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RESUMO

Inducdo e selecdo de linhagens celulares de Eucalyptus urophylla para tolerancia aos
estresses hidrico e térmico

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a possivel relagdo entre a temperatura alta
e o provavel aumento de tolerancia a deficiéncia hidrica, bem como identificar e selecionar as
linhagens celulares de Eucalyptus urophylla sob os aspectos fisiologicos e bioquimicos. Para
isso, calos oriundos de hipocoétilos de Eucalyptus urophylla mantidos em cultura de tecidos em
meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985) com 5 mg L' de Picloram foram utilizados para conduzir
os testes. Estes calos foram submetidos a uma pressao de selecdo em meio N7 (SIMOLA, 1985)
suplementado com 20% de polietilenoglicol (PEG 6000) e em seguida, eles foram tratados em
diferentes temperaturas (25, 30, 35, 40 e 45°C) por duas horas em BOD. Entdo, esses frascos
foram mantidos por vinte dias sob condi¢des constantes de luz (50 pmol m™ s’ PAR) e
temperatura de 26 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas. Apos esse periodo, parte do material foi
avaliada e o restante foi transferido para meio de cultura N7 suplementado com 5 mg L™ de
Picloram. Decorrido quatro meses, parte das linhagens sobreviventes a primeira selecao foram
transferidas para o meio N7 liquido, visando avaliar a capacidade de recuperagdo do material. O
restante dos calos selecionados foi novamente submetido aos estresses hidrico e térmico,
conforme o tratamento realizado anteriormente, por vinte dias. Para avaliagdo das trés etapas do
experimento (primeira selecdo, recuperacdo e segunda selecao), foram feitas determinacdes do
teor de prolina, proteinas totais soliveis e carboidratos ndo-estruturais soluveis (4acido
glucoronico, celobiose, glicose, poliose e arabinose), bem como avaliacdo do crescimento através
da medi¢do do peso seco e peso fresco. Os resultados foram avaliados por analise fatorial
utilizando técnicas de componentes principais (PCA) e pela comparacao de médias de acordo
com a Analise de Variancia (ANOVA) e LDS (Least Significant Difference). Assim, verificou-se
que em primeira instancia, altas temperaturas podem aumentar a tolerancia a posterior deficiéncia
hidrica, mas numa segunda exposi¢ao essa vantagem ndo ¢ significativa. Além disso, linhagens
tolerantes a condigdes de estresse podem ser selecionadas utilizando essa metodologia.

Palavras-chaves: selegdo in vitro, Eucalyptus urophylla, estresse hidrico, estresse térmico.
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ABSTRACT

Induction and selection of Eucalyptus urophylla cell lines resistant to thermic and hydric
stresses

This work aimed to assess a possible relation between hight temperature and improvement
in drought tolerance, as well as identify and select Eucalyptus urophylla cell lines under
physiological and biochemical aspects. Callus obtained from hypocotyl of Eucalyptus urophylla
and cultivated in N7 medium (SIMOLA, 1985) with the addition of 5mg.L"' of Picloram were
used to carry out the tests. These callus were transferred to N7 medium (SIMOLA, 1985)
suplemented with 20% of PEG 6000 and then, they were treated at different temperatures (25, 30,
35, 40 and 45°C) for two hours in BOD. Then, they were kept under constant conditions of light
(50 pmol m™ s PAR) and temperature (26 + 2 °C) with photoperiod of 12 hours for 20 days.
After that, part of the material was evaluated and the remained callus was transferred to N7
medium supplemented with 5 mg L' of Picloram. Passed four mouths, half of the selected cell
lines was transferred to N7 liquid medium, aiming to evaluate the capacity of recovery of the
material. The other part of the selected callus was submitted to water and thermal stress again, as
in the first selection, for 20 days. The evaluation of the callus response was made through the
quantification of proline, total soluble proteins, soluble sugars (glucoronic acid, glucose,
celobiose, poliose and arabinose). The data were analised through fatorial analises using principal
component techinics and through means comparation according to ANOVA and LSD (Least
Significance Difference) test. Thus, these results showed a positive relation between hight
temperature and improvement in drought tolerance in first instance, but in a second exposition to
this stress factor, these advances was not significant. Tolerant cell lines to stress conditions could
be selected using this methodology.

Key words: in vitro selection, Eucalyptus urophylla, water stress, heat stress.
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1 INTRODUCAO

O Eucalyptus é uma arvore que exibe uma excelente produtividade, fibras curtas de boa
qualidade e que produz alta quantidade de polpa celuldsica. Devido a tantas qualidades, o
eucalipto ¢ amplamente empregado e o seu plantio e uso vem crescendo pelo mundo. Entretanto,
a maior limitagdo para a expansdo dessa espécie ¢ a alta sensibilidade ao estresse térmico e
hidrico, causando perdas na produtividade seja devido diretamente ao estresse abiotico sofrido ou
as doengas resultantes da condi¢cdo ambiental.

Assim, o monitoramento precoce dessas mudangas ocorridas nos tecidos das plantas nos
permite identificar e entender o mecanismo de controle dos estresses hidrico e térmico, e, dessa
forma, nos levar a sele¢do de espécies tolerantes.

Recentemente, descobriu-se que proteinas do estresse sdo sintetizadas em resposta a
diferentes fatores ambientais (BRAY, 1993), tais como dois polipeptidios (70 e 80 kDa) que sdo
produzidos em resposta a deficiéncia hidrica, os quais sdo similares as proteinas de choque
térmico (heat shock protein — HSP) sintetizadas em resposta a esse estresse. [sso nos mostra que a
adaptacdo da planta a seca do solo ¢ acompanhada pela heranga de sua tolerancia ao déficit
hidrico e a alta temperatura (KUZNETSOV et al., 1992).

Portanto, hipotetiza-se que tratamentos utilizando temperatura alta podem aumentar a
tolerancia a deficiéncia hidrica em calos de Eucalyptus urophylla.

Dessa forma, este trabalho visou avaliar a possivel relagdo entre a temperatura alta e o
aumento de tolerancia a deficiéncia hidrica, bem como identificar e selecionar as linhagens

celulares de Eucalyptus urophylla sob os aspectos fisiologicos e bioquimicos.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Revisdo bibliografica

2.1.1 Selegéo de linhagens

Selegdo, em genética, € a contribuicdo diferenciada de descendentes, através de genotipos
distintos da mesma populagdo, para a proxima gera¢ao (VALOIS et al., 1996). Assim, ha duas
estratégias basicas para selecdo de mutantes “in vitro” (GONZALES, 1994):

1) Selecdo numa unica etapa: o agente de selecdo € usado em concentragdes duas ou trés vezes
maior que a concentracdo minima resultante (CMR) em 100% de inibicdo. Esse ¢ um método
simples com resultados claros e com menor probabilidade de falhas.

i1) Selec@o em vdrias etapas: essa estratégia pode ser aplicada onde a selecdo em Unica etapa nao
funciona. A concentracdo do agente de selecdo ¢ consideravelmente menor que a CMR, ficando
por volta de 50% de inibicdo. A concentracdo aumenta gradualmente em subcultivos sucessivos
para permitir o rapido crescimento de células resistentes para os tipos selvagens das células
sensiveis que ultrapassam o limite de crescimento. Por esse processo, deveria ser possivel a
obtencdo eventual de culturas crescendo vigorosamente com inibidor bem acima da CMR
estabelecida pela cultura original nao selecionada.

Em ambos os tipos de selecdo, hd exemplos de €xito na obtencdo de linhagens tolerantes
e/ou resistentes. No caso da selegdo em uma tUnica etapa, verificou-se que linhagens resistentes de
calos de Brassica sp foram obtidas apds a submissdo dessas a um meio de cultura suplementado
com 0,24 mM de zinco ou 0,80 mM de manganés (ROUT et al, 1999). O mesmo tipo de selecao
foi observada em Helianthus annuus (SANTOS, 2000) e em Nicotiana tabacum (BARB et al.,
2003).

Ja a selecdo em varias etapas atingiu o mesmo resultado ao submeter calos de plantas de
tabaco a diferentes concentragdes de manganés. A medida que os calos sobreviviam a
concentragdo adicionada ao meio (que se iniciou com 0,1 mM de Mn), eles eram transplantados
para meio com uma concentragdo maior, até que se atingiu SmM de Mn, na qual os calos
sobreviventes passaram para o meio de regeneracdo (SANTANDREA et al, 2000). A mesma
selecdo foi utilizada em Medicago varia (KONIGSHOFER & LECHNER, 2002).
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Em relagdao aos caracteres selecionados, alguns podem ser feitos em nivel celular, tais
como resisténcia a toxina de um fungo, a herbicida, a poluentes, a alta concentragdo salina e
temperaturas extremas, entre outras.

Uma vantagem disso ¢ permitir a selecdo de milhdes de células em um espago muito
pequeno com poucos esfor¢os e recursos. Entretanto, ndo se pode garantir que alguns fenotipos
que sdo expressos nesta fase possam apresentar a mesma caracteristica na planta regenerada, pois
certos genes podem ndo ser ativados em nivel celular, e as fungdes especificas dos tecidos podem
ocorrer somente quando a célula ¢ parte integrante de uma planta intacta. Porém, hé caracteres
selecionados em nivel celular que podem ser verificados novamente em nivel de planta
(BHOJWANI & RAZDAN, 1996).

Em sele¢des de células, esperam-se melhores resultados, pois ocorre melhor contato
dessas com o agente de selecdo e regeneracdo de mutantes sélidos. Porém, calos tém sido
utilizados na maioria dos estudos envolvendo selegdo in vitro (BHOJWANI & RAZDAN, 1996).

Independente do explante inicial utilizado, atualmente ha varios exemplos na literatura de
selegdes de linhagens in vitro, tais como em cultivares de soja (Glycine max (L.) Merr.)
resistentes ao herbicida imazethapyr (TAREGYAN et al., 2000), em gemas de Tagetes minuta
tolerantes a deficiéncia hidrica (MOHAMED et al., 2000), em trés plantas transgénicas (batata,

tabaco e tomate) resistentes ao virus do mosaico do tabaco (HALDRUP et al., 2001).

2.1.2 Consideragdes gerais sobre o estresse

O termo estresse ¢, nas maiorias das definigdes, considerado como um desvio
significativo das condi¢gdes Otimas para vida, e induz a mudangas e respostas em todo os niveis
funcionais do organismo, as quais sdo reversiveis a principio, mas podem se tornar permanentes
(LARCHER, 2004).

Dessa forma, o estresse abidtico refere-se ao ponto sub e supra-6timo de fatores fisicos e
quimicos do ambiente (VALOIS et al., 1996), tais como temperatura, quantidade de sal
(principalmente NaCl), disponibilidade de agua, irradiacdo solar, os quais atingem a maioria dos
processos fisiologicos como a fotossintese, fixacdo de nitrogénio e respiragdo, além de afetar
diferentes estdgios de desenvolvimento da planta, incluindo a germinacdo de sementes,
desenvolvimento de plantulas, crescimento vegetativo e reprodutivo, maturacdo de sementes e
senescéncia, que sdo diferencialmente alterados em resposta as condigdes de estresse (GROVER

et al., 1999).
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Quando a planta ¢ submetida a um desses fatores de estresse (como por exemplo:
deficiéncia hidrica, alta e baixa temperatura, salinidade ou radiacdo ultravioleta), receptores
especificos percebem primeiramente os sinais vindos do ambiente (XIONG & ZHU, 2002) e,
apods a ativagdo, iniciam (ou suprimem) uma cascata de sinalizagdes para transmitir a informacao
entre as células e em muitos casos, ativar fatores de transcricdo nuclear para induzir a expressao
de locais especificos de genes (XIONG & ZHU, 2001).

Apo6s receber o sinal nos receptores da membrana, as células utilizam cascatas de
fosfoproteinas multiplas para traduzir e amplificar essa informacdo. A fosforilacdo e
desfosforilagdao de proteinas sdo, talvez, as formas mais comuns de sinalizagdo dentro da célula
ao regularem uma ampla faixa de processos celulares, tais como ativagdo de enzimas,
congregacao de macromoléculas, localizagdo e degradagdo de proteinas (HARDIE, 1999).

Além das fosfoproteinas, tanto o calcio como o ROS (reative oxygen species ou espécies
com oxigénio ativo) sdo importantes moduladores de eventos de traducdo de sinais celulares,
principalmente em condigdes de estresse biotico e abiotico (BOWLER & FLUHR, 2000), tais
como ataque patogénico, deficiéncia hidrica, choque osmético, alta e baixa temperatura e alta
intensidade luminosa (PASTORI & FOYER, 2002).

Assim, em presenca de um estressor (ou fator de estresse) moderado e de longa duragao,
um decréscimo no conteudo relativo de agua celular e/ou um aumento da pressao de excitagao
nos cloroplastos (devido ao excesso relativo de radiagdo fotossintéticamente ativa, PAR) causa:
(1) ativacdo do sistema de sensores redox localizado no cloroplasto e na mitocondria, bem como
na interface entre a membrana plasmatica e parede celular; isso pode levar a um pequeno
aumento no nivel de H,O, e da capacidade antioxidante da célula; (2) alteragdes na interagao
entre parede celular e membrana plasmadtica, as quais ativam associados da parede celular ou
receptores quinases da membrana plasmatica e alguns sensores mecanicos na membrana
plasmatica; modificagdes dessas interagdes podem também estar envolvidas na abertura dos
canais de calcio na membrana plasmatica e no aumento do influxo de célcio vindo do apoplasto.
Em plantas sujeitas ao estresse moderado, aumenta a sintese e acumulacdo de ABA, o hormdnio
engajado na sinalizag¢@o nas células durante o frio, seca e estresse salino (XIONG et al., 2002).

O caminho da sinalizagdo induzida por um estressor moderado e¢ de longa duragdo

promove a inducdo de genes de respostas iniciais e retardadas, envolvidos no controle do
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metabolismo celular, permitindo o ajuste do crescimento ¢ metabolismo da planta as condigoes
de estresse (KACPERSKA, 2004).

J& os estressores severos e de rdpida duragdo causam desestabilizagdo da membrana
(despolarizagdo da membrana e alteragdes no sistema de transporte de ions), e resultam em
aumento e manutencao freqiiente da concentragdo de calcio no citossol. Como conseqiiéncia da
desestabilizacdo da membrana, a sinalizagdo fosfolipidica € posta em operagdo e pode levar a um
aumento na producdo de ROS, acumulagdo de H,O, e peroxidacdo lipidica, bem como um
aumento na sintese de hormonios, tais como o jasmdnico e o etileno (WANG et al., 2000).

Essa ¢ a situagdo de alarme, na qual pode levar a uma injuria irreversivel e morte celular
ou a recuperacao da célula, dependendo do impacto do estressor (KACPERSKA, 2004).

Para observar mais precisamente esses acontecimentos, a utilizagdo da cultura in vitro
para estudos de respostas ao estresse oferece algumas vantagens no que diz respeito ao controle
das condi¢cdes ambientais, eliminando possiveis interferéncias de outros tipos de estresse, bem
como possibilitar uma condi¢ao mais homogénea de exposi¢cdo dos tecidos da planta ao potencial

osmotico desejado (HASEGAWA et al., 1984).

2.1.3 Efeito da alta temperatura

Mudancas na temperatura ambiental sdo acontecimentos altamente varidveis que as
funcdes celulares das plantas necessitam se ajustar constantemente. Como formas de vida sésseis,
as plantas precisam desenvolver mecanismos que possam sentir ¢ responder as variagdes na
temperatura de uma forma muito rapida e flexivel para assegurar a continuidade e funcionalidade
das atividades celulares (SCHOFFL et al., 1998).

A resposta ao estresse térmico ¢ usualmente transiente na natureza e ajuda a manter as
funcdes celulares sob o curto periodo de exposi¢do ao calor, tal como as horas diarias de alta
temperatura, mas também pode conduzir a um aumento da termotolerancia por um todo
(SCHOFFL et al., 1998). Essa resposta ¢ caracterizada por uma larga atenuagdo na atividade de
transcri¢do e tradugdo, com excecao das proteinas de choque térmico (heat shock protein - HSPs),
as quais acumulam de forma dose-dependente e parecem responder na maior parte pela
termotolerancia (QUEITSCH et al., 2000).

As HSPs auxiliam as células a suportar altas temperaturas, pois o estresse térmico faz com
que muitas proteinas, que funcionam como enzimas ou componentes estruturais, tornem-se

estendidas ou maldobradas, levando, assim, a perda da estrutura ¢ da atividade enzimatica. Tais
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proteinas maldobradas, muitas vezes, agregam-se e se precipitam, criando sérios problemas
dentro da célula. Assim, essas proteinas funcionam como chaperonas moleculares, as quais atuam
num dobramento correto de proteinas maldobradas e agregadas para evitar a deformagdo destas, o
que facilita o funcionamento adequado de células submetidas a temperaturas elevadas (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

Uma gama de HSPs protegem as células contra a injaria causada pelo calor, tais como as
HSPs 100 (que atuam na desagregacdo e/ou degradacdo de proteinas), as HSPs 90 (que ajudam
no dobramento de outras proteinas e tém sua expressdo aumentada em reposta ao calor, frio,
salinidade, metais pesados, fitohormonios e transicao entre luz e escuro), as HSPs 70 (as quais
sdo responsaveis pelo dobramento de polipeptideos recém sintetizados e pela importacao e/ou
transloca¢do de precursores das proteinas), as HSPs 60 (que exercem um papel crucial ao
auxiliarem uma ampla faixa de proteinas recém sintetizadas e translocadas a acharem suas
formas naturais) e as HSPs menores (um grupo de proteinas com tamanho de 15 a 30kDa que tém
a capacidade de unir proteinas denaturadas, prevenindo a agregacdo e facilitando a posterior
recuperagdo dessas proteinas) (WANG et al., 2004).

Alguns estudos demonstram uma correlagdo entre a sintese de HSPs e a temotolerancia
(BETTANY, 1995; BURKE, 1998; BOWEN et al., 2002; YANG et al., 2003), sugerindo uma

associacao entre a produgdo dessas proteinas e a estabilizacao das estruturas (COLLINS, 1995).

2.1.4 Efeito do estresse hidrico

O estresse hidrico tem a baixa disponibilidade de dgua como fator de estresse, o qual
causa grandes alteracdes fisiologicas e bioquimicas na planta ja que a dgua participa de processos
vitais das células vegetais.

Dessa forma, sob condi¢des de deficiéncia hidrica, um dos primeiros efeitos biofisicos
significativos ¢ a redugdo na turgescéncia da célula e alteragdes nos processos fisiologicos
dependentes do turgor como o crescimento celular (TAIZ & ZEIGER, 2004). Com o aumento da
severidade do déficit hidrico, a fotossintese e a transpiragao sdo atingidas devido, principalmente,
ao fechamento dos estomatos e ao bloqueio da difusdo de dioxido de carbono (CO,) (KUMAR et
al., 1994), bem como a redugcdo do contetido de clorofila em funcdo da desintegracdao de
membranas causado pelo estresse oxidativo em espécies menos tolerantes (MORAN et al., 1994).

Além disso, com a perda do turgor, ocorre uma diminui¢do do volume celular, um

aumento progressivo na concentragdo do citossol e desidratagdo do protoplasto (LARCHER,
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2004) devido ao fato de uma célula ndo ser capaz de retirar 4gua do ambiente a menos que o
potencial hidrico nesta seja menor que o do ambiente ao redor, devendo estabelecer um gradiente
no potencial hidrico para que a dgua flua do exterior para a célula (BUCHANAN et al., 2002).
Assim, para extrair a 4gua mais firmemente retida no ambiente, as células acionam um
mecanismo denominado ajuste osmdtico, que € o processo pelo qual o potencial hidrico pode ser
diminuido sem que haja decréscimo no turgor ou no volume celular através da acumulagdo de
solutos compativeis (ou osmolitos compativeis), que sdo compostos organicos comumente
sintetizados pela célula e que ndo interferem nas fungdes das enzimas (TAIZ & ZEIGER, 2004).
O carater organico das moléculas osmoticas provavelmente reflete na toxidez potencial de
solutos inorganicos concentrados. Muitos ions encontrados em células afetam adversamente o
processo metabolico quando presentes em alta concentracdo, possivelmente pela unido e
alteracdo das propriedades de cofatores, substratos, membranas e enzimas. Além disso, muitos
ions podem entrar na concha de hidratacdo das proteinas e promover sua denaturagdo. Ja os
solutos compativeis tendem a ter sua carga neutralizada no pH fisiologico e sdo excluidos da

concha de hidrata¢do das macromoléculas (BUCHANAN et al., 2000) (Figura 1).

Sob deficiéncia hidrica, ocorre a redugdo no turgor
celular e posterior aumento na concentragdo dos
ions no citossol. Esses ions podem invadir a concha
de hidratagdo da proteina, causando a sua
desnaturacdo. Ja os solutos compativeis, como a
prolina, ndo cruzam essa camada de hidratagdo da
proteina,  permitindo que esta  funcione
normalmente.

Perturbing O
ions

Compatible solutes
(e.g., proline)

roi %@@E

Figura 1 — Efeito da prolina sob a concha de hidrata¢do de proteinas sob condi¢des de estresse (BUCHANAN et al.,
2000)
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Todos esses ajustes no metabolismo visam manter um potencial de turgescéncia alto nas
células vegetais, o que pode trazer como conseqii€éncia a reabertura dos estdmatos, a expansao
foliar, a transpiracdo e a fotossintese funcionando por mais tempo (WANG et al., 1995).

Um dos solutos compativeis alterados ¢ a prolina, que ¢ um aminoacido acumulado
mesmo na auséncia de estresse abidtico e sintetizado a partir do glutamato ou da ornitina (via
menos conhecida) através da enzima P5CS (A'-Pirrolina-5-carboxilato sintetase) (LEHNINGER,
1995).

No entanto, em condicdes de estresse abidtico, a via de acumula¢do da prolina ¢
completamente diferente daquelas operantes (STINES et al., 1999), como foi evidenciado em
dois genotipos de grama verde submetidos ao estresse salino que tiveram um aumento na
expressdo da pirrolina-5-carboxilato redutase e da y-glutamil quinase (enzimas envolvidas na
sintese de prolina), e da inibi¢do da atividade da prolina oxidase (MISRA & GUPTA, 2005). Isso
pode gerar um aumento na concentragdo deste aminoacido notoriamente (NOLTE et al., 1997),
promovendo a osmorregulacdo e estabilizagdao das proteinas e membranas durante o estresse.

Muitos estudos evidenciaram o aciimulo da prolina em diversas espécies quando estas
foram sujeitas a diferentes fatores de estresse (PATNAIK & DEBATA, 1997; BAJJI et al., 2000;
GILBON et al., 2000; SANTOS et al.,, 2000; LUTTS et al., 2004; CLAUSSEN, 2005;
LACERDA et al., 2005).

Por outro lado, a prolina pode também atuar na degradacdo de radicais livres (HONG et
al., 2000), e funcionar como uma fonte de nitrogénio da célula, compondo o principal estoque
energético apos o estado de estresse (BRURGIERE et al., 1999).

Além disso, ocorre também o acumulo de outras substancias como os agucares soluveis
que sdo os maiores solutos orgénicos e estdo envolvidos no ajuste osmotico quando a planta esta
sob condi¢des de deficiéncia hidrica, sendo acumulados em vacuolos (THOMAS, 1997).

Os agucares soluveis geralmente avaliados em estudos de estresse abiotico sdo a sacarose,
a frutose e a glicose (PELAH et al., 1997), bem como os agtcares alcoolicos. Porém existem
muitos outros acucares ndo contemplados nessas investigacdes, como os da parede celular.

A parede celular ¢ composta por blocos de polissacarideos que se ligam covalentemente
em varias posi¢des gerando uma armacao estrutural. E os agucares mais comuns na parede das
células dos vegetais sdo (Figura 2): glicose, ramnose, galactose, acido galacturénico, acido

glucordnico, xilose, arabinose, manose, 4cido manurdnico e fucose (BUCHANAN et al., 2000).
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Figura 2 — Carboidratos comuns na parede celular das plantas e suas interconversdes (BUCHANAN et al., 2000)

Embora muitos estudos relatem que a deficiéncia hidrica induz mudangas na composicao
da parede celular (IRAKI et al., 1989 apud PIRO et al., 2003; SAKURAI et al., 1987 apud PIRO
et al., 2003; WAKABAYASHI et al., 1997 apud WAKABAYASHI et al., 2005; CHEN et al.,
2005), pouco ¢ conhecido sobre a biossintese dos polissacarideos desta durante o periodo de
estresse hidrico. Isso € particularmente importante, pois a sintese, transporte € incorporagdo de
novos polissacarideos sintetizados na parede celular certamente modificam as propriedades desta
e conseqlientemente a sua susceptibilidade a agdo dos agentes degradantes (PIRO et al., 2003).

Além disso, modifica¢des bioquimicas da parede celular, tais como mudangas no tamanho
molecular e quantidade de polissacarideos, podem possivelmente estar envolvidas na regulagdo
da extensibilidade desta. Alteracdes da massa molecular dos polissacarideos e extensibilidade da
parede celular em resposta a varios estresses ambientais t€ém sido reportadas em alguns materiais

vegetais (HOSON, 1998; HOSSAIN et al., 2005).

2.1.5 Interacao do estresse hidrico e térmico

A tolerancia cruzada ou “cross-tolerance” ¢ um fenomeno que se baseia na existéncia de

um sistema de defesa comum no combate ao estresse e postula que um fator de estresse particular
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pode induzir tolerancia nas plantas a um subseqiiente estresse que seja diferente do primeiro
(RIZHSKY et al., 2002). Em alguns casos, os fendtipos tolerantes podem mesmo transcendencer
a barreira do estresse abiodtico e bidtico. Como por exemplo, exposi¢do a doses ndo letais de
ozonio induziu tolerancia ao fitopatogeno virulento Pseudomonas syringae em Arabidopsis e ao
virus do mosaico do tabaco em tabaco (Figura 3) (BOWLER & FLUHR, 2000).

Infecgdo com
patégeno virulento

Tratamento com
0z0nio ou irradiagdo
uv

R

,—-'/
,.r"
"\.\
‘-\
W - o
—

-
w @
5

Infecgdo com
patoégeno virulento

Sem tratamento

Figura 3 - O fenomeno de tolerancia cruzada, onde pré-tratamentos de plantas com doses sub-letais de 0zonio ou de
irradiacdo ultravioleta (UV) podem conferir tolerancia ao patégeno virulento. A planta que ndo recebeu
esse pré-tratamento pode morrer

Raramente na natureza, a planta estd sujeita a um fator de estresse sozinho e sem a
influéncia de outros fenomenos. Freqiientemente, multiplos estresses estdo envolvidos (como por
exemplo, em uma combinag¢dao inexoravel entre forte radiacdo, superaquecimento e seca em
habitats abertos). Essa série de situagdes estressantes pode reforcar, diminuir, mascarar ou

mesmo, reverter a resposta da planta a um simples fator de estresse (LARCHER, 2004).

Assim, a tolerancia adquirida ao estresse € resultado de varios mecanismos que agem de

maneira coordenada ou sinergisticamente para prevenir danos celulares e restabelecer a
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homeostase celular, tais como os osmodlitos estudados em E. coli (glicina betaina, glicerina,
prolina e trealose) que podem também atuar como chaperonas quimicas pelo aumento na
estabilidade de proteinas e pelo redobramento de polipeptideos denaturados, sugerindo que as
células controlam a estabilidade das suas proteinas, bem como a recuperacdo das danificadas
através da regulagdo dos niveis internos de diferentes solutos compativeis (WANG et al., 2004).

Durante a seca, as plantas sdo afetadas por dois diferentes fatores fisicos — deficiéncia
hidrica e alta temperatura. A resposta da planta a seca comeg¢a com alguns sinais de estresse que
causam varias mudangas fisiologicas (KUZNETSOV et al., 1999), como supressio da
fotossintese, aumento da respiracdo, indugdo de grande numero de genes de defesa, incluindo
genes induzidos durante a defesa contra patogenos, e mudangas nos genes envolvidos no
metabolismo de agucares, bem como alteragdes na expressao de HSPs. Essas mudangas sugerem
fortemente que a combinagdo de deficiéncia hidrica e choque térmico resulta na ativagdo de um
programa genético unico que ¢ diferente daquele ativado durante o estresse hidrico ou térmico
(RIZHSKY et al., 2002).

Recentemente, descobriu-se que proteinas do estresse sdo sintetizadas em resposta a
diferentes fatores ambientais (BRAY, 1993), tais como dois polipeptidios (70 e 80 kDa) que sdo
produzidos em resposta a deficiéncia hidrica, os quais sdo similares as HSPs sintetizadas em
resposta ao estresse térmico. Isso nos mostra que a adaptacdo da planta a seca do solo ¢
acompanhada pela heranca de sua resisténcia ao déficit hidrico e a alta temperatura
(KUZNETSOV et al., 1992).

Dessa forma, tratamentos preliminares utilizando alta temperatura podem aumentar a
resisténcia a um subseqiiente estresse por deficiéncia hidrica (KUZNETSOV et al., 1999), ao
aumentar o acumulo de solutos orgénicos (aglicares e aminoacidos) como mecanismo de protecao

da célula na osmorregulagdo (KUZNETSOV & SHEVYAKOVA, 1999).
2.2 Material e Métodos

2.2.1 Material vegetal

Este estudo foi realizado no Laboratério de Fisiologia das Arvores (LAFISA) do
Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ/USP.
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Assim, para iniciar a experimentagdo, foram utilizadas sementes de Eucalyptus urophylla
fornecidas pelo Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais (IPEF), catalogadas como T10B71, lote
ANS578 e coletadas da populacdo base de Anhembi, SP.

2.2.2 Desinfestacdo, inoculacdo e obtencédo dos explantes (modificado de ARRUDA et al.,
2001)

O processo de desinfestacdo iniciou-se na lavagem das sementes em agua corrente e
detergente neutro. Apos este procedimento, essas foram imersas sob agitagdo durante trinta
minutos em solu¢do de hipoclorito de s6dio manipulado (com 3% de cloro ativo), contendo duas
gotas de Tween 20 para cada 100ml de solugao.

Em seguida, dentro da cdmara de fluxo laminar, as sementes passaram por lavagem em
agua deionizada autoclavada por trés vezes e, posteriormente, foram transferidas para frascos
esterilizados contendo meio N7 (SIMOLA, 1985; Tabela 1) para germinacao.

Em cada frasco, foram acondicionadas aproximadamente trinta sementes, as quais ficaram
sob condi¢des constantes de luz (50 pmol m? s PAR) e temperatura (26 + 2 °C), com
fotoperiodo de 12 horas.

ApoOs quatro dias, as sementes germinaram e depois de quinze dias, os hipocétilos das
plantulas (explantes definidos — Figura 4) foram excisados, desprezando-se as raizes e a inser¢ao
dos cotilédones, e transferidos para frascos com meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985; Tabela 1)

suplementado com 5,0 mg L™ de Picloram, para indugio de calos.

Figura 4 — Plantulas de Eucalyptus urophylla aos quinze dias apds a germinagdo em meio de cultura N7 (SIMOLA,
1985) sélido



Tabela 1 - Composi¢do do meio N7 (SIMOLA, 1985)

MACRONUTRIENTES mg.L™
(NHy), SO4 463,0
KNO; 2830,0
MgS0,4.7H,0 185,0
KH,PO4 399,5
CaCl,.2H,0 166,0

MICRONUTRIENTES mg.L™
ETDA Férrico 50,0
MnS04.4H,0 16,9
ZnS04.7H,0 8,59
H;BO; 6,2
KI 0,83
Na,Mo04.2H,0 0,2505
CuS04.5H,0 0,25
CoClL,.6H,0O 0,25

VITAMINAS E mg.L™
AMINOACIDOS
Acido Nicotinico 0,5
Tiamina HC1 0,1
Piridoxina HCl 0.5
Glicina 2,0
Meso-Inositol 100,0
OUTROS mg.L™
Caseina 1,0
Sacarose 20,0
Agar 5,0
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Decorrido seis subcultivos (120 dias), os calos foram selecionados conforme o item 3

abaixo.
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2.2.3 Selegéo de linhagens celulares

Apd6s 120 dias do inicio da calogénese (Figura 5), a populagdo base da experimentagdo
estava formada e era composta por 175 frascos (com quatro calos cada um), os quais, ao final de
um subcultivo (que era de 20 dias), apresentavam um rendimento de 1800mg cada um.

Assim, para a realiza¢do da experimentacdo, parte do material vegetal foi transferida para
frascos com 40ml de meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985; Tabela 1) liquido suplementado com
5mg.L" de Picloram, e no caso dos tratamentos de deficiéncia hidrica (tratamentos 2 a 6; Tabela
2), com 200mg.L" de polietilenoglicol (PEG 6000). Os frascos utilizados apresentavam uma
manta acrilica que suportava o material vegetal e impedia a imersdo deste no meio de cultura,
favorecendo a sua oxigenagao (Figura 6).

Logo apos a transferéncia para o meio liquido, os frascos foram submetidos a diferentes
niveis de temperatura (Tabela 2) em BOD por duas horas (SOUZA, 2001) e cultivados na sala de

crescimento durante 20 dias em condi¢des constantes de luz (50 pmol m™ s™ PAR) e temperatura

(26 +2 °C), com fotoperiodo de 12 horas.

Figura 5 - Calos de Eucalyptus urophylla com 120 dias em meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985) soélido
suplementado com 5mgL-1 de Picloram
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Tabela 2 - Descritivo dos tratamentos realizados

Tratamentos Descri¢ao

1 Calos submetidos & 25°C por duas horas em meio de cultura N7 sem PEG
Calos submetidos a 25°C por duas horas em meio de cultura N7 com 20% PEG (6000)
Calos submetidos a 30°C por duas horas em meio de cultura N7 com 20% PEG (6000)
Calos submetidos a 35°C por duas horas em meio de cultura N7 com 20% PEG (6000)
Calos submetidos a 40°C por duas horas em meio de cultura N7 com 20% PEG (6000)
Calos submetidos a 45°C por duas horas em meio de cultura N7 com 20% PEG (6000)

OO WDN

Figura 6 — Calos de Eucalyptus urophylla em meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985) liquido, com manta acrilica,
suplementado com 200mg.L™" de polietilenoglicol (PEG 6000) e com 5mgL™" de Picloram logo apds o
tratamento de temperatura

Decorrido o periodo estipulado, 150 frascos (25 frascos de cada tratamento) foram
avaliados segundo o item 2.2.4 e o restante (150 frascos) foi transferido para meio de cultura
solido N7 suplementado com 5 mg L™ de Picloram (SIMOLA, 1985; Tabela 1) para se recuperar.

Depois de quatro meses, parte dos calos que sobreviveram a primeira sele¢do (acima
descritos) foi transferida para meio liquido N7 para avaliar a recuperagdo das linhagens celulares,
e o restante foi novamente submetido a selecdo detalhada na tabela 2, onde cada tratamento
passou pelas mesmas condigdes de estresse sofridas anteriormente.

Apds 20 dias, tanto os frascos submetidos a segunda pressio de selegdo como os
destinados a verificar a capacidade de recuperagao foram avaliados segundo o item 2.2.4.

Para cada tratamento realizado em cada fase de experimentacdo (primeira selegdo,
recuperacdo e segunda selecdo), foram feitas 20 repeticdes com 4 calos cada uma (4 repeticdes

para cada variavel avaliada; item 2.2.4). Na primeira selecdo, o peso médio do material vegetal
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transferido para cada frasco era de 487mg. Ja no periodo de recuperacao e na segunda selegao,
cada repeti¢ao tinha, em média, 91 1mg de material vegetal inicialmente.

Toda a experimentagdo se resume ao seguinte esquema (Figura 7):

Germinacgéo das
sementes

—

[Calogénese e formacdo da populacéo base}

I
[16‘ Selecdo (Tabela 2)}
[ Avaliacdo do material conforme o item }[ Recuperacao do material selecionado }
2.2.4
28 Selecdo (Tabela 2) Recuperagdo em meio
liquido

[Avaliagéo do material conforme o item 2.2.4} [Avaliagéo do material conforme o item 2.2ﬂ

Figura 7 — Panorama geral da experimentagdo realizada em calos de Eucalyptus urophylla submetidos a deficiéncia
hidrica e ao estresse térmico

2.2.4 Avaliacdo do material selecionado

O material sobrevivente, ap6s as duas selecdes e ao periodo de recuperagao, foi avaliado
quanto ao crescimento (peso fresco e peso seco) e as caracteristicas bioquimicas (através da
quantificagdo do teor de prolina, de proteinas totais soluveis e de carboidratos ndo-estruturais
soluveis).

Para cada varidvel analisada, foram utilizadas quatro repeticdes (com quatro calos) de

cada tratamento.
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2.2.4.1 Determinacao de peso fresco e peso seco

Decorrido cada periodo de selecdo, quatro frascos eram aleatoriamente escolhidos para a
determinag¢do do peso fresco e seco. Para isso, os calos foram colocados em folhas de papel
toalha, para que fossem absorvidos os resquicios de meio de cultura, e pesados em balanca
analitica. Em seguida, o material foi submetido ao processo de secagem em estufa a uma
temperatura de 60°C por um periodo de 48 horas ou até que se atingisse uma massa seca
constante e pesada em balanga analitica.

Apos a obtencao desses dados, a taxa de crescimento relativa (TCR) foi obtida através da

seguinte equacao modificada do trabalho de Hunt (1982):

INPMVS(Xn) - (X, )x 100
T(Xn)
Onde: In = Logaritmo Neperiano; PMVS (Xn) = massa da matéria seca média tomada ao final de cada amostragem;

PMVS (X,) = massa vegetal seca média tomada no inicio da instalacdo do experimento ¢ T(Xn) = Tempo de cultivo
(20 dias).

TCR =

2.2.4.2 Quantificacdo do teor de carboidratos néo-estruturais soluveis (modificado de
PELAH et al., 1997)

Os agucares soluveis foram extraidos através da maceragdo dos calos em etanol 80% e sua
posterior filtragem. Apds a evaporagao total do sobrenadante em estufa a 50°C, os aglicares foram
ressuspendidos em 25ml de 4gua destilada, deionizada e filtrada em membrana Milipore com
47mm de diametro e 0,45 um de porosidade, agitados por 10 minutos no ultra-som e filtrados em
membrana Milipore com 25 mm de didmetro e 0,45 um de porosidade. A separagao dos
carboidratos ocorreu em HPLC (Shimatzu LC 10 A), o qual usava uma coluna HPX87H e estava
acoplado a um detector de refracio RID-10% Nesse, foi determinado o teor de glicose, poliose
(composto por xilose e outros carboidratos ndo identificados), acido glucoronico, celobiose e

arabinose em cada repeti¢ao.

2.2.4.3 Quantificacdo do teor de prolina (BATES et al., 1973)
A prolina foi determinada pelo método colorimétrico descrito por Bates et al (1973), no
qual a extracdo deste aminoacido resultou da maceragao de 300-500mg do material vegetal fresco

(M.V.F.) em 10ml de solugdo 3% de 4cido sulfossalicilico.
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Em seguida, ocorreu a filtragem desse extrato, obtendo-se um liquido que serviu de
matéria-prima para a analise.

Entdo, em um tubo de ensaio adicionou-se 1ml do extrato obtido, 1 ml de acido acético
glacial e 1ml da solu¢do de ninidrina acida, os quais foram levados por uma hora em banho-
maria. Decorrido o tempo, os tubos foram submetidos a um banho de gelo. A leitura dessa
solucao foi feita em espectofotdmetro em absorbancia de 520nm e cada repeticdo foi lida em

quadruplicata.

2.2.4.4 Quantificacdo de proteinas solaveis (BRADFORD, 1976)

Amostras de calos, com 300-500mg, foram maceradas em solucdo de extragdo contendo
4ml de tampdo Tris-HCI pH 6,8, 1,6ml de 2-mercaptoetanol, 6,4ml de SDS 10%, 6,4ml de
glicerol, 3,2ml de DMSO, 10,4ml de dgua deionizada e uma pitada de PVP.

Apbs este procedimento, o material vegetal permaneceu por 1 hora em reacdo a
temperatura ambiente e, em seguida, a mistura foi aquecida a 100°C durante trés minutos.

Depois do resfriamento, as amostras foram centrifugadas a 12000rpm por 50s para se
obter o extrato bruto, sendo o sobrenadante utilizado para quantificar o teor de proteinas totais
soluveis.

Apos a reagdo com o corante de Bradford (BRADFORD, 1976), as amostras foram
quantificadas em espectrofotdmetro com absorbancia de 595nm e lidas em quadruplicata para as

quatro repeti¢des de cada tratamento avaliado.

2.2.5 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos durante a experimentacdo foram avaliados pela andlise
fatorial utilizando técnicas de componentes principais (PCA) e pela comparagao de médias de
acordo com a Analise de Variancia (ANOVA) e LDS (Least Significant Difference) utilizando o

programa estatistico SPSS.
2.3 Resultados

2.3.1 Consideragdes gerais

Quanto a avaliagdo visual dos calos nos diversos tratamentos, verifica-se que houve

diferenga entre o tratamento 1 (testemunha) e os demais (T2 a T6) na primeira (Figura 8) e
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segunda selecdo (Figura 10) quanto a coloragdo, na qual o tratamento 1 apresentou coloracao
voltada mais para o amarelo claro e os demais para amarelo escuro, bem como a oxidacao, sendo
que nesta houve uma necrose basal (na interface de contato do calo com o meio de cultura)
somente nos tratamentos submetidos a deficiéncia hidrica. Porém entre os tratamentos 2 ao 6, ndo
se observou nenhuma diferenca. J4 na etapa de recuperacdo, ndo houve diferenca entre os

tratamentos quanto a coloracao e oxidagao (Figura 9).

. .

. .

Figura 8 - Calos de Eucalyptus urophylla apés vinte dias de cultivo em meio liquido com deficiéncia hidrica para
primeira selec¢do, apoiados em manta acrilica

Onde: a) tratamento 1 (testemunha 1 — calos submetidos a 25°C por duas horas em meio sem PEG); b) tratamento 2
(testemunha 2 — calos submetidos a 25°C por duas horas em meio com PEG); c) tratamento 3 (calos submetidos a
30°C por duas horas em meio com PEG); d) tratamento 4 (calos submetidos & 35°C por duas horas em meio com
PEQG); e) tratamento 5 (calos submetidos a 40°C por duas horas em meio com PEG); f) tratamento 6 (calos
submetidos & 45°C por duas horas em meio com PEG)
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Figura 9 - Calos de Eucalyptus urophylla apés vinte dias de cultivo em meio N7 liquido para recuperagio, apoiados
em manta acrilica

Onde: a) tratamento 1 (calos submetidos & 25°C por duas horas em meio sem PEQG); b) tratamento 2 (calos
submetidos a 25°C por duas horas em meio com PEG); c) tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em
meio com PEG); d) tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); e) tratamento 5 (calos
submetidos a 40°C por duas horas em meio com PEQG); f) tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em
meio com PEG)

Figura 10 - Calos de Eucalyptus urophylla apés vinte dias de cultivo em meio liquido com deficiéncia hidrica para
segunda sele¢do, apoiados em manta acrilica

Onde: a) tratamento 1 (calos submetidos & 25°C por duas horas em meio sem PEQG); b) tratamento 2 (calos
submetidos a 25°C por duas horas em meio com PEG); c) tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em
meio com PEG); d) tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); e) tratamento 5 (calos
submetidos a 40°C por duas horas em meio com PEQG); f) tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em
meio com PEG)



34

2.3.2 Crescimento relativo dos calos

Quanto ao crescimento relativo, verifica-se que, durante o periodo de experimentagdo, os
calos de todos os tratamentos acumularam matéria seca. Isso aponta que as condigdes de estresse
ndo afetaram o crescimento das células e, no caso dos tratamentos 2 ao 5, esse estado contribuiu
para o aumento na producdo de massa seca (Figura 11A; Anexo A).

Durante a primeira sele¢@o, todos os tratamentos estressados acumularam matéria seca de
igual forma. J& no periodo de recuperagdo, o tratamento 4 e 5 apresentaram elevado crescimento
quando comparados com os demais, porém todos mantiveram o desenvolvimento obtido na etapa
anterior quando observados isoladamente. Na segunda sele¢do, os tratamentos 2 ao 5 atingiram
uma elevada taxa de crescimento, enquanto o tratamento 6, bem como o controle (tratamento 1)
mantiveram os indices obtidos na primeira sele¢ao e na fase recuperacao.

Isso indica que apesar da deficiéncia hidrica, o crescimento dos calos ndo foi afetado, pois
durante a primeira fase de selecdo, o crescimento elevou-se nessas linhagens quando comparadas
com o seu estado inicial.

Além disso, ndo houve alteragdes na capacidade de recuperagdo destes apds o estresse,
pois, no periodo estudado, os calos apresentaram o mesmo crescimento obtido durante a primeira
fase de sele¢do, porém acumularam mais matéria seca na segunda exposi¢ao a deficiéncia hidrica,
como no caso dos tratamentos 4 e 5, demonstrando que nenhum dano que comprometesse as
células ocorreu.

Em relagdo a temperatura alta, a taxa de crescimento nao foi influenciada por esta na
primeira sele¢do e na fase de recuperacdo. Porém, na segunda exposi¢do a deficiéncia hidrica,
somente o tratamento 6 apresentou uma estabilizagdo no crescimento, ndo diferindo das fases
anteriores (Figura 11B; Anexo A). Isso demonstra, talvez, que a temperatura tenha se tornado um

fator de estresse que influencia negativamente o crescimento desses calos.
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Figura 11 — Taxa de crescimento relativo nos calos de Eucalyptus urophylla submetidos aos estresses hidrico e
térmico em diferentes fases de selecdo (A) (estado inicial, 1* selegdo, recuperagdo e 2* selegdo) e sob
variagdes de temperatura (B). Para visualizar as comparagdes de médias, ver anexo A

Onde: tratamento 1 (calos submetidos a 25°C por duas horas em meio sem PEG); tratamento 2 (calos submetidos a
25°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em meio com PEG);
tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 5 (calos submetidos a 40°C
por duas horas em meio com PEG); tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em meio com PEG).

2.3.3 Avaliacdo do tratamento 1

O tratamento 1 era composto por calos que ndo passaram por nenhum tipo de estresse
avaliado. Pois, durante todo o periodo de experimentacdo, esses foram mantidos em condi¢des
normais de cultura (meio N7 sem agente estressor, os quais ficaram sob condi¢des constantes de
luz e temperatura com fotoperiodo de 12 horas, descritos no item 2.2.2).

Assim, esses calos caracterizavam a populacdo base do experimento nas diferentes etapas
de selecdo (estado inicial, primeira sele¢do, recuperagdo e segunda selecdo).

Dessa forma, o teor de prolina desses calos variou entre 362 a 536 pg.g” de material
vegetal fresco (M.V.E.) (Figura 12a), o teor de proteinas soliveis totais entre 14 a 15 mg.g” de
M.V.F. (Figura 12b), o teor de 4cido glucorénico entre 5 a 14 mg.g”' de M.V.F. (Figura 12c), o
teor de celobiose entre 7 a 19 mg.g™' de M.V.F. (Figura 12d), o teor de glicose de 3 a 6 mg.g”" de
M.V F. (Figura 12¢) e o teor de poliose entre 10 a 17 mg.g"' de M.V.F. (Figura 12f).

Dessas varidveis acima relatadas, somente o teor de glicose nao apresentou diferencas
estatisticas entre as duas primeiras etapas (estado inicial antes do estresse e primeira sele¢cdo) e as
duas ultimas (recuperacdo e segundo estresse).

Esses dados demonstram que mesmo nao estando em condigdes de estresse, a populagdo

apresenta flutuagdes dentre os parametros avaliados.
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Figura 12 - Parametros bioquimicos do tratamento 1 ao final das diferentes fases de selegdo (estado inicial, primeira
selegdo, recuperagdo e segunda selegdo) de calos de Eucalyptus urophylla submetidos a 25°C por duas
horas em BOD e em meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985) por 20 dias

Onde: A) Teor de Prolina (ng.g-1 de Material Vegetal Fresco); B) Teor de Proteina Solaveis Totais (mg.g-1 de
M.V.F.); C) Teor de Acido Glucorénico (mg.g-1 de M.V.F.); D) Teor de Celobiose (mg.g-1 de M.V.F.), E) Teor de
Glicose (mg.g-1 de M.V.F.); F) Teor de Poliose (mg.g-1 de M.V.F.). Letras iguais para cada tratamento nos
diferentes periodos ndo apresentam diferenca pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade
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2.3.4 Avaliacao do tratamento 2

No tratamento 2, os calos foram submetidos somente a deficiéncia hidrica e alteraram o
teor de prolina, proteina, acido glucordnico, glicose e poliose frente as diferentes etapas de
selecdo. J& o teor de celobiose permaneceu estavel nesse periodo (Figura 13d).

Quanto ao teor de prolina, houve uma grande produgdo desse aminoacido durante a
primeira sele¢do, a qual diferiu estatisticamente de todas as outras etapas. Apds isso, o teor de
prolina retornou ao nivel inicial durante o periodo de recuperagao e, ao ser exposto novamente ao
agente estressor, ocorreu um acréscimo desse aminoacido, mas ndo da mesma forma que ocorreu
durante a primeira selecdo (Figura 13a).

J& as proteinas soluveis totais apresentaram um aumento no seu teor durante a primeira
selecdo e o periodo de recuperagdo. Porém, durante a segunda sele¢do, houve uma queda nesse,
retornando ao estado inicial (antes do estresse) (Figura 13b).

Em relacdo ao teor de 4cido glucordnico, houve um actimulo deste durante a primeira
selecdo, a qual se normalizou no periodo de recuperagdo e segunda sele¢c@o, ou seja, retornou ao
estado inicial (Figura 13c).

Os teores de glicose e poliose apresentaram respostas semelhantes, nos quais houve um
acréscimo no teor desses agucares durante a primeira sele¢do, sendo que, apds a retirada do
agente estressor, os niveis de glicose (Figura 13e) e poliose (Figura 13f) diminuiram e com a
segunda selecdo, subiram novamente. Porém, tanto o periodo de recuperacdo como a segunda

selecdo nao diferiram estatisticamente do teor desses acgticares no estado inicial.
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Figura 13 - Parametros bioquimicos do tratamento 2 ao final das diferentes fases de sele¢do (estado inicial, primeira
selecdo, recuperagdo e segunda selegdo) de calos de Eucalyptus urophylla submetidos a 25°C por duas
horas em BOD e em meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985) suplementados com 20% de PEG 6000 por 20

dias

Onde: A) Teor de Prolina (ug.g-1 de Material Vegetal Fresco); B) Teor de Proteina Soluveis Totais (mg.g-1 de
M.V.F.); C) Teor de Acido Glucordnico (mg.g-1 de M.V.F.); D) Teor de Celobiose (mg.g-1 de M.V.F.), E) Teor de
Glicose (mg.g-1 de M.V.F.); F) Teor de Poliose (mg.g-1 de M.V.F.). Letras iguais para cada tratamento nos

diferentes periodos ndo apresentam diferencas significativas pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade
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2.3.5 Avaliagao do tratamento 3

No tratamento 3, os calos foram submetidos a deficiéncia hidrica ¢ a um estresse térmico
de 30°C por duas horas. Nesse, o material vegetal permaneceu estavel quanto ao teor de prolina,
proteina, acido glucordnico, celobiose.

Em relacdo ao teor de prolina, ndo houve alteragdo significativa neste durante toda a etapa
de selecdo (Figura 14a).

Ja as proteinas soluveis totais apresentaram um aumento no seu teor durante a primeira
selecdo, porém, durante a recuperacao e a segunda selecao, houve uma queda nesse, retornando
ao estado inicial (antes do estresse) (Figura 14b).

Quanto ao teor de acido glucoronico, houve um actiimulo deste durante a primeira selecio
e a recuperacao, a qual retornou ao estado inicial na segunda selecdo (Figura 14c).

Além disso, o teor de celobiose permaneceu estavel durante a primeira selecdo e
recuperagdo (ndo diferindo estatisticamente do estado inicial) e, durante a segunda sele¢do,
apresentou uma reducao significativa na sua quantidade (Figura 14d).

Os teores de glicose e poliose apresentaram respostas semelhantes, nos quais houve um
acréscimo no teor desses aclcares durante a primeira selecdo, sendo que, apds a retirada do
agente estressor, os niveis de glicose (Figura 14e) e poliose (Figura 14f) diminuiram e

permaneceram dessa forma durante a segunda selecao.
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Figura 14 - Parametros bioquimicos do tratamento 3 ao final das diferentes fases de sele¢do (estado inicial, primeira
selecdo, recuperagdo e segunda selegdo) de calos de Eucalyptus urophylla submetidos a 30°C por duas
horas em BOD e em meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985) suplementados com 20% de PEG 6000 por 20
dias

Onde: A) Teor de Prolina (ng.g-1 de Material Vegetal Fresco); B) Teor de Proteina Solaveis Totais (mg.g-1 de
M.V.F.); C) Teor de Acido Glucoronico (mg.g-1 de M.V.F.); D) Teor de Celobiose (mg.g-1 de M.V.F.), E) Teor de
Glicose (mg.g-1 de M.V.F.); F) Teor de Poliose (mg.g-1 de M.V.F.). Letras iguais para cada tratamento nos
diferentes periodos ndo apresentam diferencas significativas pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade
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2.3.6 Avaliacao do tratamento 4

No tratamento 4, os calos foram submetidos a deficiéncia hidrica ¢ a um estresse térmico
de 35°C por duas horas. Nesse, todas as variaveis alteraram conforme a etapa de selecao.

Quanto ao teor de prolina, houve um aumento desse aminoacido durante a primeira
selecdo, o qual ndo se manteve durante o periodo de recuperagdo e na segunda selecdo (Figura
15a).

J& as proteinas soluveis totais apresentaram um aumento no seu teor durante a primeira e a
segunda sele¢do, porém, durante a recuperacdo houve uma queda nesse, nao diferindo
estatisticamente do estado inicial (Figura 15b).

Os teores de acido glucordnico (Figura 15c), celobiose (Figura 15d), glicose (Figura 15¢)
e poliose (Figura 15f) apresentaram respostas semelhantes, nos quais houve um acréscimo no teor
desses agucares durante a primeira sele¢dao, sendo que, apds a retirada do agente estressor, os

niveis desses diminuiram e permaneceram dessa forma durante a segunda selecao.
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Figura 15 - Parametros bioquimicos do tratamento 2 ao final das diferentes fases de selecdo (estado inicial, primeira
selegdo, recuperacdo e segunda selegdo) de calos de Eucalyptus urophylla submetidos a 35°C por duas
horas em BOD e em meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985) suplementados com 20% de PEG 6000 por 20

dias

Onde: A) Teor de Prolina (pg.g-1 de Material Vegetal Fresco); B) Teor de Proteina Soluveis Totais (mg.g-1 de
M.V.F.); C) Teor de Acido Glucorénico (mg.g-1 de M.V.F.); D) Teor de Celobiose (mg.g-1 de M.V.F.), E) Teor de
Glicose (mg.g-1 de M.V.F.); F) Teor de Poliose (mg.g-1 de M.V.F.). Letras iguais para cada tratamento nos
diferentes periodos ndo apresentam diferencas significativas pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade
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2.3.7 Avaliacao do tratamento 5

No tratamento 5, os calos foram submetidos a deficiéncia hidrica ¢ a um estresse térmico
de 40°C por duas horas. Nesse, todas as variaveis alteraram conforme a etapa de selecdo.

Em relagdo a prolina, o teor desse aminoacido ndo diferiu estatisticamente do estado
inicial durante a primeira selecdo e a recuperagdo. Porém, na segunda sele¢do houve um acumulo
de prolina (Figura 16a).

Ja as proteinas soluveis totais apresentaram um aumento na sua quantidade durante a
primeira e a segunda sele¢do, porém, durante a recuperagdo houve uma queda no seu teor, nao
diferindo estatisticamente do estado inicial (Figura 16b).

Os teores de acido glucordnico (Figura 16c), celobiose (Figura 16d), glicose (Figura 16e)
e poliose (Figura 16f) apresentaram respostas semelhantes, nos quais houve um acréscimo no teor
desses agucares durante a primeira sele¢dao, sendo que, apds a retirada do agente estressor, os

niveis desses diminuiram e permaneceram dessa forma durante a segunda selecao.
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Figura 16 - Parametros bioquimicos do tratamento 5 ao final das diferentes fases de selegdo (estado inicial, primeira
selecdo, recuperagdo e segunda selecdo) de calos de Eucalyptus urophylla submetidos a 40°C por duas
horas em BOD e em meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985) suplementados com 20% de PEG 6000 por 20
dias

Onde: A) Teor de Prolina (ug.g”' de Material Vegetal Fresco); B) Teor de Proteina Soltveis Totais (mg.g” de
M.V.F.); C) Teor de Acido Glucordnico (mg.g" de M.V.F.); D) Teor de Celobiose (mg.g" de M.V.F.), E) Teor de
Glicose (mg.g”' de M.V.F.); F) Teor de Poliose (mg.g"' de M.V.F.). Letras iguais para cada tratamento nos diferentes
periodos ndo apresentam diferengas significativas pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade
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2.3.8 Avaliacao do tratamento 6

No tratamento 6, os calos foram submetidos a deficiéncia hidrica ¢ a um estresse térmico
de 45°C por duas horas. Nesse, somente a celobiose nao se alterou no decorrer do experimento
(Figura 17d).

Quanto ao teor de prolina, houve um aumento desse aminodcido durante a primeira
selecdo, o qual ndo se manteve durante o periodo de recuperacdo e na segunda selecdo (Figura
17a).

Ja as proteinas soluveis totais apresentaram um aumento no seu teor durante a primeira e a
segunda selecdo, porém o acumulo da segunda selecdo foi menor que o da primeira, diferindo
estatisticamente entre si. No periodo de recuperacdo houve uma queda no teor de proteinas,
retornando ao estado inicial (antes do estresse) (Figura 17b).

Em relagdo ao teor de acido glucorénico, houve um aciimulo deste durante a primeira
selecdo, o qual se normalizou no periodo de recuperagdo e segunda sele¢do, ou seja, retornou ao
estado inicial (Figura 17c¢).

Os teores de glicose e poliose apresentaram respostas semelhantes, nos quais houve um
acréscimo no teor desses aclcares durante a primeira selecdo, sendo que, apds a retirada do
agente estressor, os niveis de glicose (Figura 17¢) e poliose (Figura 17f) diminuiram. Com a
segunda selecdo, os teores subiram novamente, os quais ndo diferiram estatisticamente do estado

inicial.
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Figura 17 - Parametros bioquimicos do tratamento 6 ao final das diferentes fases de selegdo (estado inicial, primeira
selecdo, recuperagdo e segunda selecdo) de calos de Eucalyptus urophylla submetidos a 45°C por duas
horas em BOD e em meio de cultura N7 (SIMOLA, 1985) suplementados com 20% de PEG 6000 por 20
dias

Onde: A) Teor de Prolina (ug.g”' de Material Vegetal Fresco); B) Teor de Proteina Soltveis Totais (mg.g” de
M.V.F.); C) Teor de Acido Glucordnico (mg.g" de M.V.F.); D) Teor de Celobiose (mg.g" de M.V.F.), E) Teor de
Glicose (mg.g”' de M.V.F.); F) Teor de Poliose (mg.g"' de M.V.F.). Letras iguais para cada tratamento nos diferentes
periodos ndo apresentam diferengas significativas pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade
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2.3.9 Teor de prolina

Quanto ao teor de prolina, os calos estudados responderam a deficiéncia hidrica
acumulando esse aminoacido durante a primeira e a segunda sele¢do, sendo que apds a retirada
desse fator de estresse (fase de recuperacdo), as células reduziram o teor deste (Figura 18A;
Anexo A). Somente os tratamentos 3 e 5 mantiveram estaveis os teores de prolina desde o estado
inicial (antes do estresse térmico e hidrico) até o periodo de recuperacdo. J& durante a segunda
selecdo, o tratamento 3 permaneceu estavel, mas o tratamento 5 acumulou esse a aminoacido
(Figura 18B; Anexo A). Essa informagdao demonstra que, para tolerar a deficiéncia hidrica, ndo
foi necessario acumular prolina no tratamento 5 até a fase de recuperacdo e no tratamento 3 por
toda a experimentagao.

Ao contrario destes, o tratamento 2 apresentou o maior teor de prolina, ndo diferindo
estatisticamente somente do tratamento 4 na primeira sele¢ao (Figura 18A e 18B; Anexo A). Isso
indica que sem o tratamento com temperatura acima de 25°C, os calos deste precisaram acumular
mais solutos compativeis para tolerar a deficiéncia hidrica, pois ndo contava com as proteinas de
choque térmico para auxiliar na regulagdo osmoética como ocorreu nos tratamentos 3, 4, 5 e 6

(Figura 18A; Anexo A).
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Figura 18 — Teor de prolina nos calos de Eucalyptus urophylla submetidos aos estresses hidrico e térmico nas
diferentes fases de selecdo (A) (estado inicial, 1* sele¢do, recuperagdo e 2° selegdo) e sob variagdes de
temperatura (B). Para visualizar as comparagoes de médias, ver anexo A

Onde: tratamento 1 (calos submetidos a 25°C por duas horas em meio sem PEG); tratamento 2 (calos submetidos a
25°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em meio com PEG);
tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 5 (calos submetidos a 40°C
por duas horas em meio com PEG); tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em meio com PEG).
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2.3.10 Teor de proteinas totais solUveis

Em relacdo as proteinas totais soluveis, os tratamentos 2 ao 6 elevaram seus teores dessa
variavel sob condi¢des de deficiéncia hidrica (Figura 19A; Anexo A), porém nos tratamentos 4, 5
e 6 o acumulo de proteina foi maior, diferindo estatisticamente dos outros (Figura 19B; Anexo
A).

Durante a fase de recuperacdo, esses mesmos tratamentos apresentaram baixo teor de
proteinas totais soluveis.

Ja os tratamentos 2 e 3 nao diferiram entre si durante toda a experimentacao, apresentando
baixos teores de proteina neste periodo quando comparados com os outros; s6 respondendo
positivamente ao estresse na primeira selecao.

Além disso, o aumento da temperatura nos pré-tratamentos ocasionou numa elevacao no
teor de proteina, principalmente nos tratamento 4 a 6 durante as duas selecdes. Porém, o acimulo

no T4 foi da mesma ordem de grandeza durante as duas exposi¢des a deficiéncia hidrica (Figura

19B; Anexo A).
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Figura 19 — Teor de proteinas totais soltiveis nos calos de Eucalyptus urophylla submetidos aos estresses hidrico e
térmico nas diferentes fases de selecdo (A) (estado inicial, 1* sele¢@o, recuperagdo e 2% selecdo) e sob
variagdes de temperatura (B). Para visualizar as comparagdes de médias, ver anexo A

Onde: tratamento 1 (calos submetidos a 25°C por duas horas em meio sem PEG); tratamento 2 (calos submetidos a
25°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em meio com PEG);
tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 5 (calos submetidos a 40°C
por duas horas em meio com PEG); tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em meio com PEG).
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2.3.11 Teor de Acucares ndo-estruturais soluveis

2.3.11.1 Teor de &cido glucordnico

Durante a primeira selecao, os calos dos tratamentos 2, 4, 5 e 6 responderam a deficiéncia
hidrica acumulando acido glucorénico. Assim que o fator de estresse foi retirado, houve uma
reducdo no teor desse agucar acido, o qual se assemelhou a quantidade apresentada no estado
inicial (antes do estresse), permanecendo estavel nas fases seguintes (periodo de recuperacao e
segunda sele¢@o) (Figura 20A; Anexo A).

Porém, os tratamentos 2, 4 ¢ 5 foram os que mais acumularam o acido glucorénico na

primeira selecao (Figura 20A e 20B; Anexo A).
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Figura 20 — Teor de acido glucordnico nos calos de Eucalyptus urophylla submetidos aos estresses hidrico e térmico
nas diferentes fases de selecdo (A) (estado inicial, 1? selegdo, recuperagdo e 2° selegdo) e sob variagdes
de temperatura (B). Para visualizar as comparagdes de médias, ver anexo A

Onde: tratamento 1 (calos submetidos a 25°C por duas horas em meio sem PEG); tratamento 2 (calos submetidos a
25°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em meio com PEG);
tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 5 (calos submetidos a 40°C
por duas horas em meio com PEG); tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em meio com PEG).

2.3.11.2 Teor de celobiose

Em relacdo a celobiose, houve um acumulo deste carboidrato na primeira selecdo nos
tratamentos 4 e 5, mas esse acréscimo nao apresentou diferencas estatisticas entre as diferentes
fases nesses tratamentos. ApoOs isso, a quantidade interna desse agucar foi reduzida e assim
permaneceu estavel na segunda selecdo (Figura 21A; Anexo A).

Os tratamentos 2 e 6 ndo variaram o teor de celobiose durante a experimentagdo (Figura

21B; Anexo A).
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Figura 21 — Teor de celobiose nos calos de Eucalyptus urophylla submetidos aos estresses hidrico e térmico nas
diferentes fases de selecdo (A) (estado inicial, 1? sele¢@o, recuperacao e 2° selecdo) e sob variagdes de
temperatura (B). Para visualizar as comparagdes de médias, ver anexo A

Onde: tratamento 1 (calos submetidos a 25°C por duas horas em meio sem PEG); tratamento 2 (calos submetidos a
25°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em meio com PEG);
tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 5 (calos submetidos a 40°C
por duas horas em meio com PEG); tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em meio com PEG).

2.3.11.3 Teor de glicose

A respeito do teor de glicose, os calos dos diferentes tratamentos acumularam esse
carboidrato durante a primeira selecdo, reduziram esse teor no periodo de recuperagao e na
segunda exposicao a deficiéncia hidrica, houve o acimulo de glicose somente nos tratamentos 2 e
6, os demais mantiveram os teores obtidos no estado inicial (Figura 22A; Anexo A).

Os tratamentos que apresentaram maior acimulo de glicose foram os T4 e TS5 na primeira
exposicao ao estresse hidrico, e os T2 e TS na segunda selegao.

Além disso, com 0 aumento na temperatura dos pré-tratamentos, houve uma elevacao
gradual no teor de glicose até o tratamento 5 durante a primeira sele¢do. Porém, os calos do
tratamento 6 apresentaram uma reducao no teor de glicose, a qual nao diferiu estatisticamente dos

tratamentos 2 e 3 (Figura 22B; Anexo A).
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Figura 22 - Teor de glicose nos calos de Eucalyptus urophylla submetidos aos estresses hidrico e térmico nas
diferentes fases de selegdo (A) (estado inicial, 1* selegdo, recuperagdo e 2° selegdo) e sob variagdes de
temperatura (B). Para visualizar as comparagdes de médias, ver anexo A

Onde: tratamento 1 (calos submetidos a 25°C por duas horas em meio sem PEG); tratamento 2 (calos submetidos a
25°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em meio com PEG);
tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 5 (calos submetidos a 40°C
por duas horas em meio com PEG); tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em meio com PEG).

2.3.11.4 Teor de poliose

Os calos quanto o teor de poliose responderam praticamente da mesma forma que o teor
de glicose avaliado. Houve um actimulo na primeira sele¢cdo, uma redugao desse teor durante o
periodo de recuperacdo e novamente um aumento na quantidade interna desse soluto na segunda
exposicao a deficiéncia hidrica somente no tratamento 2 e 6 (Figura 23A; Anexo A).

Os tratamentos que apresentaram maior acimulo de poliose foram os T2, T3 e T5 na
primeira exposi¢ao ao estresse hidrico, e os T2, T5 e T6 na segunda selecao.

Além disso, com o0 aumento na temperatura dos pré-tratamentos, houve uma elevagao

somente no teor de glicose do tratamento 5 (Figura 23B; Anexo A).



52

60 60

50

401

30

Teor de Poliose (mg/g de M.V.F.)
Teor de Poliose (mg/g de M.V.F.)

-Tratarrento 1
ETratamento 2
20

-Tratamento 3 -Estado Inicial

-Tratamento 4 10 |:|1" Selegdo

|:|Tratamento 5 -Recupera(;éo
| - Tratamento 6 0 |:|2" Selegdo

Estado Inicial 12 Selecdo Recuperacdo 22 Selecédo Controle  25°C 30°C 35°C 40°C 45°C

Figura 23 — Teor de poliose nos calos de Eucalyptus urophylla submetidos aos estresses hidrico e térmico nas
diferentes fases de selecdo (A) (estado inicial, 1* sele¢@o, recuperacao e 2° selecdo) e sob variagdes de
temperatura (B). Para visualizar as comparagdes de médias, ver anexo A

Onde: tratamento 1 (calos submetidos a 25°C por duas horas em meio sem PEG); tratamento 2 (calos submetidos a
25°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em meio com PEG);
tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 5 (calos submetidos a 40°C
por duas horas em meio com PEG); tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em meio com PEG).

2.3.11.5 Teor de arabinose
Apesar de ter ocorrido um acimulo de arabinose no tratamento 4 durante a fase de
recuperagdo, ndo houve alteracdes significativas desse carboidrato nos calos submetidos aos

diferentes tratamentos (Figura 24B; Anexo A) durante as fases de experimentagdo (Figura 24A).
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Figura 24 — Teor de arabinose nos calos de Eucalyptus urophylla submetidos aos estresses hidrico e térmico nas

diferentes fases de selegdo (A) (estado inicial, 1* sele¢do, recuperagdo e 2° selegdo) e sob variagdes de
temperatura (B). Para visualizar as comparagoes de médias, ver anexo A

Onde: tratamento 1 (calos submetidos a 25°C por duas horas em meio sem PEG); tratamento 2 (calos submetidos a
25°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 3 (calos submetidos a 30°C por duas horas em meio com PEG);
tratamento 4 (calos submetidos a 35°C por duas horas em meio com PEG); tratamento 5 (calos submetidos a 40°C
por duas horas em meio com PEG); tratamento 6 (calos submetidos a 45°C por duas horas em meio com PEG).
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2.3.12 Andlise fatorial por componentes principais

Mesmo tendo ocorrido diferengas em cada variavel, ao analisarmos as variaveis em
conjunto por tratamento, verifica-se que ndo héa diferencas entre elas na analise fatorial por
componentes principais, pois todos os tratamentos estdo agrupados em um sé componente
principal. Isso demonstra que, apesar das diferencas significativas apresentadas em cada variavel
analisada, esses ruidos foram tamponados pelo sistema, ou seja, as perturbacdes geradas pelos
fatores de estresse foram incorporadas pela célula, ndo alterando o seu funcionamento

macroscopico. Isso explica o fato de ndo ter ocorrido interferéncias no crescimento dos calos.
2.4 Discussao

2.4.1 Crescimento relativo dos calos

Apesar dos calos terem sido submetidos as condi¢des de desenvolvimento estressantes,
eles ndo cessaram o seu crescimento quando em deficiéncia hidrica. Isso indica que, de alguma
forma, as células tamponaram as perturbagdes decorrentes desse fator de estresse, permitindo que
seu funcionamento macroscopico nao fosse afetado. Pois um dos primeiros efeitos biofisicos
significativos da deficiéncia hidrica ¢ a reducdo na turgescéncia da célula e alteracdes nos
processos fisiologicos dependentes do turgor como o crescimento celular (TAIZ & ZEIGER,
2004).

Além disso, os calos estressados acumularam mais matéria seca que o controle
(tratamento 1) principalmente na primeira e na segunda sele¢do, sendo isso também observado
por Lutts e colaboradores (2004) em calos de trigo em deficiéncia hidrica.

As propriedades de recuperacdo ao estresse dos calos estudados também ndo foram
danificadas, pois todos os tratamentos mantiveram o crescimento obtido durante a primeira
selecdo. Esse mesmo resultado foi verificado em calos de trigo submetidos ao estresse hidrico
temporario que foram capazes de se recuperar dentre dois dias, pois os efeitos fisiologicos do
PEG durante 30 dias de exposi¢do, bem como o decréscimo no teor de agua ou no contetido de

K", ndo tiveram impactos nas habilidades de recuperagdo (LUTTS et al., 2004).

2.4.2 Ajuste osmatico

Para manter esse crescimento, alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e moleculares podem

ocorrer nas células (SCHILICHTING & SMITH, 2002). Uma maneira comum de suportar a
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deficiéncia hidrica ¢ através do aumento em cadeia no nimero de particulas existentes na célula
da planta (BUCHANAN et al., 2000).

Quanto a isso, durante as fases de sele¢do e recuperacdo, os calos nos diferentes
tratamentos acumularam esses solutos compativeis, mas o tratamento 3 permaneceu estavel frente
as variagdes ambientais em que foi submetido em relagdo as variaveis analisadas (Figura 18B a
21B, 23B e 24B), com excecao do teor de glicose (Figura 22B). Isso permite que trés hipoteses
sejam levantadas: 1) as condi¢cdes de deficiéncia hidrica ndo eram estressantes; 2) os calos desse
tratamento ndo responderam a deficiéncia hidrica, ou seja, a informacdo vinda do ambiente foi
ignorada e esses continuaram realizando suas atividades celulares, utilizando os recursos ainda
disponiveis até que se acabe; 3) o tratamento de 2 horas em 30°C permitiu que essas células
ativassem uma via metabdlica que acumulassem um osmolito ou um conjunto deles que as
ajudasse a manter suas fungdes.

A primeira hipétese pode ser descartada ao avaliarmos todos os outros tratamentos
submetidos a deficiéncia hidrica, principalmente o tratamento 2, o qual s6 foi submetido a esse
fator de estresse. Pois os calos desses alteraram todo o seu metabolismo, acumulando solutos para
sobreviverem a essa condi¢do de estresse hidrico (Figura 13 a 17 ou 18B a 24B), a qual
provavelmente exigiu essa resposta.

A segunda alternativa pode ndo ser a mais adequada, pois houve um acumulo de glicose
durante a primeira sele¢do (Figura 14), ou seja, as células receberam a informag¢do e conforme a
necessidade, determinadas vias metabdlicas foram acionadas. E, talvez neste caso, os calos so
precisaram de um aumento no teor de glicose para sobreviver a essas condi¢des de estresse.

Além disso, dentre as vias cataliticas das células, o acuimulo de glicose ¢ um dos mais
importantes, pois esse carboidrato ¢ precursor de uma infinidade de componentes celulares tais
como outros carboidratos, aminodcidos, bases nucleotidicas e conseqiientemente proteinas,
acidos graxos, esterdis, entre outros (LEHNINGER, 1995). Assim, um aumento no teor desse
agucar pode gerar muitas alteracdes metabolicas.

Porém, ¢ importante ressaltar que outros solutos podem ter sido acumulados, os quais ndao
foram contemplados neste estudo.

J& a terceira suposi¢do € a mais provavel de ter ocorrido, pois houve alteragdo no teor de
glicose, a qual pode gerar tantos outros solutos (LEHNINGER, 1995); os calos mantiveram seu

crescimento em ambiente com deficiéncia hidrica, o qual ¢ extremamente afetado em células nao
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tolerantes (TAIZ & ZEIGER, 2004); e apdés a retirada desse fator de estresse, houve
desenvolvimento desses, demonstrando que o estresse sofrido ndo danificou a estrutura celular,
ou seja, os ajustes realizados foram suficientes.

Essa terceira hipotese estd embasada numa teoria bastante difundida e bem aceita
atualmente entre os fisiologistas que ¢ a teoria da tolerancia cruzada, a qual se baseia na
existéncia de um sistema de defesa comum no combate ao estresse e postula que um fator de
estresse particular pode induzir tolerancia nas plantas a um subseqiiente estresse que ¢ diferente
do primeiro (RIZHSKY et al., 2002). E corrobora as informagdes levantadas por Kuznetsov e
colaboradores (1999) na quais se verificou que tratamentos preliminares com temperatura alta
podem aumentar a tolerancia em condigdes de estresse posteriores como a deficiéncia hidrica em
algodao.

Além disso, verificou-se que o tratamento com temperatura alta antes da submissdo a
deficiéncia hidrica (T3 ao T6) pode ter poupado as células de terem que gastar energia na
catabolizacdo de prolina, pois os tratamentos 3 ao 6 apresentaram valores inferiores quanto ao
teor de prolina que o tratamento que ndo foi submetido a esse fator de estresse (T2). Talvez a
redu¢do no acimulo desse aminoacido esteja ligada ao aumento na producdo de proteina total
soluvel observado em alguns desses tratamentos, principalmente na primeira sele¢do (Figura 19).
Isso indica que realmente pode ter ocorrido um aumento na tolerancia dos calos a deficiéncia
hidrica quando submetidos a temperatura alta anteriormente (RIZHSKY et al., 2002).

Quanto as formas de resposta, observou-se que as células podem utilizar diferentes vias
metabolicas para responder as perturbagdes do ambiente, pois no tratamento 5, durante a primeira
selecdo, as linhagens celulares deste elevaram os teores de proteinas e de todos os agucares
determinados, menos de prolina e isso foi suficiente para tamponar os efeitos do estresse hidrico.
J4 nos outros tratamentos (com exce¢do do tratamento 3), todas as variaveis analisadas foram
alteradas para responder as condicdes de estresse.

Em relacao aos agucares avaliados, houve um aumento consideravel de acido glucordnico,
celobiose, glicose e poliose em condi¢des de estresse, observado na maioria dos tratamentos que
foram submetidos a deficiéncia hidrica.

Todos esses carboidratos influenciam nas propriedades de movimentagdo da matriz da
parede celular, a qual ¢ importante para a protecao das células contra a dissecacdo (PIRO et al.,

2003). Assim, essa sintese de compostos fibrosos da parede celular (pois os aglcares
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determinados compdem a hemicelulose) pode induzir no apoplasto a formagdao de um gel
polimérico capaz de fixar ions, e reter quantidades consistentes de agua. Esse processo pode
contribuir eficientemente para o ajuste osmotico do compartimento simplastico além da
supersintese de solutos organicos compativeis especificos (LUTTS et al., 2004).

Dessa forma, pode-se dizer que o teor de acido glucordnico e poliose, talvez, possam ser
usados como parametros indicativos de resposta ao estresse em plantas tal como a prolina e a
glicose.

Outro fato interessante ¢ que a maioria dos calos avaliados acumula carboidratos na
primeira selegdo e depois retornam ao teor apresentado no estado inicial (antes do estresse),
principalmente nos tratamentos 4 e 5. Talvez esses actcares tenham sido incorporados a parede
celular, como foi observado por Hossain e colaboradores (2005), espessando-a de forma a evitar
a perda de dgua e aumentar a retengdo desta; ou podem ter sido usados na producdo de outros
compostos nao avaliados.

Portanto, com as informacdes relatadas, ¢ tentador especular que um dos caminhos para
aumentar a tolerancia das plantas ao estresse hidrico pode ser encontrado através de uma super-
expressdo de genes relacionados a sintese de polissacarideos da matriz e em particular aqueles
polimeros que conferem a capacidade de manter a 4gua na parede celular (PIRO et al., 2003).

De qualquer forma, o comportamento apresentado por todos os tratamentos submetidos as
condicdes de estresse frente a segunda selecdo indica que essas linhagens, especialmente a do
tratamento 4, provavelmente adquiriram tolerancia a essas condi¢des de estresse hidrico. Pois
esses calos ndo acumularam tanto solutos compativeis (na maioria deles houve aumento na
producdao de prolina e proteina, poucos acumularam agucares) ¢ aumentaram a produgdo de
massa seca (Figura 11).

Porém mais estudos nessa area devem ser realizados principalmente em relagdo aos
acucares que compde a parede celular e sua provavel influéncia na regulagdo osmotica das

células em condigdes de estresse.

3 CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados, conclui-se que:
- tratamentos com alta temperatura logo antes do estresse por deficiéncia hidrica aumentam a
tolerancia de calos de Eucalyptus urophylla ao segundo fator de estresse;

- os calos selecionados apresentam tolerancia a deficiéncia hidrica;
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- o teor de acido glucorénico e poliose podem ser usados como indicativos de condigdes de
estresse como a prolina e a glicose;

- as linhagens selecionadas apresentam variagdes quanto o mecanismo de resposta, mas todas sao
tolerantes a deficiéncia hidrica, sendo o tratamento 4 o mais tolerante deles por possuir maior

plasticidade.
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Anexo A — Média dos dados de cada variavel observada em calos de Eucalyptus urophylla submetidos a deficiéncia hidrica e ao estresse térmico

Variavel Fasede i itrole (T1)  25°C (T2) 30°C (T3) 350C (T4) 40°C (T5) 45°C (T6)
Experimentacéao
TCR (%) Estado Inicial 4,49 Ba 4,49 Ca 4,49 Ca 4,49 Ca 4,49 Ca 4,49 Ba
TCR (%) 12 Selecéo 4,49 Ab 6,94 Ba 7,31 Ba 8,11 Ba 7,07 Ba 7,08 Aa
TCR (%) Recuperacédo 6,03 Ac 7,01 Bbc 6,51 Bc 8,51 Ba 7,98 Bab 6,02 Ac
TCR (%) 22 Selecao 6,03 Ab 10,35 Aa 10,63 Aa 10,40 Aa 9,53 Aa 7,38 Ab
Prolina (ug/g de M.V.F.) Estado Inicial 526,30 Aa 526,30 Ca 526,30 Aa 526,30 Ba 526,30 Ba 526,30 Ba
Prolina (ug/g de M.V.F.) 12 Selegéo 526,30 Ad 1340,51 Aa 795,91 Acd 1090,97 Aab 524,99 Bd 983,54 Abc
Prolina (ug/g de M.V.F.) Recuperagédo 362,39 Bb 372,17 Cb 621,76 Aa 409,27 Bb 336,39 Bb 506,31 Bab
Prolina (ug/g de M.V.F.) 22 Selecao 362,39 Bc 876,46 Bab 785,59 Ab 460,84 Bc 895,37 Aab 1148,12 Aa
Proteina (mg/g de M.V.F.) Estado Inicial 14,05 Ba 14,05 Ba 14,05 Ba 14,05 Ba 14,05 Ba 14,05 Ca
Proteina (mg/g de M.V.F.) 12 Selecéo 14,05 Bd 14,74 Ac 14,90 Abc 16,35 Aa 15,32 Ab 16,08 Aa
Proteina (mg/g de M.V.F.) Recuperacgéo 14,81 Aa 14,55 Aa 14,40 Bab 13,89 Bbc 13,80 Bc 14,00 Chbc
Proteina (mg/g de M.V.F.) 22 Selecao 14,81 Ab 13,69 Bc 14,09 Bc 16,19 Aa 15,05 Ab 15,15 Bb
Ac. Glucorénico (mg/g de M.V.F.) Estado Inicial 13,99 Aa 13,99 Ba 13,99 Aba 13,99 Ba 13,99 Ba 13,99 Ba
Ac. Glucorénico (mg/g de M.V.F.) 12 Selecéo 13,99 Ac 32,27 Aab 19,60 Abc 32,76 Aab 36,45 Aa 25,61 Aabc
Ac. Glucorénico (mg/g de M.V.F.) Recuperacéo 574 Bc 11,10 Bbc 19,27 Aab 18,18 Bab 19,86 Ba 11,02 Bbc
Ac. Glucorénico (mg/g de M.V.F.) 22 Selecéo 574 Bb 16,78 Ba 8,93 Bab 14,41 Bab 13,57 Bab 16,23 Ba
Celobiose (mg/g de M.V.F.) Estado Inicial 19,33 Aa 19,33 Aa 19,33 Aa 19,33 Ba 19,33 Ba 19,33 Ba
Celobiose (mg/g de M.V.F.) 12 Selecéo 19,33 Aa 23,74 Aa 17,26 Aa 32,14 Aa 33,89 Aa 17,53 Aa
Celobiose (mg/g de M.V.F.) Recuperacao 6,63 Bc 15,41 Abc 17,10 Aab 22,90 Bab 19,93 Bab 25,87 Aa
Celobiose (mg/g de M.V.F.) 22 Selecao 6,63 Bc 23,50 Aa 7,81 Bbc 22,57 Ba 16,51 Bab 23,01 Aa
Glicose (mg/g de M.V.F.) Estado Inicial 6,47 Aa 6,47 Bca 6,47 Ba 6,47 Ba 6,47 Ba 6,47 Ba
Glicose (mg/g de M.V.F.) 12 Selecéo 6,47 Ac 19,02 Ab 21,57 Ab 26,00 Aa 25,51 Aab 20,81 Ab
Glicose (mg/g de M.V.F.) Recuperacao 3,41 Aab 3,34 Cab 402 Bab 6,84 Bab 6,67 Bab 0,00 Cb
Glicose (mg/g de M.V.F.) 22 Selecao 341 Ab 8,57 Bab 3,69 Bb 6,64 Bb 12,10 Bab 6,41 Bb
Poliose (mg/g de M.V.F.) Estado Inicial 17,28 Aa 17,28 Bca 17,28 Ba 17,28 Ba 17,28 Ba 17,28 Ba
Poliose (mg/g de M.V.F.) 12 Selecéo 17,28 Ac 4424 Aab 39,53 Aab 38,98 Ab 52,89 Aa 38,05 Ab
Poliose (mg/g de M.V.F.) Recuperacao 10,30 Bbc 11,12 Cb 18,18 Ba 21,35 Ba 19,94 Ba 4,44 Cc
Poliose (mg/g de M.V.F.) 22 Selecao 10,30 Bd 24,21 Ba 13,66 Bcd 16,40 Bbcd 22,81 Bab 19,45 Babc
Arabinose (mg/g de M.V.F.) Estado Inicial 0,05 Aa 0,05 Aa 0,05 Aa 0,05 Ba 0,05 Aa 0,05 Aa
Arabinose (mg/g de M.V.F.) 12 Selecéo 0,05 Aa 0,00 Aa 0,25 Aa 0,22 Aba 0,29 Aa 0,13 Aa
Arabinose (mg/g de M.V.F.) Recuperacao 0,12 Aab 0,00 Ab 0,39 Aab 0,97 Aa 0,62 Aab 0,00 Ab
Arabinose (mg/g de M.V.F.) 22 Selecao 0,12 Aa 0,21 Aa 0,04 Aa 0,00 Ba 0,00 Aa 0,00 Aa
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Onde: Letras iguais para cada tratamento nas diferentes fases ndo apresentam diferencas significativas pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade As letras
maiusculas sdo referentes as colunas (em cada tratamento) e as minuasculas, as linhas (entre tratamentos numa determinada fase de experimentagéo)



