, mudangas no nivel de acidos nucléicos, respiracéo alterada, e
mudancas anatomicamente visiveis em relacdo as organelas (Benson,1990). A
degradagio de clorofila foi um dos principais parﬁmetros para a avaliacio da
senescéncia, devido 3 facilidade com que esta caracteristica pode ser avaliada
visualmente nos orgdos. Desta maneira, a senescéncia pode ser definida como os
processos coletivos que resultam na desestruturagfio metabélica e anatdmica dos 6rgéos
fotossintéticos da planta, com o propésito final de prover nutrientes necessérios para

suportar o crescimento das sementes para a geragdo seguinte (Benson, 1991).

Sinclair & Witt (1975), chamaram a senescéncia de um "processo
auto-destrutivo" no qual as folhas da planta sacrificam o carbono ¢ o nitrogénio para o
beneficio das sementes em desenvolvimento. Atualmente, é mais apropriado usar a
expressdo “recuperacdo coordenada de materiais”. Noodén et al (1990) chamaram este
processo de uma retirada ordenada durante as fases iniciais da senescéncia, para garantir

a descendéncia, condi¢bes de se desenvolver e assegurar a sobrevivéncia da espécie.

A senescéncia de plantas anuais comega assim que as mesmas s3o
estimuladas a florescer. Burke et al. (1984) relataram que plantas de soja macho-estéreis

(Glycine max L. Merrill) senesceram ao mesmo tempo que plantas macho-férteis,
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embora os botdes florais fossem removidos regularmente. Os autores concluiram que o
sinal de senescéncia teria que ter sido enviado antes do florescimento. Desta forma, o
fitocromo estaria implicado potencialmente como um disparador precoce do processo de
senescéncia. Van Doorn & Van Lieburg (1993) relataram que o amarelecimento das
folhas de Alstroemeria pelegrina L. estava sob o controle do fitocromo, mediado pela
sintese de giberilina. Krizek et al. (1966) relataram que a senescéncia das folhas de
Xanthium pensylvanicum Walir. ndo era afetada pela remogdo de flores ou frutos,
contanto que fosse imposto um fotoperiodo apropriado pafa a espécie. Este resultado

também poderia indicar o envolvimento do fitocromo.

Em pepinos (Cucumis sativus L.; Butler, 1967), folhas de cevada
(Hordeum vulgare L.; Atkin & Srivastava,1970) e em brotos de couve-de-bruxelas
(Brassica oleracea L.; Dennis et al., 1967), os cloroplastos foram as primeiras organelas
a sofrer degradagéo visivel. Em Betula verrucosa Ehrb., o primeiro sinal anatomico de

senescéncia foi o desarranjo da estrutura dos cloroplastos (Dodge, 1970).

Choe et al. (1975) desenvolveram uma visdo compreensiva da
sucessdo da degradacfio dos cloroplastos e da clorofila em aveia (4vena sativa L). O
modelo envolve o desarranjo das membranas do cloroplasto, o ataque do complexo de
clorofila-proteinas através de protease(s), € a degradacfio enzimatica da molécula de
clorofila propriamente dita. No entanto, o processo de senescéncia ¢é iniciado
aparentemente fora do cloroplasto (Choe et al. 1975). Makovetzki & Goldschmidt
(1973) trabalhando com a planta aquatica Anacharis canadensis Planch., concluiram que
a sintese de uma proteina citoplasmatica era essencial para a ocorréncia da senescéncia
dos cloroplastos. Os cloroplastos sdo os sitios primarios da degradagfio visivel das

organelas e, aparentemente, esta degenerag@o esta sob controle genético nuclear.

Park et al. (1973) acompanharam a formacdo de catabolitos
oriundos da degradagdo da clorofila de 12 espécies e verificaram que o teor médio de
fitol persistiu, enquanto o de nitrogénio era alterado. Os dados foram interpretados como
uma evidéncia de que o programa de senescéncia é projetado para direcionar o

nitrogénio para as sementes em desenvolvimento ou para a sua translocagfio para folhas
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mais jovens. Outras pesquisas apontaram que a degradacdo da clorofila ndo foi o
primeiro passo da senescéncia, € outros processos de origem proteolitica poderiam
continuar até mesmo se a degradacéo da clorofila estivesse de alguma maneira atrasada.
Thomas (1977) e Thomas & Stoddart (1975) relataram que a redu¢do nos niveis de
proteina de um mutante de Festuca pratensis Huds. ndo foi diferente da perda de
proteina da Festuca normal, embora a taxa de degradaciio de clorofila dos mutantes
fosse muito mais baixa. Mondal et al. (1978) relataram que em plantas de soja das quais
todos os frutos foram removidos, apresentaram todos os aspectos da senescéncia, exceto
a degradacdio de clorofila. Jeschke & Pate (1992) observaram que o movimento do
nitrogénio ¢ o declinio fotossintético das folhas de Ricinus communis L. precederam a
perda de clorofila. Peterson & Huffaker (1975) concluiram em seus trabalhos que a
enzima Rubisco era preferencialmente degradada, comparando-se as outras proteinas do
cloroplasto, durante a senescéncia das folhas.

A técnica de remogdo dos frutos, visando atrasar a senescéncia de
uma planta deve ser considerada uma pratica nfio generalista quanto aos resultados. A
remogdo dos frutos atrasou a senescéncia de folhas em arroz (Oryza sativa L.), enquanto
que a mesma remogdo dos frutos da soja afetou a fotossintese e as taxas de transpiragéo,
acelerando o processo da senescéncia. (Woodward & Rawson, 1976).

Brandner (1992) afirmou que o estudo sobre a senescéncia de
plantas deve enfocar a degradacio do préprio aparato fotossintético, em lugar da
deplecdo de nutrientes das folhas fornecedoras. Varios dados das pesquisas apontam
para a idéia de que os passos iniciais de senescéncia sdio proteoliticos, sendo que a

degradagdo da clorofila parece ser um resultado conseqiiente e secundario.
2.4. Disparadores potenciais da senescéncia

2.4.1. Deplecio de nutrientes

Em plantas anuais, as folhas entram em senescéncia porque as
sementes exigem nutrientes para o proprio crescimento, tendo prioridade sobre a

manutengdo das folhas, Neste sentido, as folhas perdem nutrientes diretamente através
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do redirecionamento para as sementes, ou o faz indiretamente, perdendo na competicéo
com as sementes pelos nutrientes que sfo oriundos do sistema radicular da planta
(Noodén & Murray, 1982). Brandner (1992) relatou que em soja, a remobilizagdo do
fosforo das folhas nfo foi uma parte importante da senescéncia das mesmas, enquanto
que o trabalho de Grabau et al. (1986) com soja cultivada em hidroponia, mostrou que a
nutri¢do inadequada de P (fésforo) durante o periodo de crescimento das sementes levou
a senescéncia das folhas. Seth & Wareing (1967) concluiram que a senescéncia ndo é um
fendmeno somente devido & deplec@o de nutrientes. Okatan et al. (1981) relataram que
este € um evento secundario, pois como observaram em seu estudo, a degradacio da
clorofila e de proteinas da soja ja estava bastante avancada antes do amarelamento das
folhas ser observado. Parece ser mais apropriado descrever a deplecdo de nutrientes das

folhas da maioria das plantas como um resultado da senescéncia e nfo sua causa.

2.4.2. Reguladores de crescimento de plantas

A maioria dos dados na literatura quanto a um papel para os
reguladores de crescimento de plantas em senescéncia € relativo as citocininas. Noodén
& Leopold (1978); Shaw et al. (1965) relataram que aplicagdes de cinetina retardaram a
senescéncia das folhas de trigo. Igualmente, benziladenina (BA) aplicada a folhas de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) retardou a senescéncia (Fletcher, 1969). Noodén et al.
(1990) estudaram o nivel enddgeno de citocinina em soja € encontraram uma correlagio
com a progressdo da senescéncia mas néo puderam estabelecer um papel iniciador para a
citocinina.

Martin & Thimann (1972) concluiram que a sintese de uma enzima
proteolitica seria o primeiro passo da senescéncia em aveia, e relataram que a aplicagéo
de citocininas nestas plantas retardou a senescéncia, suprimindo a sintese da enzima
proteolitica. Osborne (1962) observou que a cinetina aumenta a sintese de RNA e de
proteina, retardando os efeitos da senescéncia. Lindoo & Noodén (1978) mostraram que
aplicagdes de citocinina exdgena retardaram, mas nfio paralizaram, a senescéncia em

soja, ndo podendo assim ser implicada como o agente controlador de sua iniciagdo.
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Radley (1976) observou o papel do acido abscisico (ABA) nos
efeitos da senescéncia de trigo € propds que o ABA pode agir no aumento da expressdo
de genes que codificam enzimas degradadoras de clorofila. O ABA pode representar um
agente estimulador da senescéncia, induzido pela redugio da condutincia estomatal.

Roberts & Osborne (1981) relataram que a biossintese do etileno é
regulada pela liberagdo de um cofator da membrana, podendo o mesmo estar envolvido
na mediagdo da senescéncia. Beevers (1966) ¢ Beevers & Guernsey (1967) observaram
que o acido giberélico (GA) pode retardar a senescéncia das folhas em Rumex
obtusifolius L., sendo possivel monitorar os niveis de GA durante a senescéncia das
folhas. v

Néo ha um padrio geral e convincente para os efeitos do ABA, GA

e do IAA (acido indol acético) na senescéncia de plantas.

2.4.3. Controle estomatal

Gepstein & Thimann (1980), postularam que o fechamento dos
estdmatos de aveia causou a formagiio de ABA e acelerou o processo de senescéncia,
enquanto que Colquhoun & Hillman (1972) apontaram evidéncias confirmadoras sobre
este fato, sugerindo que o ABA possui um papel no controle da senescéncia mediado
pelos estdmatos. Varios outros autores relatam que o fechamento dos estdmatos, podem
produzir ABA e acelerar a senescéncia de plantas, funcionando como um gatilho
priméario do processo (Thimann & Satler, 1979; Hall & Milthorpe, 1978; Hall & Brady,
1977; Allison & Weimmann, 1970).

Adedipe et al. (1971) observaram que a aplicagdio exdgena de ABA
manteve tanto os niveis de clorofila quanto a taxa fotossintética de feijio sem afetar a
condutincia dos estdmatos. Neste caso, a condutincia estomatal poderia estar
relacionada a outros fatores, tais como: umidade e temperatura.

Numerosos relatos identificaram que o ABA tanto enddgeno como
exdgeno ¢ um controlador da condutincia estomatal sob condigGes de seca (Bradford,

1983; Zhang et al. 1987). Neales et al. (1989) e Robertson et al. (1990) relataram que a



14

condutincia estomatal pode ndo estar relacionada somente com a condig&o hidrica da
planta, no podendo-se afirmar que a perda de turgor e uma falta de substincias
fotosintetizadas, possa ser o resultado do processo de senescéncia em plantas sob
condigdo de seca. Existem evidéncias de que a condutancia estomatal seja uma das
primeiras respostas das plantas & seca, podendo os estOmatos servirem como elementos
controladores iniciais das respostas fisiologicas as condi¢des ambientais que causam ou

aceleram a senescéncia

2.4.4. Controle genético

O trabalho de Thomas & Stoddart (1975) mostrou que mutantes de
Festuca que permaneceram verdes por mais tempo do que o normal, mostraram um
retardamento na degradagdo da clorofila, mas a atividade fotossintética foi reduzida
como nas plantas nfo mutantes. Os autores interpretaram este desvio do padréio normal
da senescéncia das folhas como uma evidéncia do controle genético sobre diferentes

partes da planta quanto ao programa geral da senescéncia.

Trabalhando com vArios mutantes de soja, Guiamet et al. (1991)
concluiram que o processo de senescéncia € controlado por varios genes. Tetley &
Thimann (1975) determinaram que a senescéncia em aveia exigiu a sintese de proteinas
como um pré-requisito para a degradagdio da enzima Rubisco e da clorofila. Essas
proteinas evidenciam um componente genético no processo de senescéncia das folhas,

principalmente no que diz respeito & sintese de enzimas proteoliticas.

Parece que muitas espécies de plantas estdo programadas
geneticamente para a senescéncia. Porém, a senescéncia ¢ amplamente influenciada por
parametros ambientais, como por exemplo: a intensidade de luz, a temperatura ¢ o
fotoperiodo (Haber et al. 1969; Goldthwait & Laestch, 1967) que, na maioria dos casos,
sdo os agentes estimuladores dos genes relacionados a senescéncia. Esses estimulos
sobre a maquinaria genética sdo decorrentes da a¢8o dos hormonios, servindo como
exemplos, a reducdo dos niveis de citocinina (Staden, 1973; Garrison et al., 1984;

Lindoo & Noodén, 1978), ou o aumento dos niveis de ABA, cuja sintese pode ser
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estimulada pelo ambiente. A busca por um unico gatilho fisiolégico é impedida pelas
diferencgas entre as espécies (Krizek et al. 1966) mas também pela natureza altamente

coordenada da senescéncia.

Os dados dos trabalhos da literatura ndo deixam duvidas de que a
senescéncia foliar de plantas ¢ regulada pelo nivel de controle genético, porém nio se
conhece ao certo o que ativa esses genes. Provavelmente, uma interagio complexa,
fisioldgica e ambiental possa disparar gatilhos genéticos induzindo o0s genes a agir.
Esforgos futuros devem ser conduzidos para desvendar a base molecular da aggio dos
genes nos mecanismos proteoliticos como a reducdo da atividade da Rubisco ¢ a
degradagdo da clorofila. Em resumo, a senescéncia € um processo altamente coordenado
envolvendo a mobilizagdo de novas proteinas cuja fungfio especifica ¢ desmantelar

preferencialmente proteinas previamente existentes (Grabau, 1995).

2.5. Avaliacio e parametros de envelhecimento

A caracterizagio completa do processo de senescéncia € de extrema
complexidade por envolver aspectos genéticos, mudangas fisioldgicas, mudangas
morfologicas além das influéncias das condi¢Bes ambientais. A literatura aponta varios

fatores envolvidos no envelhecimento.
2.5.1. Técnicas de caracterizacdo do envelhecimento

2.5.1.1. Atividade enzimatica

A atividade de enzimas e sua variabilidade genética sdo
fundamentais para os estudos de fisiologia do metabolismo. A atividade enzimatica e sua
variabilidade podem ser monitoradas durante o desenvolvimento através do estudo das
varias formas alélicas de uma enzima (Torggler et al. 1995). Estes estudos sdo
conduzidos com técnicas de ensaio enzimatico in vitro, para a atividade de enzimas. A

avaliagdo genética baseia-se na separagdo de proteinas e enzimas num meio inerte, por
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corrente elétrica, segundo a técnica conhecida como eletroforese. Para proteinas com
atividade enzimatica especifica, este processo é conhecido como eletroforese de
isoenzimas, permitindo avaliar formas alélicas diferentes de uma mesma enzima
(Alfenas et al. 1991).

As formas alélicas observadas nos géis de eletroforese, sdo uma
expressdo primaria do produto dos genes que compdem o DNA e portanto sofrem
grande influéncia ambiental quanto & sua expressio, podendo representar passos
metabodlicos importantes ou condi¢des de estresse do ambiente (Alfenas et al. 1991;
Torggler et al. 1995).

Existem duas hipoteses sobre o papel fisiologico do polimorfismo
enzimatico. Uma baseada na especificidade dos substratos, e outra, que se estrutura nos
mecanismos de regulac@o das reacdes do metabolismo (Torggler et al. 1995).

Diante das influéncias do ambiente e das condigées do
metabolismo, a eletroforese de isoenzimas pode ser vista como uma ferramenta
potencial para o monitoramento das etapas do desenvolvimento de um organismo.

Torggler et al. (1995) afirmam que a atividade de uma enzima &
apenas um dos componentes dentro de uma rede metabdlica complexa e ampla, sendo
que cada variante enzimatica pode explicar somente uma pequena proporgcio da
variancia genotipica. Assim, as diferentes propriedades cataliticas das aloenzimas devem
resultar em conseqiiéncias metabdlicas e fisiologicas diferentes.

Devido a complexidade que envolve a regulacio da expressdo
génica em termos de fendtipo final, muitas das informagGes sobre a significancia
adaptativa ou funcional de isoenzimas em plantas t€m surgido, basicamente, em trés
linhas de pesquisa. A primeira consiste na pesquisa do controle da expressdo génica
durante o desenvolvimento e diferenciagdo celular; a segunda, estuda aspectos da
estrutura ¢ compartimentalizagdo das enzimas, visando determinar filogenias; ¢ a
terceira, que tem sido mais explorada, baseia-se na genética de populagles ou, mais
particularmente, na associag@io entre heterozigosidade e adaptagéo (Dykhuizen et al.
1987).
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Scandalios (1969) discutindo sobre o possivel papel fisiologico das
isoenzimas, relata que, por definigdo, todas as isoenzimas de um determinado sistema
enzimatico deveriam desempenhar, essencialmente, a mesma fung¢fo catalitica. Contudo,
parece ser um desperdicio para um organismo produzir formas moleculares multiplas de
uma mesma enzima, quando uma sé seria suficiente para desempenhar uma dada funggo.
A razdo para a existéncia das isoenzimas poderia estar associada ao desempenho de
fun¢des diferentes dentro do organismo. Consequentemente, a associagio da expressio
dos locos isoenzimaticos aos diferentes tecidos € organelas durante o desenvolvimento
pode sugerir muitas informagdes sobre o papel fisioldgico das isoenzimas e sobre a sua
regulacdo génica.

Koehn et al. (1983) citaram que uma das formas de se tentar
entender a relagdio entre polimorfismo e fun¢do enzimatica seria pelo estudo dos
mecanismos moleculares da adaptacio.

Inumeros experimentos apontam o uso de enzimas € isoenzimas nos
estudos fisiologicos das mudangas morfologicas do desenvolvimento, indicando que as
isoenzimas podem ter uma funggo no organismo, mas néo foi possivel dizer se a mesma
¢ definida ou nfo. Existem ainda diferengas funcionais entre as isoenzimas de uma
mesma enzima, porém, como isto ocorre néo foi explicado ainda (Torggler et al. 1995).

Em relagdo ao metabolismo, ha necessidade crescente de estudos
que mostrem a relagdo entre heterozigosidade e valor adaptativo. Estes estudos poderiam
demonstrar que os heterozigotos para um loco enzimatico deveriam ou nfo, ser mais
capazes de se desenvolver ¢ de se adaptar a ambientes varidveis em detrimento aos
homozigostos, devido ao numero reduzido de formas alélicas da enzima (Torggler et al.
1995).

Allemand et al. (1988) descreveram a caracterizagdo enzimatica de
hibridos de nogueira maduros e rejuvenescidos. Seus resultados indicaram que o
envelhecimento estd relacionado a um funcionamento acelerado e assincronico da
enzima GDH e da enzima fenil alanina liase (PAL) sobre as enzimas G6PDH ¢ 6GPDH,

da via da pentose fosfato. Materiais rejuvenescidos modificaram este padrdo pela
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indugdo de uma sincronizagéo entre a GDH, as enzimas da via da pentose fosfato ¢ PAL,
no periodo de maximo crescimento.

Fukasawa (1966), caracterizou materiais juvenis e adultos de
Hedera helix pelo nimero de bandas obtidas com a utilizagdo da eletroforese de
polipeptideos, onde se observou um nimero maior de bandas no material jovem.

Aradhya & Phillips (1995) procuraram estabeler uma correlagéo
entre a heterozigosidade alozimica e pardmetros de crescimento como o didmetro basal,
a altura ¢ a biomassa em mudas de quatro espécies de Eucalyptus: E. grandis, E. saligna,
E camaldulensis e E. urophylla. Seus objetivos foram de caracterizar gendtipos em
diferentes fases de crescimento, mas seus resultados demonstraram auséncia de
correlagdo entre heterozigosidade alozimica e estagio de crescimento. A auséncia de
correlagdo pode ter como causa o tempo curto de analise do crescimento medido no
experimento. Em contrapartida, Ledig et al. (1983) encontraram alta correlacfio entre
heterozigosidade e aumento da idade em Pinus rigida Mill. Seus resultados apontaram
que o crescimento pode estar associado com a heterozigosidade e demonstram a
superioridade dos heterozigotos sobre os gendtipos homozigotos em relagdio ao
crescimento. O crescimento foi também relacionado com a heterozigosidade em
moluscos, salamandras e plantas herbaceas (Schaal & Levin, 1976; Singh & Zouros,
1978; Zouros et al. 1980; Pierce & Mitton, 1982). O trabalho de Ledig et al. (1983)
indicou que a relagdo entre a heterozigosidade e crescimento pode ser explicada com
referéncia a idade, estrutura de “’stands’’ e variag@o climatica.

Uma das enzimas mais utilizadas para estudos do metabolismo, do
estresse e da senescéncia em plantas, € a peroxidase, mas sua fisiologia e expressdo
génica néo € totalmente conhecida. O néimero de bandas presentes numa eletroforese de
peroxidase ¢ muito dependente da idade dos tecidos da planta. Estas variagGes das
isoperoxidases demostram uma agfo diferencial dos genes durante as fases de
desenvolvimento (Hirsch, 1990), parecendo ser as isoperoxidases as moléculas-chave
para uma rapida adaptacdo da planta inteira as mudangas ambientais. Essas mudancas

podem estar relacionadas a alteragdes na plasticidade da parede celular, a formagéo do
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cambio, ao enraizamento, ao brotamento, a processos de florescimento e,
principalmente, as condi¢Ses ambientais que provoquem o estresse das plantas.

O’Farrell (1975) estudou mudancas nos padrSes de proteinas totais
durante o desenvolvimento in vitro de muitos estagios da organogénese de Nicotiana
tabacum através de eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional. Muitas
modifica¢Ges nos padrdes das proteinas nos géis foram verificadas durante as fases de
desenvolvimento. Uma variagio diferenciada da mobilidade eletroforética da enzima
alcool desidrogenase foi detectada em plantas de milho derivadas da cultura de tecidos
(Brettell et al. 1988).

Baker & Takeo (1973) estudaram isoformas da enzima fosfatase
acida (E.C. 3.1.3.2.) em folhas jovens, maduras e velhas (senescentes) de cha (Camellia
sinensis L.). Seus resultados mostraram que o nimero de bandas aumentou com a idade,
porém a atividade das bandas nfio variou com a senescéncia. Os autores relataram que
para um nimero elevado de espécies, a fosfatase 4cida tende a aumentar a atividade € o
nimero de bandas, provavelmente para solubilizar o fésforo indisponivel ou excasso no
meio.

A enzima superdxido dismutase (SOD), foi apresentada como um
bom pardmetro fisiologico no estudo da senescéncia em folhas (Xuebao et al. 1995).
Isoformas da enzima glutamina sintetase 1 (E.C. 6.3.1.2) também foram utilizadas para a
caracterizacdo fisiologica de folhas jovens e senescentes de Beta vulgaris L. Brechlin et
al. (1999) observaram uma variagdo no nimero de isoformas nos dois tipos de materiais.

Zeleneva (1993) estudou as mudangas na atividade enzimatica
durante o envelhecimento de uma cultura de células de milho em suspensdo, durante um
periodo de 122 repicagens e comparou os dados com os resultados das enzimas obtidas
em segmentos de raizes de plantulas jovens. As enzimas GDH (Glutamato
desidrogenase) e CO (Citocromo oxidase), indicaram serem bons marcadores na
caracterizacdo do envelhecimento ocorrido na cultura de suspens@o celular.

Schlattner et al. (1994) estudaram a atividade enzimatica e os
padrdes de isoformas da enzima adenilato quinase em cultura de tecidos de tabaco. A

variac8o de isoformas e sua compartimentag@o na célula foram monitoradas em relagéo
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ao envelhecimento fisioldgico progressivo Os resultados obtidos indicaram que a
variagdo de isoformas ¢ uma condigfio de adaptacdo da planta durante o crescimento € o

envelhecimento da cultura.

2.5.1.2. Outros indicadores e técnicas para o estudo da

senescéncia

| O etileno parece ser o maior responsavel por acelerar a senescéncia
de orgdos ou da planta inteira. Em contrapartida, poliaminas retardam o processo
senescente, sendo a espermina o inibidor mais efetivo da produgio de etileno (Mattoo &
Aharoni, 1988). No entanto, a dosagem de diferentes poliaminas e de etileno pode
caracterizar o estado de senescéncia de tecidos ou 6rgéos de plantas.

As vias do estresse oxidativo tais como; as da oxidacdo de fendis e
a peroxidagdo de lipidios, sdo responsdveis por provocar € acelerar o processo de
senescéncia. O estudo dessas vias também pode caracterizar o estado da senescéncia. A
oxidag@io de fendis pode inibir o crescimento in vitro e pode ser a causa da morte dos
tecidos, embora estes fendis tenham uma importéncia no processo de lignificagéio e na
prote¢do das plantas (Compton & Preece, 1986). A peroxidacdo de lipidios pode
acontecer pela atividade de lipoxigenases ou pelo ataque direto de radicais livres sobre
lipidios da membrana.

Benson, (1990) detectou acidos graxos livres, aldeidos, alcoois e
cetonas em extratos volateis de calos de Eucalyptus polybractea, Pinus radiata e
Eucalyptus robusta. Estes produtos foram utilizados como indicadores do estresse e do
envelhecimento in vitro.

O grau de senescéncia depende do balango entre os danos causados
pelos radicais livres, mediados pela peroxidagiio de lipidios, podendo este grau ser
mensurado através da determina¢do do consumo de oxigénio residual, em relagdo ao
total de oxigénio consumido pelas células. Quando o consumo de oxigénio residual
aumenta no tempo, as células envelhecem. Diiggelin et al. (1988) relataram que
compostos ligados 2 lipofuscina acumularam durante a senescéncia de tecidos de plantas

e que este acimulo ¢ estimulado pela indugfio de horménios e pelo ambiente. Esta
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lipofuscina ¢ acumulada pela ligag@io de varios tipos de moléculas orgénicas com, por
exemplo, a do malondialdeido, ao DNA. Os autores afirmaram que o envelhecimento
pode ser relacionados a danos no DNA, resultando numa causa genética para a
senescéncia.

Matile (2000) relatou que a senescéncia foliar € decorrente de um
processo de ciclagem de nutrientes para partes perenes da arvore, servindo como
reservas para o desenvolvimento de novas folhas nos periodos adequados. Esta
reciclagem se concentra na remobilizagio de proteinas na senescéncia dos cloroplastos
requerendo o desmantelamento do complexo proteico do pigmento e,
concomitantemente, na inativag¢do fotodindmica da clorofila.

Herrmann & Feller (1998) analisaram o efeito da temperatura,
luminosidade e concentragiio de CO,, sobre a senescéncia e degradacéo de proteinas de
segmentos de folhas de trigo. Seus resultados mostraram que as condi¢es ambientais
influem na fotossintese e, conseqiientemente, interferem no processo de catabolismo de
proteinas e na senescéncia. Para este estudo, os autores utilizaram a técnica de SDS-
PAGE com deteccio dos fragmentos das enzimas fosfoglicolato fosfatase, glutamina
sintase, glutamato sintase dependente de ferredoxina, fosforibuloquinase e enzimas
peroxisomais, através da reagdo com anticorpo especifico.

Muitas s8o as técnicas para o estudo do processo de envelhecimento
e estado da senescéncia em plantas. No entanto, ndo foi descrito um indicador geral e

eficiente deste fendmeno.



3.MATERIAL E METODOS

Os experimentos descritos nesta dissertacdo foram realizados no
Laboratério de Fisiologia das Arvores da Escola Superior de Agricultura “Luiz de

Queiroz” da Universidade de Sdo Paulo/Piracicaba/SP/Brasil.

Foram utilizados 10 clones de Eucalyptus spp. que receberam a
denominag@o de A a J. A relagdo dos clones e os respectivos nmimeros de repicagens, sdo
listados na tabela Ol. Estes clones ja se encontravam em fase de multiplicacio no

laboratério antes do inicio dos experimentos descritos nesta dissertagéo.

Estudou-se o processo de senescéncia ao qual foram submetidos.
estes clones durante 55 dias de cultura in vitro, compreendendo um unico periodo de
repicagem. Foram planejadas 8 coletas, com intervalo de 7 dias entre elas, sendo
amostrados 2 recipientes para cada clone. Uma coleta adicional foi realizada aos 119
dias. Cada recipiente representou uma repeti¢éo, onde foram colocados 4 conjuntos de

brotacdes pouco desenvolvidas.
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Tabela 01. Descritivo dos clones de Eucalyptus spp. utilizados.

CLONE REPICAGENS#* DESCRITIVO
A 28 E. grandis x E. urophylla
B 24 E. grandis x E. urophylla
C 28 E. grandis x E. urophylla
D 24 E. grandis
E 24 E. grandis
F 24 E. grandis
G 24 E. grandis
H 24 E. grandis
I 24 E. grandis
J 28 E. grandis

(*) — Correspondente ao mimero de repicagens realizadas antes do inicio dos experimentos.

3.1 Cultura in vitro

Visando uma maior resposta em fungfo do tempo de crescimento
e producdo de matéria seca, foi adotado o meio JADS, descrito por Correia (1993), sem
a adig@o de arginina e glutamina, conforme descrito no Anexo A.

As solugdes estoques dos macronutrientes e micronutrientes foram
preparadas e armazenadas em geladeira a 4° C. O restante das substincias foram pesadas
e acrescentadas ao meio, no momento do preparo do mesmo. Ajustou-se o pH final da
solugéio em 5,8 + 0,1 utilizando-se KOH a IN, antes da adi¢do do agar a 0,6% (p/v)
(“Difco Bactor Sigma”).

Apds o acréscimo do agar, o meio de cultura foi aquecido, tendo
como ponto 6timo de homogeneizagdo 90° C. Nesta temperatura, 40ml de meio de
cultura foram colocados em recipientes de vidro de 250 ml e vedados com tampa de
polipropileno. Os recipientes contendo o meio de cultura foram autoclavados a

temperatura de 121° C ¢ a pressdo de latm, durante 20 minutos.
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3.1.1 Preparo do material a ser mantido in vitro

O experimento foi realizado em condi¢les assépticas em camara
de fluxo laminar, com todos os instrumentos de trabalho esterilizados. Foi utilizado um
conjunto de brotacdes pouco desenvolvidas, com aproximadamente 1 cm de didmetro e
9 mg, como unidade de material cultivado.

Em cada recipiente, foram colocados quatro conjuntos de
brotagdes, que foram cultivados com o seguinte proposito:

- Um conjunto para a avaliagéo do crescimento;

- Tré€s conjuntos misturados para a eletroforese de isoenzimas;

No inicio da cultura in vitro, um lote de brotagdes do clone E foi
utilizado como controle nos experimentos de eletroforese de isoenzimas. Estas brotagdes

foram preparados de acordo com o descrito no item 3.2.3.1.

3.2 Parametros analisados

Para a caracterizacdo do fendmeno de senescéncia durante a
cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp., foram utilizados parimetros de
crescimento e de atividade isoenzimatica. Para os calculos estatisticos, considerou-se um

delineamento experimental inteiramente casualizado.

3.2.1. Determinacéio das curvas de crescimento e do tempo maximo de

acumulo de matéria seca.

As curvas de crescimento foram obtidas para cada clone pela
pesagem das brotacdes a cada coleta, realizada como descrito no inicio do item 3. Os

explantes foram secos em estufa a 60°C, até peso constante.



25

Para a modelagem dos dados, foi utilizado o modelo de regresséo

ndo linear (Draper, 1981):

Y= " ve

onde: Y; = Massa (g); X; = Tempo (dias); B e y sfo os pardmetros de forma; ¢; =
componente aleatorio; i = indice relativo a i-€sima observagéo.

O ponto maximo de acimulo de matéria seca foi obtido através do

modelo W(X)= X ,-}/X" , igualando-se a zero a derivada desta ultima expressio em

relagdio a X, assim:

A partir dos resultados obtidos foram gerados graficos, nos quais
estdo representados, no eixo das abscissas, o tempo de crescimento € no eixo das

ordenadas, os valores de matéria seca .
3.2.2. Dosagens de proteinas soliveis totais

A concentragfo de proteinas soluveis totais das amostras utilizadas
nos ensaios isoenzimaticos foi determinada pelo método do Biureto de Weichselbaum
(1946). Obteve-se uma curva padriio de concentra¢des crescentes da proteina albumina
de soro bovino, nas proporgdes de 0,0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0 e 20,0 mg/ml de H,O
deionizada.

As amostras foram preparadas seguindo o protocolo descrito no
Anexo B e as leituras foram feitas em espectrofotdmetro, a 545nm. A concentragéo final

de proteinas foi obtida pela equacéo da curva padréo.
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3.2.3. Eletroforese de isoenzimas

3.2.3.1 Preparo das amostras

A diluigdo das amostras foi padronizada em 1g de matéria fresca
diluida em 2 ml de solugio extratora n°® 1 de Alfenas (Alfenas et al., 1991), conforme
descrito no Anexo C.

As amostras foram maceradas em almofariz gelado em torno de
4°C, ¢ os extratos centrifugados a 4° C e 10.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi,
ento, transferido para tubos tipo “Eppendorff” e armazenado em Freezer a -80°C.

Aliquotas de 35 pl do sobrenadante foram pipetadas em “Wicks”
de papel de filtro “Whatman n° 3”de 0,5 x 1,8 mm, suficientes para a absor¢do da

amostra.

3.2.3.2. Preparo do gel de amido

A metodologia adotada foi a descrita por Alfenas et al. (1991).
Testes preliminares realizados no laboratério demonstraram que os géis de amido foram
superiores aos géis de poliacrilamida quanto a resoluco de bandas, para as plantas
utilizadas.

Utilizou-se uma concentragéo de 13% de penetrose de milho em
géis de 15,0 x 20,0 x 1,6 cm. Na preparagio do gel, parte da solucdo tampdo foi
aquecida até fervura e outra, em temperatura ambiente, foi utilizada para dissolver o
amido. As duas partes foram reunidas e homogeneizadas. Esta mistura foi despejada em
placas-gabarito e resfriada até temperatura ambiente. Os géis resfriados, foram
armazenados em geladeira. A superficie do gel foi protegida com filme plastico, para
evitar o ressecamento.

Para acompanhar a frente de migracdo durante a eletroforese,
utilizou-se uma solugdo de azul de bromofenol a 0,1% (p/v).

As corridas de eletroforese foram realizadas a 4°C. As solugdes do

sistema tamp&o gel/eletrodo e condigdes de corrida sdo especificadas no Anexo D.
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Apés os 30 minutos iniciais de migracdo, os “Wicks” foram
retirados. O tempo adicional de migragdo variou com o tipo de tampéo utilizado: para o

tampdo CM, 11 horas; TC, 10 horas ¢ TB, 9 horas.

3.2.3.3. - Coloracao das enzimas
Os protocolos de coloragdo dos géis foram descritos por Alfenas et

al. (1991) e estdo apresentados no Anexo E.

3.2.3.4 - Obtencéo dos dados isoenzimaticos

Apdés a coloragdo, os géis foram fotodocumentados e a
interpretagdo dos resultados foi baseada na presencga, nitidez e localizagiio das bandas.
Os picos de atividade isoenzimatica foram medidos, utilizando-se a técnica de
densitometria, com o Software Image Master VDS (1995-1996), versio 2.0 da

Amersham Pharmacia Biotech.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo do periodo de crescimento in vitro.
Curvas de crescimento foram obtidas para cada clone, levando-se
em conta o acumulo do peso de matéria seca durante o tempo de cultura in vitro. Estas

curvas de crescimento para os clones estudados séo apresentadas na figura 01.
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Figura 01. Curvas de crescimento do conjunto de brota¢des dos clones de Eucalyptus
spp. em meio de cultura JADS, durante 119 dias de cultura.
As curvas de crescimento dos clones foram ajustadas através do

modelo de regressdo (Draper, 1981), descrito no item 3.2.1.
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Figura 02: Aparéncia do meio de cultura JADS e das gemas com brotagoes
de Eucalyptus aos 07 dias de cultivo.



Figura 03: Aparéncia do meio de cultura JADS apresentando o escurecimento
do meio e a degeneragdo das brotagdes de Eucalyptus spp. aos 55
dias de cultivo.



Figura 04: Diferentes tonalidades de oxidagdo do meio de cultura JADS,
aos 119 dias de cultivo, com detalhes da rizogénese presente nos
clones A e C, e a clorose acentuada nas brotagdes dos clones D,
E e F em Eucalyptus spp.
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Observou-se o inicio da desacelera¢dio do crescimento apos a quarta
coleta, aos 27 dias, para todos os clones, exceto para o clone F, que apresentou esta
desaceleracéo logo apds a segunda coleta, aos 14 dias de cultura.

Os tempos maximos de acumulo de matéria seca observados para
cada clone sdo apresentados na tabela 06. Estes valores foram estimados através das

médias das duas repeti¢des para cada clone.

Tabela 02: Tempo méximo estimado de acimulo de matéria seca para os clones de

Eucalyptus spp. em meio de cultura JADS, durante 119 dias de cultura.

Clone Tempo maximo de acimulo de matéria seca
(TMMS) em dias
73,69
61,37
50,39
44,14
52,55
33,39
59,97
50,39
63,94
57,56

“—=TOmmOOw»

Os resultados dos tempos maximos de acumulo de matéria seca
indicaram uma heterogeneidade no crescimento dos clones. Uma amplitude grande foi
verificada entre alguns materiais, como o clone F que apresentou um TMMS de 33,39
dias, representando menos da metade do tempo observado para o clone A, que é de
73,69 dias. O clone D também apresentou um TMMS curto de 44,14 dias em relagdo aos
demais clones, exceto ao clone F. Estes resultados podem ser decorrentes da propria
variabilidade genética ou adaptabilidade fisiologica e bioquimica do material ao meio de
cultura. Estas observagdes tém implica¢Ges diretas na tentativa de padronizagdo dos
tempos de cultura in vifro realizados comercialmente para diferentes materiais genéticos.
Assim, a tentativa de estabelecer tempos de cultura padronizados, pode comprometer os
rendimentos do processo e etapas da formag@o das mudas. Os clones D e F teriam sua

micropropagacdo prejudicada se fosse pré-estabelecido um tempo em torno de 40 dias
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para a mudanga de meio de cultura. O estresse € o envelhecimento estariam atuando
nesses materiais em fungfio de seus baixos valores de TMMS. A determinacio da
velocidade de crescimento em cultura e, portanto a otimizagio do tempo de repicagem,
poderia diminuir o nimero de recipientes para uma necessidade de produgdo pré-
estabelecida, maximizando a utilizacdo das instala¢Ges e os procedimentos operacionais
de laboratério. O baixo valor do TMMS verificado para o clone F (33,39 dias) ndo
representaria necessariamente uma maior produgio em gemas por unidade de material
iniciada na cultura. O numero de gemas formadas e a qualidade das mesmas teriam que
ser considerados, bem como o tamanho e capacidade para o enraizamento. Um
laboratério de cultura de tecidos nfo deveria utilizar um Unico protocolo para o cultivo
in vitro, devido a variagdo do TMMS apresentado por diferentes materiais genéticos. O
necessario seria que fossem realizados estudos preliminares para a viabilidade da
utilizagdo de um tempo de repicagem baseado no TMMS de cada clone, evitando os
efeitos do estresse e do envelhecimento.

A variabilidade genética pode ser um componente dos mais
importantes no processo de cultura in vitro. Nas condigdes desse estudo, os materiais
que apresentaram visualmente um menor efeito do estresse € do envelhecimento in vitro,
foram os clones hibridos de E. grandis x E. urophylla, descritos como clones A, B e C.
Os conjuntos com as brotagdes pouco desenvolvidas desses clones, mostraram ser
maiores € mais vigorosos que as dos demais clones ndo hibridos. Este fato pode ser
atribuido & melhor adaptagfo de hibridos ao ambiente, possuindo melhores condi¢des de
conversdo enzimatica (Torggler et al.,1995). Além dessas caracteristicas, o efeito da
heterose pode estar envolvida no processo, aumentando os ganhos na produgéo final.

Uma cdlorag:ﬁo marrom clara foi verificada no meio de cultura,
onde foram cultivados os clones hibridos A, B ¢ C, podendo representar a presenga de
exudados das brotagdes e/ou a oxidagdo de substdncias no meio, prejudicando o
desenvolvimento e aumentando o estresse ¢ o envelhecimento do material. Esta
coloragdo foi mais acentuada nos clones D, E, F, G, H, 1 e J, apresentando tons mais
escuros nos clones E, F, I e J, indicando maior oxidagdo do meio e/ou maior producéo de

exudados. A oxidacdio pode ser o principal agente envelhecedor, que aliado aos
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exudados da planta podem comprometer todo o desenvolvimento, ativando vias de
enzimas proteoliticas e de lise de membranas celulares e de organelas (Compton &
Preece, 1986).

Observou-se uma clorose superficial das brotagdes dos clones a
partir dos 40 dias de cultura. Esta clorose foi de menor intensidade nos clones hibridos
A, B e C. Esta caracteristica pode ser decorrente do processo de peroxidacio de
membranas e aumento da concentragdo de etileno nos recipientes com o avango do
tempo de cultura (Benson, 1990). Esses indicadores sfo apontados como os principais
agentes do estresse oxidativo e do envelhecimento que ocorrem irn vitro (Compton &
Preece, 1986, Benson, 1990).

Observou-se a perda da consisténcia e estrutura dos conjuntos de
brotag¢des, simultaneamente a clorose. O interior do conjunto de brota¢des apresentou
uma consisténcia endurecida e lignificada na maioria dos clones, exceto para os clones
D, F e J, que apresentaram uma consisténcia gelificada, com pequenos grumos
endurecidos.

Na abertura dos frascos para o processamento das amostras, um
odor etilico foi notado, variando de intensidade nos clones, sendo mais forte este odor
nos clones D, E, F, G, I e J, ndo hibridos, que apresentavam maiores degradacdes. Essas
substincias possivelmente poderiam ser cetonas, alcoois ou aldeidos, originirios do
processo de peroxidacdo de lipidos pela atividade de lipoxigenases ou ataque direto de
radicais livres sobre os lipidios das membranas celulares. Estes produtos podem ser
marcadores de envelhecimento, como verificado por Benson (1990) que detectou essas
substincias volateis em calos de Eucalyptus polybractea, Pinus radiata e Eucalyptus
robusta, e utilizou-os como indicadores do estresse e do envelhecimento in vitro. Este
efeito de produgdio de compostos volateis, comecou a ser notado por volta da quinta
coleta, aos 34 dias apés a montagem do ensaio.

De um modo geral, todos os clones mostraram caracteristicas de
plantas senescentes aos 55 dias de cultura. As caracteristicas visuais desta senescéncia
foram a clorose, a lignificacéio de paredes, o declinio de crescimento, a desestruturacio

das brotagGes e producio de compostos volateis caracteristicos do processo de
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envelhecimento, conforme verificado também por (Rodriguez ¢ Tamés, 1990, Benson,
1990). E dificil estabelecer a fronteira entre o estresse e a senescéncia, que
provavelmente estfio juntamente presentes, podendo o estresse ter comegado primeiro
por iniimeros efeitos como a exaustfio do meio de cultura, a produgio de exudados, etc,
contribuindo para a ativac@o do processo de envelhecimento e conseqiientemente para a

senescéncia das plantas.

4.2, Analise das atividades isoenzimaticas

As atividades enzimaticas variaram muito em relacdo aos clones
analisados durante o tempo em cultura. Estas varia¢Ges das atividades enzimaticas, estdo
relacionadas a condicdo de producdo de fendtipos fisiologicos detectaveis em géis de
eletroforese nos diferentes momentos do desenvolvimento das plantas (Torggler et al.
1995).

Os sistemas isoenzimaticos ndo demonstraram variag&io do mimero
de isoformas nas diferentes coletas, com excecio da enzima peroxidase. Algumas
isoformas apresentaram sobreposicdo de bandas, visualizadas apenas com a
densitometria no VDS.

A seguir, serd detalhado o comportamento de cada enzima estudada no decorrer

do tempo de cultura.

4.2.1. Fosfatase acida (ACP)

Os zimogramas da ACP n3o demonstraram variacdo no nimero de
isoformas durante o crescimento das plantas, porém as atividades dessas isoformas
foram diferentes no decorrer das coletas realizadas.

A figura 05 mostra o loco analisado da ACP e o sentido de
migragéo.

A figura 08 mostra as curvas de tendéncias das atividades

enzimaticas totais lidas no VDS em cada momento de coleta.
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Figura 05: Imagens dos géis de eletroforese de isoenzimas analisadas por densitometria pelo
VDS. As linhas coloridas representam as amostras. O sentido da migragdo esta
designado pela seta. Letras iguais representam repeti¢des de um mesmo clone.

P=padrio. PGI1 e PGI2 sdo diferentes locos analizados da enzima fosfoglucose
isomerase.
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Xiquimato Desidrogenase (E.C. 1.1.1.25)
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Figura 06: Imagens dos géis de eletroforese de isoenzimas analisadas por densitometria pelo
VDS. As linhas coloridas representam as amostras. O sentido da migragéo esta
designadopela seta. Letras iguais representam repeti¢des de um mesmo clone.

P=padrdo. MDH1 e MDH2 sdo diferentes locos analizados da enzima malato
desidrogenase.
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6-Fosfogluconato Desidrogenase (E.C. 1.1.1.44)
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Figura 07: Imagens dos géis de eletroforese de isoenzimas analisadas por densitometria pelo
VDS. As linhas coloridas representam as amostras. O sentido da migragéo esta
designado pela seta. Letras iguais representam repetigdes de um mesmo clone.
P=padrio.
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Figura 08: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da Fosfatase acida durante 55 dias

de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio JADS.

Foi estimada a atividade enzimatica no tempo méximo de acimulo de
matéria seca (TMMS), para os clones onde este tempo ndo ultrapassou os 55 dias de coleta
de dados enzimaticos, (Tabela 03).
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Tabela 03. Porcentagem de atividade enzimatica da Fosfatase acida no TMMS dos clones

de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)
A 73,69 ok
B 61,37 ok
C 50,39 40,87
D 44,14 52,43
E 52,55 123,25
F 33,39 112,14
G 59,97 ok
H 50,38 33,86
I 63,94 ok
J 57,56 ok

Onde: TMMS - Tempo maximo de acimulo de matéria seca em dias.

** _ Valores ndo estimados.

Estd enzima ¢ responsavel pela hidrélise do éster fosfato e pela
disponibilizag@o deste elemento a planta. Sua estrutura é considerada monomérica, mas
podem ocorrer locos diméricos € € encontrada em varios compartimentos celulares
(Torggler et al. 1995).

A atividade desta enzima apresentou comportamento ciclicos, com
picos aos 21, 34 e 48 dias de cultura.

A variagdo observada pode ser atribuida aos diferentes locais de
atuagdo enzimatica em decorréncia do metabolismo de cada clone. A atividade da fosfatase
acida ¢ fundamental para o desenvolvimento celular, considerando-se que o fésforo ¢é
fortemente indisponibilizado a planta por ligagdo a outros compostos e conseqiientemente
imobilizagdo.

Uma pequena similaridade de comportamento enzimético entre os
clones, pode ser verificada em cada momento de coleta.

Uma grande variagdo na porcentagem de atividade da ACP pode ser
verificada no TMMS dos clones, onde foi possivel estimar estes valores. Este
comportamento n@o evidencia uma similaridade das atividades da enzima em relagédo ao

envelhecimento da cultura. Era de se esperar um aumento na atividade da ACP com o



41

aumento do estresse e do envelhecimento, pois esta enzima tende a aumentar sua atividade

com relagdo a deficiéncia mineral, principalmente do elemento fésforo (Menck, 1996).
4.2.2. 6-Fosfogluconato desidrogenase (6GPDH)
A figura 09 mostra as curvas de tendéncias das atividades enzimaticas

lidas no VDS em cada momento de coleta, possuindo uma grande amplitude de variagio

quanto a atividade enzimatica e uma similaridade no comportamento entre os clones.
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Figura 09: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da 6-Fosfogluconato desidrogenase

durante 55 dias de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio JADS.

Os géis dessa enzima demonstraram um nimero grande de isoformas. Suas
atividade variaram no decorrer das diferentes coletas realizadas. Em algumas coletas, certas
isoformas se apresentaram agrupadas, podendo ser detectadas somente com a densitometria

das imagens.
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A figura 07 mostra o zimograma com as diferentes areas de leituras das
amostras.

A oscilagdo dos valores medidos da atividade enzimatica foi menor durante
as fases de intenso crescimento, aumentando esta amplitude apos a fase de desaceleragédo do
crescimento, apds a quarta coleta (27 dias) para todos os clones, exceto para o clone F, que
apresentou uma desaceleragdo logo apds a segunda coleta (14 dias).

Na sexta coleta, aos 41 dias de cultura, a amplitude dos valores obtidos foi
pequena, quando comparado as outras coletas, havendo um comportamento similar entre
todos os clones. Nas proximas coletas, aos 48 e 55 dias, estes valores se distanciaram,
apresentando uma maior amplitude. Na ultima coleta, aos 55 dias, todos os clones
apresentaram maiores atividades em relagdo as primeiras coletas (7,14 e 21 dias). Mesmo o
clone F que apresentou um tempo menor para a desaceleragdo do crescimento, manteve a
mesma tendéncia dos demais clones.

A tabela 04 mostra os valores da atividade enzimatica no TMMS dos clones
C,D,E,F, H.

Tabela 04. Porcentagem de atividade enzimatica da 6-Fosfogluconato desidrogenase no

TMMS dos clones de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)

A 73,69 e

B 61,37 =

C 50,39 469,92
D 44,14 78,91
E 32,55 457,49
F 33,39 154,51
G 59,97 i
H 50,38 351,20
I 63,94 i

J 57,56 -

Onde: TMMS - Tempo méaximo de acumulo de matéria seca em dias.
** - Valores ndo estimados.
Estd enzima faz parte da via pentose fosfato € ¢ uma das enzimas
responsaveis pelo metabolismo energético da planta. Sua estrutura € considerada dimérica e

encontrada no citosol e plastidios (Kephart, 1990).
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4.2.3. Isocitrato desidrogenase (IDH)

A figura 10 mostra as curvas de tendéncias das atividades enzimaticas da
IDH, lidas no VDS em cada momento de coleta, mostrando grande varia¢do nas atividades

enzimaticas entre os clones em cada momento de coleta.

600
—#—Clone A —®—Clone B Clone C

5004 | ™ CloneD —®-CloneE  —®—CloneF
—m—CloneG —#®-CloneH —®-Clonel
——Clone J

400

300 -

200 -

100

MAXIMA DENSIDADE OPTICA (%)

60

TEMPO (DIAS)

Figura 10: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da Isocitrato desidrogenase

durante 55 dias de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio

JADS.

A figura 06 mostra o zimograma da IDH com as diferentes areas de leituras

das amostras.

A tabela 05 mostra os valores da atividade enzimatica da IDH no TMMS dos
clonesC, D, E, F, H.
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Tabela 05. Porcentagem de atividade enzimatica da Isocitrato desidrogenase no TMMS dos

clones de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)
A 73,69 ok
B 61,37 *k
C 50,39 161,59
D 44,14 120,50
E 52,55 443,41
F 33,39 87,60
G 59,97 ok
H 50,38 110,91
I 63,94 ok
J 57,56 ok

Onde: TMMS - Tempo maximo de acumulo de matéria seca em dias.

** _ Valores ndo estimados.

No inicio da cultura, até a primeira coleta (7 dias), o comportamento entre os
clones foi semelhante, observando-se um aumento da variagdo da atividade enzimatica dos
dados nas demais coletas. De modo geral, os clones ndo obedeceram um padrdo de
atividade enzimatica para todas as coletas. Houve um declinio das atividades enzimaticas e
uma menor amplitude dos valores nos momentos de maximo crescimento e inicio da
desaceleragdo do crescimento (entre coletas 27 e 41). O clone E, com um TMMS de 52,55
dias, apresentou uma atividade enzimatica alta em relagdo aos demais, com um pico
elevado na ultima coleta aos 55 dias. Em contrapartida, o clone F apresentou valores da
atividade enzimatica baixos, apesar de possuir um TMMS de 33,39 dias. Este clone,
provavelmente sofreu maiores efeitos que os demais em termos de senescéncia e estresse,
sem apresentar um comportamento irregular aos demais, quanto a atividade da IDH.

A IDH atua no ciclo do acido citrico, possuindo uma estrutura dimérica e
localizada em grande parte no citosol, podendo também ser encontrada nos plastidios
(Weeden & Wendell, 1989).
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4.2.4. Glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

A figura 11 mostra as curvas de tendéncias das atividades enzimaticas
lidas no VDS em cada momento de coleta. Uma grande variagdo no comportamento entre

os clones foi verificada em cada coleta.
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Figura 11: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da Glucose-6-fosfato desidrogenase

durante 55 dias de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio JADS.

A figura 07 mostra o zimograma da G6PDH com as diferentes areas de
leituras das amostras. A enzima apresentou sobreposi¢do de bandas, sendo detectadas
somente com a densitometria no VDS.

Observou-se uma oscilagdo maior entre os valores da atividade da

G6PDH na quarta coleta (27 dias). O clone E apresentou um pico de atividade alto em
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relagdo aos demais clones e, posteriormente, os valores retornam a patamares iniciais de
atividade.

O clone C apresentou uma maior atividade da enzima nas ultimas
coletas, apds a quinta coleta (34 dias). Os demais clones apresentaram valores similares ou
menores na ultima coleta (55 dias) do que nas fases iniciais da cultura.

A tabela 06 mostra os valores da atividade enzimatica da G6PDH no
TMMS dos clones C, D, E, F, H.

Tabela 06. Porcentagem de atividade enzimatica da Glucose-6-fosfato desidrogenase no

TMMS dos clones de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)

A 73,69 =

B 61,37 o

@ 50,39 193,96
D 44,14 44,43
E 52,55 76,67
E 33,39 63,36
G 59,97 o
H 50,38 36,95
I 63,94 "

J 57,56 o

Onde: TMMS - Tempo maximo de acimulo de matéria seca em dias.

** _ Valores ndo estimados.

A G6PDH atua no ciclo de Calvin e na via da pentose fosfato,
possuindo uma estrutura dimérica e localizada em grande parte no citosol e plastidios
(Kephart, 1990).

A enzima tém grande importancia para o metabolismo energético da
planta, ndo apresentando um padrido geral de declinio da atividade com as fases finais do
crescimento, periodo de maior agéo do estresse e do envelhecimento das plantas.

Deve-se ampliar o estudo para um maior numero de subculturas, a fim
de verificar se os valores iniciais da concentragdo da G6PDH s#o similares aos das fases

finais do crescimento iz vitro.
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4.2.5. Xiquimato desidrogenase (SKDH)

A figura 12 mostra as curvas de tendéncias das atividades enzimaticas
lidas no VDS em cada momento de coleta. As curvas apresentaram uma grande variagdo
das atividades enzimaticas em cada coleta, com uma similaridade geral no comportamento

enzimatico entre os clones.
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Figura 12: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da Xiquimato desidrogenase

durante 55 dias de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio JADS.

De maneira geral, observou-se um aumento da atividade enzimatica no
inicio da cultura e um retorno as atividades iniciais, apos 55 dias de cultura.

Na primeira coleta aos 7dias, uma alta na atividade da enzima SKDH
foi verificada em todos os clones, com uma queda na proxima coleta, aos 14 dias. Os clones
B, C e J, apresentaram uma pequena variagdo no padrdo geral dos demais clones . Na

terceira coleta aos 21 dias, os clones B e C mostraram uma alta na atividade da enzima em
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relagdo aos demais clones. Os clones B e C sdo hibridos de E. grandis x E. urophylla, ¢
apresentaram melhores condi¢des do estado final com relagéo a degeneragio do material. O
clone J, apresentou uma tendéncia de aumento da atividade juntamente com o clone H, na
ultima coleta, aos 55 dias.

A figura 06 mostra o zimograma da SKDH com as diferentes areas de
leitura das amostras. A enzima mostrou um agrupamento das bandas detectadas somente
com a densitometria no VDS.

A tabela 07 mostra os valores da atividade enzimatica da SKDH no
TMMS dos clones C, D, E, F, H.

Tabela 07. Porcentagem de atividade enzimatica da Xiquimato desidrogenase no TMMS

dos clones de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE(%)
A 73,69 **
B 61,37 ok
* 50,39 118,21
D 44,14 92,36
E 52,95 88,29
F 33,39 84,51
G 59,97 ok
H 50,38 84,64
| 63,94 e
J 57,56 5

Onde: TMMS - Tempo maximo de acimulo de matéria seca em dias.
** - Valores ndo estimados.

A amplitude dos valores da atividada da SKDH no TMMS ndo foi
grande para os clones que permitiram esta estimag@o, apesar do valor de TMMS variar em
muitos dias, como o clone F (33,39) e o clone E (52,55).

Esta enzima atua na sintese de compostos aromaticos, possuindo uma
estrutura monomeérica e localizada no citosol e plastidios (Torggler et al. 1995; Alfenal et
al. 1990). Ela atua na a lignificagdo das paredes celulares, sendo uma das enzimas mais
importantes deste processo. A enzima apresenta uma alta atividade nas fases de intensa
lignificag@o da células e durante as fases finais do crescimento da planta. A enzima, atua no
metabolismo secundério com o aumento da sintese de substancias aromaticas, que uma vez

oxidadas, aumentam o efeito do estresse, e consequentemente do envelhecimento.
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4.2.6. Malato desidrogenase (MDH)

Dois locos da enzima foram estudados, em duas regides do gel,
considerando-se MDH-1 e MDH-2. Estes locos, sdo mostrados na figura 06, com as areas
de leitura das amostras. Os dois locos apresentaram um comportamento similar quanto a
atividade da enzima no decorrer do crescimento para todos os clones. Uma variagdo deste
padrido foi verificada no inicio do crescimento, aos 7 dias, e na ultima coleta, aos 55 dias,
para os dois locos estudados. O loco MDH-1, apresentou uma unica banda, enquanto o loco

da MDH-2 apresentou um fenétipo dimérico, com varias bandas.

4.2.6.1. Malato desidrogenase 1

A figura 13 mostra as curvas de tendéncia das atividades enzimaticas
da MDH-1, lidas no VDS em cada momento de coleta. As atividades apresentaram grande

oscilac@o de valores nas diferentes coletas e no comportamento dos clones.
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Figura 13: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da Malato desidrogenase-1 durante

55 dias de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio JADS.

A tabela 08 mostra as atividades de enzimas em porcentagem no

tempo maximo de acimulo de massa seca (TMMS) dos clones C, D, E, F, H.
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Tabela 08. Porcentagem de atividade enzimatica da Malato desidrogenase-1 no TMMS dos

clones de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)
A 73,69 ok
B 61,37 xk
C 50,39 76,86
D 44,14 34,24
E 52,55 80,11
F 33,39 44,68
G 59,97 ok
H 50,38 49,61
I 63,94 ok
J 57,56 ok

Onde: TMMS - Tempo maximo de acumulo de matéria seca em dias.

**% _ Valores ndo estimados.

De maneira geral, foram observados trés picos de atividade
enzimatica para esta enzima, respectivamente aos 14, 27 e 55 dias de cultura.

Dentre os clones C, D, E, F e H, as maiores porcentagens foram
verificadas para clones com menor valor de TMMS, como os clones D ¢ F.

A concetragéo final da isoforma MDH-1, aos 55 dias, foi maior que a
inicial para todos os clones. O mesmo néo sendo verificado para a MDH-2. Para a MDH-2,
os clones F e G mostraram valores menores da atividade enzimatica aos 55 dias do que no
inicio do experimento, porém o TMMS do clone F foi o menor dentre todos os clones, mas
o clone G apresentou um TMMS superior ao do clone F e a de varios outros.

Esta enzima atua no ciclo do écido citrico, na fotorespiragdo e na
fotossintese de plantas C4, possuindo uma estrutura dimérica, podendo apresentar até trés
locos de atividade. Ela possui uma localizag@o variada nas células, estando em grande parte
no citosol e nas mitocondrias (Weeden & Wendel, 1989). A enzimas malato desidrogenase

1 e 2 realizam a mesma conversao enzimatica.
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4.2.6.2. Malato desidrogenase 2
A figura 14 mostra as curvas de tendéncias da atividades enzimatica

da isoforma MDH-2 lidas no VDS nos diferentes momento de coleta, possuindo um

comportamento grafico semelhante as atividades medidas na MDH-1.
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Figura 14: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da Malato desidrogenase-2 durante

55 dias de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio JADS.

A figura 06 mostra o zimograma com as areas de leituras das
amostras para a isoforma MDH-2. Houve um maior niimero de bandas nesse loco, com um

agrupamento sendo detectadas apenas com a densitometria das bandas no VDS.
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A tabela 09 mostra as quantidades da enzima MDH-2 em
porcentagem no tempo maximo de acumulo de massa seca (TMMS) dos clones C, D, E, F,

H.

Tabela 09. Porcentagem de atividade enzimatica da Malato desidrogenase-2 no TMMS dos

clones de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)

A 73,69 e

B 61,37 ad

C 50,39 139,46
D 44,14 45,44
E 32,55 82,38
F 33,39 99,65
G 39.97 oK
H 50,38 94,40
I 63,94 *E

J 57,56 ki

Onde: TMMS - Tempo maximo de acimulo de matéria seca em dias.

** _ Valores ndo estimados.

Ndo houve uma similaridade no comportamento entre as
porcentagens de atividade da MDH-2 no TMMS dos clones com o avango do estresse € do
envelhecimento. Clones como o F e o D, apesar de menores valores de TMMS e sujeitos a
um maior efeito do envelhecimento, tiveram grandes variagdes nas porcentagens de

atividade da MDH-2 entre si e os demais clones com maior valor de TMMS.
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4.2.7. Fosfoglucose isomerase (PGI)

Esta enzima foi a que demonstrou um comportamento mais homogénio
quanto a atividade em cada coleta para os locos PGI-1 ¢ PGI-2. Uma considerada alta na
atividade foi verificada na ultima coleta, aos 55 dias, em todos os clones analisados. O
clone F, com menor valor de TMMS, apresentou uma menor porcentagem de atividade
enzimatica, para os dois locos, aos 55 dias, mostrando um declinio mais rapido do

crescimento com maiores efeitos do estresse e do envelhecimento.

4.2.7.1. Fosfoglucose isomerase 1

A figura 15 mostra as curvas de tendéncia das atividades enzimaticas
lidas no VDS em cada momento de coleta. A amplitude dos dados entre os clones em cada

coleta foi maior para PGI-1 do que para a PGI - 2. Comparar figura 13 com a figura 14.
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Figura 15: Curvas de tendéncia da atividade enzimética da Fosfoglucose isomerase-1

durante 55 dias de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio JADS.

A figura 05 mostra o zimograma com as areas de leitura das amostras.
Houve um agrupamento de bandas, como ja mencionado para outras enzimas. A

visualiza¢8io das bandas foi possivel somente com a densitometria no VDS.

A tabela 10 mostra as atividades enzimaticas da PGI-1, em

porcentagem, no tempo maximo de acimulo de massa seca (TMMS) dos clones C, D, E, F,
H.
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Tabela 10. Porcentagem de atividade enzimatica da Fosfoglucose isomerase-1 no TMMS

dos clones de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)

A 73,69 E

B 61,37 .

C 50,39 98,09
D 44,14 70,13
E 52,55 405,65
K 33.39 130,30
G 39.97 .

H 50,38 254,32
I 63,94 i

J 57,56 ik

Onde: TMMS - Tempo méaximo de acimulo de matéria seca em dias.

** _ Valores ndo estimados.

Esta enzima atua na via da glicolise e na sintese de amido, possuindo
uma estrutura dimérica. Ela estd localizada no citosol e nos plastidios (Kephart, 1990). O
comportamento da atividade enzimaética variou no decorrer do crescimento, com uma alta
da atividade na primeira coleta (7 dias) e em torno da quarta coleta (27 dias). Nestes
periodos, a maioria dos materiais se encontraram em desenvolvimento, exceto os clones F e
D que desaceleraram seu crescimento e diminuiram o acimulo de massa seca.

Observou-se um aumento de atividade enzimética com o aumento do

crescimento, tanto para a PGI-1 e PGI-2.

4.2.7.2. Fosfoglucose isomerase 2

A figura 16 mostra as curvas de tendéncia da atividade enzimatica da

PGI-2 lidas no VDS em cada momento de coleta. O comportamento foi similar as curvas de

tendéncia, obtidas para o loco PGI-1.
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Figura 16: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da Fosfoglucose isomerase-2

durante 55 dias de cultura in vitro de clones de Fucalyptus spp. em meio JADS.

A figura 05 mostra o zimograma com as diferentes areas de leituras
das amostras. A enzima apresentou sobreposi¢do de bandas, sendo detectadas com a

densitometria no VDS.

A tabela 11 mostra as atividades da enzima PGI-2 em porcentagem no

tempo maximo de acimulo de massa seca (TMMS) dos clones C, D, E, F, H.
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Tabela 11. Porcentagem da atividade enzimatica da Fosfoglucose isomerase-2 no TMMS

dos clones de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)

A 73,69 Ho

B 61,37 ok
e 50,39 371,67
D 44,14 63,11
E 52,55 400,28
F 33,39 114,27
G 59,97 ok
H 50,38 258,41
I 63,94 ok

J 57,56 ok

Onde: TMMS - Tempo maximo de acimulo de matéria seca em dias.

** _ Valores nfo estimados.

As atividades enzimaticas estimadas para os clones C, D, E, F ¢ H,
mostraram uma grande variagdo da amplitude dos valores, com o aumento da atividade

enzimatica nas coletas finais, onde o crescimento e o envelhecimento se intensificaram.

4.2.8. Peroxidase (PO)

A enzima apresentou uma grande variagdo no comportamento em cada
momento de coleta. Uma tendéncia de alta na atividade foi verificada nas primeiras coletas,
quando o crescimento dos clones foi maior. A partir da quarta coleta (27 dias), a atividade
da enzima retornou aos patamares iniciais da cultura, mantendo-os, até os 55 dias. A
atividade da peroxidase ¢ extremamente variada quanto a fisiologia da planta nas diferentes
fases do crescimento. Ela atua em todas as partes da célula, principalmente junto as
membranas (Hirsh, 1990). O aumento da atividade nos primeiros estagios da cultura, pode
indicar uma relag@o da peroxidase com a multiplicagéio e diferenciag@o celular (Hirsh,
1990), reduzindo esta atividade nos periodos de baixo ou nenhum crescimento. Ndo é
possivel afirmar qual a causa da queda da atividade nas fases finais de crescimento para as
condi¢des estudadas, demonstrando um comportamento contrario a outros estudos, que
mostraram um aumento na atividade da peroxidase com o aumento do estresse e do

envelhecimento.
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Nas ultimas coletas, a perda de estrutura na parte central conjuntos de
brotagdes foi grande para os clones com menor valor de TMMS. Nesta regido foi observada
a maioria das células de calos, que durante as fases de crescimento intenso, sofreram uma
acdo da peroxidase, devido a expansdo e ao processo de peroxida¢do da parede celular. Isto
poderia ser uma das causas da maior atividade durante o crescimento.

A figura 17 mostra as curvas de tendéncia da atividade enzimatica da
PO lidas no VDS em cada momento de coleta, com uma maior variagdo no comportamento

entre os clones nas fases iniciais de crescimento.

—#—Clone A —8—Clone B Clone C —#—Clone D —=—Clone E

—#—Clone F —#—Clone G —#—Clone H —#—Clone | —&-—-Clone J

= s N N (] () g
(=] (4] (=} (42 (=] (3]
o (=] o o o o o
1 1 I ' 1 1

re

MAXIMA DENSIDADE OPTICA (%)

0 10 20 30 40 50 60
TEMPO (DIAS)

Figura 17: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da Peroxidase durante 55 dias de

cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio JADS.

Observou-se um acimulo da atividade enzimatica durante a primeira

metade do periodo de cultura estudado, com pico aos 21 dias. Durante a segunda metade do
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periodo de cultura, verificou-se uma sensivel queda da atividade da enzima, que regressou
aos niveis observados no inicio da cultura.

A figura 05 mostra o zimograma com as diferentes areas de leituras
das amostras. A enzima apresentou uma pequena variagdo do numero de bandas durante o
crescimento dos clones. As variagdes nas isoformas dessa enzima sio decorrentes da
atuagdo em muitas regides da célula, sendo sua sintese estimulada, em grande parte, pelas

condi¢des do meio ambiente (Kephart, 1990).

A tabela 12 mostra os valores da concentrag@o da peroxidase no tempo

de maximo acumulo de matéria seca (TMMS) dos clones C, D, E, F, H.

Tabela 12. Porcentagem de atividade enzimatica da Peroxidase no TMMS dos clones de

Eucalyptus spp, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)
A 73,69 ok
B 61,37 ok
C 50,39 97,17
D 44,14 136,40
E 52,55 64,99
F 33,39 109,92
G 59,97 ok
H 50,38 48,09
I 63,94 ok
J 57,56 ok

Onde: TMMS - Tempo maximo de acimulo de matéria seca em dias.

** _ Valores nio estimados.

Esta enzima atua nas via oxidativas da planta, podendo possuir uma
estrutura monomérica e/ou dimérica, apresentando muitos locos com grandes variagdes de
isoformas nos zimogramas. Ela estd localizada no citosol e junto a parede celular e as

membranas dos componentes celulares (Kephart, 1990).
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4.2.9. Leucina aminopeptidase (LAP)

A figura 18 mostra as curvas de tendéncia da atividade enziméatica
da LAP lidas no VDS em cada momento de coleta. Uma grande variagdo no
comportamento entre os clones foi verificada, apresentando uma alta na atividade da
enzima nas fases iniciais de crescimento. Um pico de atividade foi observado entre a
coleta 2 (14 dias) e coleta 3 (21dias) para a maioria dos clones, sendo que a atividade
enzimatica retornou a patamares iniciais na coleta 5 (34 dias), mantendo esses valores

até as coleta finais, aos 55 dias de cultura.
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Figura 18: Curvas de tendéncia da atividade enzimatica da Leucina aminopeptidase

durante 55 dias de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio
JADS.
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O clone A apresentou um comportamento diferente dos demais,
com uma atividade menor, porém com uma pequena alta na atividade no inicio da
cultura. Este clone corresponde ao hibrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla e apresentou um valor de TMMS de 73,69 dias, superior a todos os outros
clones. Este clone mostrou boas condi¢gdes de crescimento, com um menor efeito do
estresse € do envelhecimento em relagdo a maioria dos demais clones.

A figura 07, mostra o zimograma da LAP com as diferentes areas
de leitura das amostras.

A tabela 13, mostra os valores da atividade enziméatica da LAP no
TMMS dos clones C, D, E, F, H.

Tabela 13. Porcentagem de atividade enzimatica da Leucina aminopeptidase no TMMS

dos clones de Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS ATIVIDADE (%)
A 73,69 ok
B 61,37 ok
C 50,39 118,21
D 44,14 92,36
E 52,55 88,29
F 33,39 845,14
G 59,97 ok
H 50,38 84,64
I 63,94 ok
J 57,56 ok

Onde: TMMS - Tempo méaximo de acimulo de matéria seca em dias.

** _ Valores ndo estimados.

Verificou-se uma pequena variagdo das atividades da enzima no
TMMS dos clones C, D, E, F, H.

Esta enzima estd localizada no citosol das células e atua no
catabolismo de proteinas, possuindo uma estrutura monomérica, apresentando de dois a
trés locos. (Torggler et al. 1995).

Assim, esperava-se uma atividade mais alta dessa enzima nos

clones de menor valor de TMMS. Isto ndo se confirmou, pois os clones F ¢ D, com
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valores de TMMS de 33,39 dias e 44,14 dias respectivamente, ndo apresentaram este
padrdo. O clone I, com TMMS de 63,94 dias, mostrou uma das maiores atividades dessa
enzima nas primeiras fases do crescimento, apesar de apresentar um dos maiores valores
de TMMS. O catabolismo de proteinas ¢ mais intenso nas fases finais de crescimento e
de estresse. O aumento da atividade da LAP nas primeiras fases de crescimento,
contraria esta idéia. Esse comportamento poderia refletir uma agio enzimadtica sobre
proteinas na formagdo e re-mobilizagdo para outras estruturas. Esta afirmagdo ndo pode
ser confirmada neste estudo. A maioria dos clones mostraram valores semelhantes de
atividades da LAP nas fases iniciais e finais do crescimento, mantendo esses niveis nos

periodos onde o crescimento era desacelerado, como nos clones D e E.

4.2.10. Proteinas solaveis totais

A figura 19 mostra as curvas de tendéncia das quantidades de
proteinas soluveis totais pelo método do Biureto. Uma grande oscilagdo foi verificada
nas concentragdes de proteinas em cada momento de coleta. O clones C, D ¢ E
apresentaram concentra¢des finais maiores que as quantidades iniciais apds 55 dias de
cultura. Os demais clones mantiveram valores finais e iniciais semelhantes. O clone I
apresentou um valor superior da concentrag@o de proteinas soluveis totais no material da

subcultura anterior do que na ultima coleta do experimento.
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Figura 19: Curvas de tendéncia da concentragdo de proteinas soliveis totais durante 55
dias de cultura in vitro de clones de Eucalyptus spp. em meio JADS.
A tabela 14, mostra os valores da concentragdo de proteinas soliveis

totais em mg/gr de matéria fresca no TMMS dos clones C, D, E, F, H.

Tabela 14. Porcentagem de proteinas soliveis totais no TMMS dos clones de

Eucalyptus, cultivados em meio JADS in vitro.

CLONE TMMS QUANTIDADE

mg/gr

A 73,69 e

B 61,37 bk

C 50,39 0,0080

D 44,14 0,0063

E 52,55 0,0091

F 33,39 0,0018

G 59,97 i

H 50,38 0,0035

I 63,94 *x

J 57,56 *

Onde: TMMS - Tempo maximo de actimulo de matéria seca em dias.

** _ Valores ndo estimados.
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Observou-se uma grande variagdo das concentragdes de proteinas

soluveis totais no TMMS dos clones C, D, E, F, H.

Nao foi possivel estabelecer uma correlagdo entre a concentragio de
proteinas totais dos clones durante as fases de crescimento (Dias, 1982) e os momentos

de maior acdo do estresse e do envelhecimento.

Os clones ndo mostraram um padrdo de comportamento entre os
tempos de maximo acumulo de matéria seca (TMMS) e as porcentagens de atividades
para a maioria das enzimas estudadas. Os valores das porcentagens das atividades
enzimaticas variaram independentemente do maior ou menor valor de TMMS dos
clones. Desta forma, devem-se intensificar os estudos da atividade de enzimas para o
monitoramento do crescimento iz vitro no sentido de indicagdo dos melhores momentos

para as repicagens de diferentes materiais genéticos em carater comercial.

A utilizagdo do tempo de maximo acumulo de matéria seca
(TMMS) na indicagdo do momento ideal para a repicagem, mostrou-se mais eficiente
que a utilizagdo de pardmetros bioquimicos como a utilizagdo de enzimas, por estes
sofrerem grandes influéncias do ambiente e atuarem em vias metabolicas complexas de

dificil compreensao.



5. CONCLUSOES

Uma amplitude superior ao dobro do tempo entre o maior valor
(Clone A:73,69 dias) e o menor (Clone F: 33,39 dias) foi verificada entre as estimativas
de tempo méaximo de acimulo de matéria seca (TMMS). Esta variagido ¢é decorrente da
variabilidade genética entre os clones.

Nao ¢ aconselhavel a utilizagdo de um tnico protocolo de
propagacgdo in vitro devido a grande variagdo no TMMS que ocorre em diferentes
materiais genéticos.

Clones com TMMS similares apresentaram grandes variagdes
nas atividades enzimaticas, mostrando que o crescimento das brotagdes de Eucalyptus
spp. ndo depende diretamente da atividade de uma unica enzima.

As enzimas analisadas demonstraram grande variagdo quanto
ao comportamento das atividades enziméaticas nos diferentes momentos de coleta e fases
do crescimento in vitro de Eucalyptus spp.

Houve um aumento da atividade para a maioria das enzimas,
principalmente ACP, G6PDH, MDH-1 ¢ MDH-2. As enzimas PO, LAP ¢ SKDH
apresentaram maiores atividades nas primeiras fases do crescimento in vitro, decaindo
sua atividade a patamares iniciais com o aumento do tempo de cultura e conseqiiente
envelhecimento.

A enzima PGI apresentou uma similaridade nos padrdes de
atividade para os dois locos analisados, PGI-1 e PGI-2. Uma consideravel alta da
atividade enzimatica foi verificada para os dois locos nas duas ultimas coletas (48 e 55

dias), periodo em que a agéo do estresse e do envelhecimento se intensificaram.
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Apenas a enzima Peroxidade (PO) apresentou variagdo do
nimero de bandas. As demais isoenzimas ndo apresentaram varia¢gdo no nimero de
bandas durante as diferentes coletas, verificando-se apenas alteragdes das atividades das

mesmas no decorrer do crescimento.



6. ANEXOS

RELACAO DE PROTOCOLOS PARA A DETERMINACAO DE PROTEINAS
SOLUVEIS TOTAIS (METODO DO BIURETO) E PARA A ELETROFORESE DE
ISOENZIMAS



ANEXO A

Composi¢do do meio JADS, descrito por Correia (1993), sem a adigdo de arginina e

glutamina.

Composigdo do meio de cultura JADS.

Substancia mg/1
NH4NO; 324.0
KNO; 809.0
KH,PO4 408.0
Ca (NOs), . 4H,0 1181.0
MgSO4 . 7TH,0O 739.5
FeSO4 . 7TH,0O 55.6
Na, EDTA 74.5
MnSOy . 4H,0 16.9
ZnS04 . TH,0O 4.32
Na;MoO4 . 2H,0 0.15
CuSO4 . 5SH,0O 1.25
CoCL; . 6H,0 0.25
H3;BOs 3.1
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina - HCI 0.5
Tiamina — HCI 5.0
Mionositol 100.0
L — cisteina 2.50
Pantotenato de Célcio 2.40

Sacarose 30000.0
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ANEXO B

Protocolo para o método do Biureto de determinag@o de proteinas soluveis totais

(Weichselbaum, 1946).

1. Solug@o estoque de biureto

Composicdo de solugdo estoque para dosagem de proteinas pelo método do biureto.

Substancia Quantidade
Tartarato de sédio e potassio (sal de Rochelle) 45 g
NaOH 0,2 N 400 ml
Dissolver e juntar CuSO4 . SH,O 15¢g
Iodeto de potassio 5g

Dissolver todo o reagente em 1 litro com NaOH 0,2 N

2. Reagente de Biureto

Diluir 20ml da solugdo estoque para 100 ml com NaOH 0,2 N contendo 5g de

iodeto de potéssio. A solug@o de soda e iodeto de potassio deve ser livre de carbonato.

3. Utilizar uma aliquota de 0,1 ml de amostra para Sml do reagente do biureto,
deixando em banho-maria a 32° C durante 10 minutos. Utilizar 0,1 ml de 4gua e Sml de

biureto como o padrio branco.



ANEXO C

Composicédo da solugdo extratora n°l de Alfenas et al. (1991), sem a presenga da
substancia B-mercaptoetanol.

Composi¢do da solug@o extratora n® 1 de Alfenas (Alfenas et al., 1991).

Substancia Quantidade
Fosfato de sodio bibasico (0,034M) 0,6 g
Sacarose (0.2M) 7g
PVP - 40 (2,56%) 2.56 g
DTT (3mM) 50 mg
L - Acido ascérbico (5,7 mM) 100 mg
DIECA (5,8 mM) 100 mg
Bissulfito de sédio (2,6 mM) 50 mg
Borato de sodio ( Borax ) (2,5 mM) 50 mg
Polietilenoglicol - 6000 (1%) lg

Agua deionizada ( ou destilada q. s. p. ) 100 ml
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ANEXO D

Composicao dos sistemas tampao gel/eletrodo para eletroforese e condi¢des de corrida.

SISTEMA TAMPAO CONDICOES
DE
GEL ELETRODO CORRIDA
Citrato Morfolina Diluiggo 1:20 do Ac. citrico (0,04M) 8,40 9mA/cm de gel
(CM)! tampao eletrodo g/1. N-(3 aminopropil)
Morfolina: titular até pH
6.1
Tris citrato (TC)*  Diluigdo a 3,5% do  Tris 27.01 g/l Ac. citrico 20 V/cm de gel
tamp@o eletrodo 16,52 g/l
(pH 7,5)
Tris borato (TB)°  Aliquotas de 2,5% das Ac. bérico 0,3M, inicio: 150V
solugdesTris 0,015M e acertado pHS8,3 com (30mim.) e em
Ac. citrico 0,036M NaOH 4N seguida aumentar
acertado pH 8.3 com para 300V

cristais de trizma base.
1. Cheliak & Pitel (1984)

2. Alfenas et al. (1991)
3. Ballve et al. (1991)
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ANEXO E

Protocolos para colorag@o enzimatica em gel de amido das enzimas estudadas.

Fosfatase acida. ACP - E. C. 3.1.3.2
o~ naftil fosfato acido de s6dio0,04g
Fast Garnet GBC salt 0,04g
MgCl, (1%) 2ml
Tampdo acetato de Na 0,1M  40ml

O gel foi mantido no escuro a 30 - 37° C, até aparecerem as bandas,

descartando a solug@o de colorag@o e fixando o gel em solugio de glicerol a 10%.

Um tempo de colorag@o de 1,5 horas foi padronizado para a ACP,.

Glucose-6-fosfato desidrogenase. G6PDH - E.C. 1.1.1.49

Glucose-6-fosfato 200mg
NADP", Na, 20mg
MTT ou NBT 20mg
PMS 2mg
MgCl, (1%) Iml
Tris-HCI 0,2M pHS,0 100ml

O gel foi mantido no escuro a 30 - 37° C, até aparecerem as bandas,
descartando a solugdo de coloragéo e fixando o gel em solugéo de glicerol a 10%.

Um tempo de coloragdo de 50 minutos foi padronizado para a
G6PDH.
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Continuagdo do Anexo E

6-fosfogluconato desidrogenase. 6PGDH - E.C. 1.1.1.44
Ac. 6-fosfoglucdnico, Naj 40mg

NADP", Na, 20mg
MTT ou NBT 20mg
PMS 2m
MgCl;, (1%) 2ml
Tris-HCI 0,1M pHS8,0 100ml

O gel foi mantido no escuro a 30 - 37° C, até aparecerem as bandas,
descartando a solug@o de coloragdo e fixando o gel em solugdo de glicerol a 10%.

Um tempo de coloragdo de 1 hora e 50 minutos, foi padronizado
para a 6GPDH.

Isocitrato desidrogenase. IDH - E. C. 1.1.1.42

DL-Ac. isocitrico, Nas 200mg
NADP", Na, 20m
MTT ou NBT 20mg
PMS 2mg
MgCl, (1%) 2ml
Tris-HCI 0,1M pHS8,0 100ml

O gel foi mantido no escuro a 30 - 37° C, até aparecerem as bandas,
descartando a solugdo de coloragdo e fixando o gel em solugdo de glicerol a 10%.

Um tempo de colorag@o de 1 hora foi padronizado para a IDH.
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Continuag@o do Anexo E

Leucina aminopeptidase. LAP - E. C. 3.4.11.1

Preparacdo da solugdo A

Tris 24 2¢
Ac. maléico 24 2¢g
Agua destilada 1000ml

Preparagdo da solugdo B
NaOH 0,8¢g
Agua destilada 1000ml

Misturar 50ml da solugdo A e 20ml da solugdo B com 200ml de
agua destilada. Tera pH 6.0.

Solugio para a colorag@o:

L-Leucina-B-naftilamida 10mg

Fast Black K salt 20mg
Agua destilada 30ml
Mistura A + B 70ml

O gel foi mantido no escuro a 30 - 37° C, até aparecerem as bandas,
descartando a solugéo de coloragdo e fixando o gel em solugdo de glicerol a 10%.
Um tempo de colorag@o de 1 hora e 10 minutos, foi padronizado

para a LAP.
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Continuagdo do Anexo E

Malato desidrogenase. MDH - E. C. 1.1.1.37
Ac. mélico 0.5M pH 8.0 4ml

NAD", Na, 20mg
MTT ou NBT 20mg
PMS 2mg

Tris-HCI 0,1M, pH 8,5 1 00ml

O gel foi mantido no escuro a 30 - 37° C, até aparecerem as bandas,
descartando a solug@o de coloragéo e fixando o gel em solug@o de glicerol a 10%.

Um tempo de coloragdo de 40 minutos, foi padronizado para a
MDH.

Peroxidase. PO - E. C. 1.11.1.7
O-dianizidina bi-HCI 32mg

H,0, (3%) 2ml

Tampao acetato de s6dio0,1M pH4,5 100ml

O gel foi mantido no escuro a 30 - 37° C com a solugdo contendo
somente O-dianizidina bi-HCI por 30 minutos e adicionar em seguida a H,O, (3% v/v),
permitindo a coloragdo imediata, descartando a solugdo de coloragdo e fixando o gel em
solugdo de glicerol a 10%.

Um tempo de coloragdo de 2 minutos foi padronizado para a PO
apos a adicdo de HyO, (3% v/v).
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Continuagdo do Anexo E

Fosfoglucose isomerase. PGI - E. C. 5.3.1.9

Frutose-6-fosfato, Na, 75mg

NADP", Na, 20mg

MTT ou NBT 20mg

PMS 2ml

MgCl, (1%) 2ml

Tris-HC1 0,1M pHS,0 100ml
Glucose-6-fosfato desidrogenase 0,02ml ou 20 un

Adicionar G6PDH por ultimo e manter o gel no escuro a 30 - 37°C,
até aparecerem as bandas, descartando a solugdo de coloragdo e fixando o gel em
solugdo de glicerol a 10%.

Um tempo de coloragdo de 50 minutos foi padronizado para a PGL

Xiquimato desidrogenase. SKDH - E. C. 1.1.1.25

Ac. xiquimico 100mg
NADP", Na, 20mg
MTT ou NBT 20mg
PMS 2mg
Tris-HC1 0,1M pHS,5 100ml

O gel foi mantido no escuro a 30 - 37° C, até aparecerem as bandas,
descartando a solugdo de coloragdo e fixando o gel em solugdo de glicerol a 10%.
Um tempo de coloragdo de 50 minutos foi padronizado para a

SKDH.
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