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LIGNIFICACAO EM CALO DE Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden
LIGNIFICATION IN CALLUS OF Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden

Hulda Rocha e Silva! Heber dos Santos Abreu?> Desiane Amaral de Deus?

RESUMO

Este estudo objetivou verificar o processo de lignificagdo em calos de Eucalyptus grandis W. Hill ex
Maiden, desenvolvidos em meio Murashige e Skoog (1962) (MS), com diferentes concentracdes dos
reguladores de crescimento: acido 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D) (4,53; 11,32; 22,65; 45,30; 90,60 uM)
e cinetina (KIN-6-furfurilaminopurina) (0; 2,32; 4,65; 11,62; 23,25 uM). O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado com 5 (cinco) repeticdes, sendo cada unidade experimental
constituida por 5 (cinco) frascos, contendo cada um trés segmentos clonais, perfazendo-se 25 tratamentos.
Os resultados foram estatisticamente avaliados e indicaram que concentragcdes mais altas de lignina foram
associadas a uma concentracdo maior de 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D) em relagdo a cinetina (KIN-6-
furfurilaminopurina) e que o 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D), quando usado na auséncia de cinetina (KIN-
6-furfurilaminopurina), em concentracdes mais baixas, pode estimular de forma mais intensa a lignificagao,
do que quando usado na auséncia de cinetina em concentragdes mais altas. Os resultados indicaram, ainda,
que calos muito oxidados e menos fridveis, estdo relacionados a tratamentos onde a concentragao de lignina
¢ de mediana a alta.

Palavras—chave: calo; cinetina (KIN-6-furfurilaminopurina); acido 2,4—diclorofenoxiacético (2,4-D);
lignificagdo.

ABSTRACT

This study aimed to verify the process of lignification in callus of Eucalyptus grandis W. Hill ex
Maiden developed amid Murashige and Skoog, 1962 (MS) with different concentrations of growth
regulators: 2.4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (4.53, 11.32, 22.65, 45, 30; 90.60 mM) and kinetin
(KIN-6-furfurilaminopurina) (0, 2.32, 4.65, 11.62, 23.25 mM). The experimental design was completely
randomized to five replicates, being each experimental unit consisted of five bottles, containing three
segments clonal each one, adding up to 25 treatments. The results were statistically evaluated and indicated
that higher concentrations of lignin were associated with a higher concentration of 2.4-D and kinetin on
the 2.4-D, when used in the absence of kinetin, at lower concentrations, may stimulate a more intense
lignification than when used in the absence of kinetin in higher concentrations. The results indicated also
that the calli which are much less oxidized and friable, are related to treatments where the concentration of
lignin is of medium to high.

Keywords: callus; kinetin (KIN-6-furfurilaminopurina); 2.4-dichlorophenoxyacetic acid(2.4-D);
lignification.
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INTRODUCAO

O processo de formacao da madeira € bas-
tante complexo e envolve muitos eventos biologi-
cos, que sao coordenados por uma série de fatores
endogenos (fito-hormonios), exdgenos (fotope-
riodo e temperatura) e pela interacdo de ambos
(ANDRADE et al.,, 2006) passando por varios
eventos bioquimicos, entre os quais se destaca a
lignificacdo (HIGUCHI, 1980). O processo de lig-
nificacdo compreende estagios diferentes, abran-
gendo a formagdo, o transporte e a polimerizagao
de monolignois. Inicialmente, este processo ¢ alta-
mente mediado por enzimas nos compartimentos
citoplasmaticos (MONTEIRO et al., 2004).

A lignina ¢ detectada em maior quantida-
de na parede secundaria das células, sobretudo das
fibras, vasos e traqueideos do xilema, assim como
também, em menor quantidade, no periderma, as-
sociado a suberina onde age como uma barreira
contra patogenos (GUIMARAES et al., 2001).

A cultura de células e tecidos surge como
uma ferramenta importante para contribuir no en-
tendimento da influéncia dos fatores enddgenos
e exdgenos no processo de formagao da madeira.
Entre os meios de cultura utilizados, o meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) ¢ o mais usado
(SILVA et al., 2006). Entretanto, ¢ importante des-
tacar que, para cada tipo de célula, ha a necessi-
dade de se empregar um meio de cultura especifi-
co, que contenha, adequadamente, os nutrientes e
agentes indutores necessarios ao desenvolvimento
das células (COSTA, 2006).

Além da composi¢do dos meios de cultura,
as condicodes fisicas de incubagdo, como a tempe-
ratura, a umidade, a qualidade, a duragao do perio-
do de luz e o proprio genotipo do material vegetal
cultivado, influem sobre a morfogénese dos tecidos
vegetais (GEORGE e SHERRINGTON, 1984). Os
reguladores de crescimento como indutores exoge-
nos da lignificagdo podem ser testados durante a
formacao de calos in vitro. Em cultura de células,
o crescimento e o padrao de desenvolvimento da
maior parte dos cultivos in vitro estdo diretamente
relacionados com a composi¢do do meio e a con-
centracao dos reguladores de crescimento presen-
tes no meio (CORDEIRO et al., 2004). O meio
nutritivo deve estar de acordo com a exigéncia da
planta, porém, o principal fator da multiplicacdo ¢
a presenca dos reguladores de crescimento vegetal,
particularmente citocininas e auxinas, em doses
ideais (CORDEIRO et al., 2004 apud GASPAR et

al., 1990).

A escolha do fitorregulador a ser utilizado
na cultura in vitro, dependera do tipo de morfogé-
nese desejada, de seu nivel endoégeno no explante
no momento da excisdo, da capacidade do tecido
sintetizar o regulador durante o periodo de cultu-
ra e da possivel interacdo entre os hormonios ve-
getais endogenos e aqueles adicionados ao meio
(SANTOS, 2003). Estas substancias sao facilmen-
te transportadas para células responsivas, aque-
las que possuem sensibilidade, ou seja, possuem
competéncia para responder a um sinal especifico
(TREWAVAS, 1981), onde estao diretamente en-
volvidas com o controle da atividade génica em
nivel de transcri¢ao e de traducdo, em um grande
numero de processos (GUERRA et al., 1999).

As citocininas sdo uma das classes de re-
guladores de crescimento mais utilizadas na cul-
tura de tecidos (CALDAS et al., 1990), por pos-
suirem grande capacidade de promover divisao
celular atuando no ciclo celular, participando no
processo de diferenciagdo celular e alongamento,
principalmente quando interagem com as auxinas
(KLAHOLD et al., 2006).

Neste contexto, o presente estudo teve
como objetivo analisar, em ambiente controlado, a
influéncia dos reguladores vegetais cinetina (KIN-
6-furfurilaminopurina) e 2,4-D (4cido diclorofeno-
xiacético) na intensidade de lignificagao de células
de calos de Eucalyptus grandis (Hill ex Maiden), e
desenvolver protocolos para cultura de calos desta
espécie.

MATERIAL E METODOS

Oexperimento foiconduzidono Laboratério
de Biotecnologia da Madeira do Instituto de
Florestas da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ). As sementes para a producao dos
explantes foram adquiridas junto ao IPEF/ESALQ/
USP, coletadas no Talhdo A11, A21 do IPEF na ci-
dade de Anhembi, SP. As Sementes de E. grandis
foram desinfestadas e inoculadas no meio MS em
capela de fluxo laminar. Apds 21 dias da inocula-
¢cao das sementes, em fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C, segmentos apicais foram
isolados e inoculados em meio MS, adicionado de
5,71 uM de acido naftalenoacético (ANA). Foram
utilizados 10 recipientes com trés explantes cada.
Os explantes foram mantidos em auséncia de luz a
temperatura de 25+2°C, por 60 dias, sendo subcul-
turados a cada duas semanas. Apds esse periodo o
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calo mais desenvolvido foi repicado em fragmen-
tos de 0,3 cm, para multiplicacdo dos explantes
(clones), sendo entdo redistribuidos em meio de
cultura renovado; um fragmento por recipiente,
permanecendo no escuro. Foram efetuadas mais
trés subculturas, espacadas a cada duas semanas.
A quarta subcultura consistiu da inoculagdo de trés
fragmentos clonais por recipiente contendo meio
de cultura suplementado com diferentes concen-
tragdes de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)
(4,53; 11,32; 22,65; 45,30; 90,60 uM) e cinetina
(KIN-6-furfurilaminopurina) (0; 2,32; 4,65; 11,62;
23,25 uM), perfazendo-se 25 tratamentos. Os frag-
mentos clonais permaneceram em auséncia de luz,
a temperatura de 25+2°C, sendo subculturados pe-
riodicamente a cada duas semanas, em novo meio
de cultura renovado. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado com 5 (cin-
co) repeticdes, sendo cada unidade experimental
constituida por 5 (cinco) frascos proprios para in-
ducdo de calos em meio de cultura, contendo trés
segmentos clonais cada. As avalia¢des de concen-
tracdo de lignina foram realizadas apds 60 dias
de cultivo. Para analise dos dados, fez-se uso das
equagoes de regressao utilizando o programa esta-
tistico SAEG (2007).

A determinacao de lignina foi realizada
de acordo com o método de Bruce ¢ West (1989).
Assim, 1g de calo fresco de cada amostra foi pesado
e triturado em 25 ml de etanol 80% com molfariz,
depois o material foi centrifugado a 20.000 rpm,
por 20 minutos a 25°C em uma centrifuga (high
speed) de marca Sigma, transferido para placas de
petri e seco a temperatura ambiente. Depois do
material seco, pesou-se 50 mg de cada amostra e
transferiu-se para recipientes de vidro, com tampa
e tamanho adequado para serem levados a centrifu-
ga, onde foram adicionados 5 ml de 4cido cloridrico
(HCL) 2N e 0,5 ml de acido tioglicolico. Os reci-
pientes foram fechados e aquecidos em uma estufa
a 100°C por quatros horas. Em seguida o material
foi esfriado e depois centrifugado a 30.000 rpm
por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descar-
tado e o material depositado no fundo dos tubos
foi lavado uma vez com 5 ml de agua biodesioni-
zada. Este material foi suspenso em 5 ml de NaOH
0,5 N e agitado lentamente a 25°C por 18 horas
em um shaker para eliminacao do tioglicolato de
lignina. Apo6s as 18 horas, as amostras foram nova-
mente centrifugadas a 30.000 rpm por 20 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi transferido para tubos de
ensaio teste plasticos com tampa, onde foi adicio-

nado 1 ml de acido cloridrico (HCL) 2N. O mate-
rial ficou em repouso por 4 horas a 4°C, e depois
foi centrifugado a 30.000 rpm por 20 minutos. O
material solido foi dissolvido em 10 ml de NaOH
0,5N. A determinagao dos teores de lignina foi rea-
lizada utilizando um espectrometro de ultra violeta
em comprimento de ondas de 280 nm. O aparelho
utilizado para realizar as analises no ultravioleta
foi o UV mini 1240 —UV-Vis spectrophotometer
— Shimadzu.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o nimero de calos desenvolvidos por
recipiente, os resultados demonstraram que nao
houve diferenga significativa a 5% de probabilida-
de, para as diferentes concentracdes de regulado-
res de crescimento testadas nos protocolos. Todos
os tratamentos desenvolveram trés calos por reci-
piente. Durante a etapa de determinacao dos teo-
res de lignina, foram perdidos 7 tratamentos em
decorréncia de pressdo e posterior rachadura nos
tubos de ensaio teste plasticos com tampa durante
o processo de centrifugacdo. Os tratamentos perdi-
dos foram: T3, T6, T21, T22, T23, T24, T25.

Uma curva de calibragao foi elaborada
com amostra padrdo de lignina de Bjorkman, e por
meio da curva de calibragdo obteve-se a equacao:
ABS: K1. C+KO0, onde: ABS= absorbancia 1= 0,
005094, K0=0, 023669, C= Concentracao de lig-
nina, que possibilitou o calculo da quantidade de
lignina a partir da absorbancia de cada amostra
(Tabela 1) em mg/L.

A andlise de variancia demonstrou que os
resultados foram significativos a 1% (Tabela 2).

TABELA 1: Absorbancia média por tratamento.

TABLE 1:  Mean absorbance per treatment.
Tratamento Absorrb:?mcia Tratamento Absot:ba?mcia
média média
1 0,7478 12 0,4902
2 0,6888 13 0,3932
4 0,632 14 0,4954
5 0,6452 15 0,385
7 0,7388 16 0,513
8 0,8046 17 0,6034
9 0,3788 18 0,4222
10 0,741 19 0,6314
11 0,478 20 0,6322
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TABELA 2: Resumo da analise da variancia

dos dados obtidos em fungdo
da concentragdo de lignina por
tratamento.

TABLE 2:  Summary of analysis of data
variance obtained according to lignin

concentration per treatment.

Analise da variancia

F.V. G.L. Quadrado Médio
bTratamento 17 0.5771168E-01**
Residuo 72 0.1806302E-02
C.Ve=2.097

Em que: ** significativo a 1%

A Tabela 3 compara os resultados para te-
ores de lignina pelo teste de médias Duncan a 5%
de probabilidade, ordenados os resultados da maior
média para a menor, com a finalidade de facilitar
a visualizacao da influéncia de cada tratamento no
teor de lignificagao.

O tratamento que apresentou maior concen-
tracdo média de lignina em mg/L foi o T8, diferindo
dos outros tratamentos a 5% de probabilidade. Esse
tratamento possui um balango favoravel ao regulador
de crescimento 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D),
numa proporgao de 11,35 uM de 2,4-D/4,65 uM de
cinetina, enquanto que o tratamento que apresentou
menor concentragao média de lignina por tratamento
em mg/L foi o T9, que possui um balango equilibra-
do entre o 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D) e a ci-
netina (KIN-6-furfurilaminopurina). Sousa (2007),
testando a influéncia do 2,4 Diclorofenoxiacético
(2,4-D), na lignificacdo de células em suspensdo de

Eucalyptus urophylla, encontrou seus niveis mais
altos de lignificacdo quando usou 0 puM de 2.,4-
D/46,5 uM de cinetina, ja os niveis mais baixos de
lignificagdo foram encontrados com 9,06 uM de 2,4-
D/46,5 uM de cinetina (KIN-6-furfurilaminopurina).
Os dois resultados sao antagdnicos aos encontrados
neste estudo, pois as concentragcdes mais altas de
lignina estdo associadas a uma quantidade maior
de 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D) em relagao a
cinetina (KIN-6-furfurilaminopurina), e as mais
baixas ao invés de um balango favoravel a cinetina
(KIN-6-furfurilaminopurina), caracterizam-se por
um balango equilibrado. Karkonen (2001), tam-
bém sugere balangos favoraveis a cinetina (KIN-6-
furfurilaminopurina) (0,05-0,5 uM de 2,4-D/2,5 uM
de cinetina) na indug@o de lignina extracelular em
cultura de células em suspensao.

A situacdo contraria ao T8 ocorre no T4,
onde a propor¢do de 2,4-D/cinetina é inversa, e a
concentracdo média de lignina para este tratamen-
to foi intermediaria. A propor¢do dos hormonios
no T8 indica um favorecimento da lignificacdo de
forma mais intensa na espécie E. grandis dentre
os tratamentos testados. Pereira (2005), também
estudando influéncia de reguladores vegetais na
lignificagdo de E. grandis, porém, em aplicagdes
realizadas direto na planta, e ndo a nivel celular,
como € o caso deste trabalho, observou que tanto
o acido giberélico e a 6 - benzilaminopurina iso-
lados, quanto combinados entre si, apresentaram
diminui¢@o nos niveis de lignificagdo em relagdo a
testemunha. Simola et al. (1992) encontraram um
resultado semelhante ao usarem baixas quantidades
de 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D) em células de

TABELA 3: Teste de comparagao de médias Duncan a 5% de probabilidade para concentracao de lignina,

ordenado da maior para a menor média.

TABLE 3: Comparison test of Duncan’s averages at 5% of probability to lignin concentration, ordered
from the highest to the lowest average.
Tratamentos Repeticdes Média/Tratamento Tratamentos  Repeticdes Média/Tratamento

8 5 153,672? 17 5 113,832¢

1 5 142,152 16 5 96,07744

7 5 140,928 18 5 95,9224

10 5 140,858 14 5 92,65044

2 5 130,2282"¢ 12 5 91,56824

5 5 122,01¢ 11 5 90,4458¢

19 5 119,9144¢ 13 5 72,3752¢
20 5 119,479¢ 15 5 71,3384¢

4 5 114,672¢ 9 5 69,7154¢

Nota: Tratamentos com letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade. Médias seguidas de letras iguais ndo

diferem entre si a 5% de probabilidade.
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Picea abies, quando a concentragdo desse hormonio
variou de 0-0,5 uM, houve um incremento signifi-
cativo no teor de lignina das células. Entretanto, os
mesmos autores acharam resultados ainda melho-
res quanto a lignificagdo em Picea abies, quando
usaram a propor¢ao 0,05 uM de 2,4-D / 2,5 uM de
cinetina.

Quando o balango hormonal foi favora-
vel a cinetina (KIN-6-furfurilaminopurina) (T10,
T5 e T4), a concentragdo de lignina por média de tra-
tamento foi maior. Nos tratamentos onde as propor-
¢oes de 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D) foram as
maiores entre todos os tratamentos (T17, T18 ¢ T12),
as concentragdes de lignina em mg/L por média de
tratamento podem ser consideradas de intermedia-
rias a baixas. Um resultado diferente foi encontrado
por Monteiro (2005), que também testou a influén-
cia do 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D), combinado
com 4cido jasmoénico na lignificagdo, estudando a
espécie Eucalyptus wurophylla. Em combinagdes
com concentragdes de 2,4 Diclorofenoxiacético
(2,4-D) superiores ao acido jasmoénico houve um in-
cremento alto na percentagem de lignina em relagao
a testemunha. Isto mostra que reguladores vegetais
agem de forma diversa, dependendo da espécie em
estudo, da concentragdo e do tipo do outro regulador
com o qual esteja interagindo.

Nos tratamentos onde estd presente apenas o
regulador de crescimento 2,4 Diclorofenoxiacético
(2,4-D) (T1, T16 e TI11), observa-se uma con-
centracdo muito maior de lignina, enquanto
no T16 e no T11, apesar de a concentragao do
2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D) dobrar de um
tratamento para o outro, o resultado da concen-
tracao de lignina por média de tratamento nao di-
fere estatisticamente um do outro. Este resultado
indica que o 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D),
quando usado na auséncia de cinetina (KIN-6-
furfurilaminopurina), em concentracdes mais bai-
xas, pode estimular de forma mais intensa a lig-
nificacdo, do que quando usado na auséncia de
cinetina (KIN-6-furfurilaminopurina) em concen-
tragdes mais altas. Monteiro (2005), também testou
2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D) de forma isolada
em E. urophylla, e os resultados encontrados foram,
mais uma vez, diferentes dos encontrados neste es-
tudo. Quando testada uma quantidade relativamente
mais baixa de 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D), a
quantidade de lignina ficou bem abaixo da testemu-
nha (0 uM de acido jasmonico/0 uM de 2,4-D) e
quando a quantidade de 2,4 Diclorofenoxiacético
(2,4-D) dobrou, a percentagem de lignina aumentou

significativamente.

Com os resultados obtidos foi possivel ve-
rificar, uma relagdo entre a friabilidade dos calos
nos diversos tratamentos e o teor de lignina por
tratamento. Foi observado que os calos mais fria-
veis, claros e de facil desagregacdo, pertencem aos
tratamentos onde as concentragdes de lignina por
média de tratamento foram as mais baixas. Esses
tratamentos possuem uma relagdo 2,4-D/cinetina
equilibrada, quando comparadas aos outros tra-
tamentos. Calos muito oxidados e menos friaveis
estdo relacionados a tratamentos onde a concentra-
¢do média de lignina ¢ de mediana a alta. Nestes
tratamentos, a relagdo 2,4-D/cinetina € favoravel
ao 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D), e em alguns
casos em concentragcdes muito mais altas. Quando
a relag@o entre os hormonios esta favoravel a cine-
tina (KIN-6-furfurilaminopurina), as concentracdes
de lignina também sdo altas e os calos oxidados e
endurecidos. Ao que tudo indica, as concentracdes
de lignina por média de tratamento sdo diretamen-
te proporcionais ao nivel de oxidacdo dos calos e
vice-versa.

Sato et al. (2004) apud George e Sherrington
(1984), sugerem que entre as substancias fendlicas,
responsaveis pela oxidacao dos tecidos estao os pre-
cursores da lignina, indicando que de fato a maior
intensidade de oxidagdo fenolica implica em maio-
res concentragdes de lignina por média de tratamen-
to em mg/L. Andrade et al. (2000) relatam que em
plantas lenhosas acumulam-se polifenois e produtos
de oxidac¢ao, dentre os quais se encontra a lignina.

Os resultados mostram que células em ni-
veis de calo hospedam um potencial bioquimico ca-
paz de estabilizar o efeito oxidativo do tecido atra-
vés da formacao da lignina e que as variagdes dos
tipos e concentracdes dos reguladores de crescimen-
to desencadeiam altera¢des no processo metabolico
que levam ao processo de lignificacao.

CONCLUSOES

A cultura de tecido constitui-se como me-
canismo essencial para o estudo de E. grandis in
vitro. O Diclorofenoxiacético (2,4-D) e a cinetina
(KIN-6-furfurilaminopurina) apresentam-se de for-
ma determinante no processo de lignificagdo de cé-
lulas para a espécie estudada. Os protocolos desen-
volvidos neste estudo podem ser muito uteis para
a area de biotecnologia vegetal, em especial para
temas desenvolvidos com espécies lenhosas; pois,
este estudo abre caminho para um maior aprofunda-
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mento sobre a influéncia de reguladores vegetais no
processo de lignificacao em Eucalyptus grandis W.
Hill ex Maiden.
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