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Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes doses de aluminio em brotagdes do hibrido
Eucalyptus grandis x E. urophylla, cultivadas in vitro. Foram avaliados no meio de cultura os valores de
pH e modificagdes quimicas, através do programa Geochem. Os teores de poliaminas livres (putrescina,
espermidina e espermina) e a atividade da enzima fosfatase acida foram avaliados nas brotagées. O de-
lineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, sendo 0; 6,75;
13,50 e 27 mg.L"' de Aluminio e quatro repetigdes por tratamento. Os dados foram coletados aos 4, 8,
12, 16, 20, 24 e 28 dias de cultivo. A adigdo de doses crescentes de AICI,.6H, alterou o equilibrio i6nico
do meio de cultura em todas as concentragoes, resultando em alteragdes morfolégicas nas brotagdes, di-
minuigao do pH, intensificagdo na sintese de putrecina, espermidina e espermina e aumento na atividade
da enzima fosfatase acida.
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Abstract

This paper is aiming to evaluate the effects of different levels of the aluminum on the growth of the Euca-
lyptus grandis x E. urophylla shoots cultivated in vitro. Evaluations were carried out on pH and chemicals
modifications of the culture medium by Geochem program, polyamines contents (putrescine, espermidine e
espermine) and acid phosphatase ativity on the shoots. The trial had a totally randomized design with four
treatments and four replicates. The treatments were: 0.0, 6.75, 13.50 and 27 mg.L" of AICI,.6H,. Evalua-
tions were carried out on the 4th, 8th, 12th, 16th, 20th, 24th and 28th day of culture. The addition of the alu-
minium, in all concentrations, affected the culture medium ionic equilibrium, the morphology of the shoots,
reduced the pH on the medium, induced an increase in polyamines content and higher acid phosphatase
activity.
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INTRODUCAO tanto, apresentam normalmente baixo indice de
enraizamento (XAVIER e COMERIO, 1996).

A crescente demanda pela madeira de Eu- A cultura de tecidos mostra-se boa alternativa

calyptus spp. na producao de papel, celulose e
energia, tém merecido especial atencao de Insti-
tuicoes de Pesquisas, Universidades e Empresas
em todo o Brasil. A espécie pode ser propagada
vegetativamente por estaquia e enxertia, entre-

de propagacao, necessitando de menor espaco
fisico, apresentando elevada taxa de multiplica-
¢ao, menor incidéncia de pragas e doencas du-
rante o cultivo, e possibilitando maior controle
dos fatores envolvidos (HIGASHI et al., 2002).
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Em geral, a atividade florestal é destinada a
solos arenosos e de baixa fertilidade, possuindo
muitos deles, niveis de elementos considerados
téxicos para as plantas. Dentre estes elementos,
o aluminio se destaca, colaborando com a dimi-
nuicao do pH do solo e prejudicando a dispo-
nibilidade de alguns elementos fundamentais
na nutricao mineral das plantas (MALAVOLTA
et al.,1997). O aluminio € o terceiro metal mais
abundante da crosta terrestre, apds o oxigénio
e o silicio, sendo encontrado em diferentes for-
mas, como aluminossilicatos insoltveis ou 6xi-
dos (FOY et al., 1978; DeLHAIZE e RYAN, 1995;
LARSEN et al., 1996; MA et al., 2001). Mesmo
em pequenas quantidades o Al** pode inibir o
crescimento das raizes, em poucos minutos ou
horas, em diversas espécies vegetais.

A toxidez por aluminio pode causar inibicao
da divisao celular, lesdes nas membranas, alte-
racoes na sintese do DNA e mitose, além de in-
terferir na fixacao do fésforo, em formas menos
disponiveis no solo e na planta. Diminui tam-
bém a respiragao radicular, a absorgao, transpor-
te e uso de elementos como o Ca, Mg, P, K e
agua (ROY et al., 1988; KOCHIAN, 1995).

O aluminio pode alterar o metabolismo das
poliaminas, pois interfere sobre os cations, cau-
sando prejuizo para as células vegetais, através
da interacao com macromoléculas sensiveis. Isto
resulta na inibicao do crescimento radicular, di-
visao celular, sintese de DNA, biomassa requeri-
da e altura de plantulas, que sao regulados pelas
poliaminas (MINOCHA et al., 1992).

Foi sugerido (SHORTLE e SMITH, 1988) que
0 aluminio causa reducao na absorcao de Ca e
Mg nas raizes, causando deficiéncia de calcio em
arvores. Esta deficiéncia pode promover a indu-
¢ao da biossintese e/ou acimulo (pela intercon-
versdo) de putrescina e espermidina em tecidos
foliares. Outros trabalhos também relatam o
acimulo de putrecina e alteragbes em outras po-
liaminas (espermina e espermidina) em plantas
tratadas com aluminio (MINOCHA et al., 1996).

Elevados teores de aluminio e conseqiien-
temente, baixos niveis de pH no meio afe-

tam o metabolismo da enzima fosfatase aci-
da (E.C.3.1.3.2), (BIELESKI, 1973; HELAL,
1990). A fosfatase acida estd geralmente rela-
cionada como transportadora do fésforo inor-
ganico, desempenhando papel importante na
hidrolise de fosforos ésteres no meio, trans-
formando o fésforo nao disponivel em fos-
foro inorganico, disponivel (BIELESKI, 1973;
DUFF et al., 1991).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
de diferentes doses de aluminio em brotacoes
do hibrido de Eucalyptus grandis x E. urophylla
in vitro, através da determinacdo dos niveis de
pH do meio, teores de poliaminas (putrescina,
espermidina e espermina) e da atividade da en-
zima fosfatase dcida nas brotacdes, durante o
periodo de cultivo.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal usado (sementes) foi
obtido a partir de um clone do hibrido de Eu-
calyptus grandis x E. urophylla cultivado in vitro,
fornecido pela Lafisa. Ap6s a germinacao das
sementes em meio Gongalves (1980), o hipo-
cotilo foi multiplicado durante 30 dias para
obtencao de quantidade suficiente de brota-
¢Oes para o inicio do experimento em meio
Gongalves (1980), acrescido de IAA (acido in-
dol acético) (0,01 mg L'') 6 BAP (6-benzil ami-
nopurina) (0,2 mg L') com pH ajustado a 5,8
antes da inclusao do aluminio. O aluminio foi
adicionado ao meio de cultura, sob a forma de
AICL,.6H,0O, nas seguintes concentragoes: 6,75
mg Al L' ou 0,25 mM AICL.6H,O (T1); 13,5
mg Al L' ou 0,50 mM AICL,.6H,O (T2); 27,0
mg Al L' ou 1,0 mM AICI,.6H,O (T3) e omisso
em AICI,.6H,O (controle).

Utilizou-se manta acrilica, para sustentacao
das brotagoes em meio liquido, pois com a adi-
cao de AICI,.6H,0, o valor de pH diminuia (Ta-
bela 1), nao permitindo a gelificacdo do agar.
Em cada recipiente foi adicionado 50 mL do
meio de cultura, incluindo o aluminio, a manta
acrilica e quatro brotagoes.

Tabela 1. Valores de pH durante o periodo de cultivo de Eucalyptus grandis x E. urophylla, in vitro, em meio de

cultura Gongalves (1980) modificado.

Table 1. pH value during the period of culture of Eucalyptus grandis x E. urophylla shoots in Gongalves

(1980) modified.

Doses Al Dias de coleta durante o cultivo
1] 4 8 12 16 20 24 28
0 5,2 47 4.8 4.8 4,6 4,6 4,7 4.7
6,75 3,5 4,5 4.6 47 4,5 46 4,5 4.6
13,5 3,3 41 45 51 57 47 4,8 4,5
27,0 3,1 4,0 4,3 5,2 5,3 5,2 4,9 5,3
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O cultivo ocorreu em sala de crescimento
com temperatura de 26 + 2°C, fotoperiodo de
16 horas claro e 8 horas escuro e intensidade
luminosa de 50 = 2 pmol m? s!. As brotacoes
constituiram-se de parte aérea pouco desenvol-
vida e auséncia de sistema radicular. A padroni-
zagao ocorreu pelo tamanho das gemas.

O experimento foi instalado em delineamen-
to inteiramente casualizado com quatro trata-
mentos (Controle — auséncia de AICI,.6H,O;
T1-6,75 mg Al L' ou 0,25 mM AICIL,.6H,0; T2
- 13,5 mg Al L' ou 0,50 mM AICL,.6H,0; T3 -
27,0 mg Al L' ou 1,0 mM AICL,.6H,0) e quatro
repeti¢coes, para todos os parametros medidos.
As coletas foram realizadas aos 4, 8, 12, 16, 20,
24 e 28 dias de cultivo para avaliar os valores do
pH no meio de cultura, os teores de poliaminas
(putrescina, espermidina e espermina) e a ativi-
dade da enzima fosfatase acida por eletroforese
de isoenzimas, em brotacoes cultivadas sob efei-
to das crescentes doses de aluminio.

Utilizou-se o0 modelo matematico para expe-
rimentos em parcelas subdivididas em delinea-
mento inteiramente casualizado, dado por:

Y,=utt+ (t’”)[j Tt (), €
Onde:
i=1,...,7j=1,..,4k=1,..4;
Yijk = valor observado correspondente a combi-
nacao da i-ésima coleta e a k-ésima dose de alu-
minio na j-ésima repeticao
t, = efeito da i-ésima coleta
(tr)ij= efeito da interacao da i-ésima coleta com j-
ésima repeticao; é usado como residuo (Residuo
A) em nivel de parcela (coleta), (tr)i/. N N(0, 92”.);
t' k = efeito de k-ésima dose de aluminio
(it’),, = efeito da interacao entre i-ésima coleta e
k-ésima dose de aluminio;
e, = erro experimental associado a Y_,usado
como residuo em nivel de subparcela (dose), e,
N N(0, 021,’). ‘

As meédias obtidas foram comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Analise do equilibrio quimico do meio de
cultura

Para verificar o equilibrio quimico do meio
de cultura utilizou-se o programa Geochem
(MATTIGOD e SPOSIO, 1979). Os dados foram
inseridos ao programa em concentragao molar
de cada metal e ligante do meio de cultura uti-
lizado no trabalho. Os valores de pH do meio,
para cada tratamento, foram também medidos e
adicionados ao programa.

Teores de poliaminas

O teor das poliaminas livres foi realizado
de acordo com o método de Flores e Gals-
ton (1985), modificado por Lima (1994).
Amostras do material fresco foram coletadas,
pesadas, homogeneizadas em 1 ml de acido
perclérico a 5% e centrifugadas a 10.000 rpm
por 20 minutos, a 4°C. Aliquotas da parte or-
ganica foram retiradas e submetidas a croma-
tografia de camada delgada. As placas de silica
gel (60 G) foram ativadas a 100°C por duas
horas. Os solventes cromatograficos empre-
gados foram cloroférmio:trietilamina (20:1).
As poliaminas foram qualificadas e quantifi-
cadas em espectroscopia de fluorescéncia VDS
(Pharmacia Biotech).

Atividade da enzima fosfatase acida

Amostras de brotacoes de cada tratamento
foram pesadas para a obtencao da massa fresca.
Em seguida, 1 grama do material foi macerado
em almofariz gelado com 2 ml de solugao extra-
toran.1 de Alfenas et al. (1991). O macerado foi
centrifugado a 10.000 rpm / 20 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi armazenado a -8 °C para
posterior analise.

Condicoes da corrida eletroforética

Apés descongelamento, foram retiradas ali-
quotas de 40yl e pipetadas em "Wicks” (papel
filtro de 15x6 mm embebido com as amostras).
Géis contendo 2/3 de penetrose de milhoe 1/3
de amido (Sigma) na concentragao final de
12%, foram resfriados e posteriormente cor-
tados ao meio e colocados os “Wicks” com as
diferentes amostras. Em uma das extremida-
des foi aplicado um “Wicks”, com bromofe-
nol, para marcacao da distancia de migracgao.
A corrida foi realizada em geladeira e os “Wi-
chs” retirados ap6s trinta minutos. Retirados os
“Wichs”, seguiu-se a corrida por um periodo de
quatro horas, aproximadamente 8 cm de mi-
gracao do marcador.

Coloracao das enzimas

Foram utilizadas seccbes de 5 mm, confor-
me protocolo de Alfenas et al. (1991). Os géis
foram incubados no escuro a 30-37°C, até apa-
recerem as bandas, descartando-se a solucao de
coloragao e fixando o gel em solucao de glicerol
a 10%. Foi padronizado em 1 hora o tempo co-
loragao para a fosfatase acida (ACP).
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Analise dos géis

Os géis foram fotografados em VDS (Amer-
sham Pharmacia Biotec), as imagens analisa-
das com suas formas alélicas, as atividades ex-
pressas como mobilidade relativa (Rf) e indice
de densidade 6ptica através da densitometria
de gel (Programa Software Image Master VDS,
versao 2,0, da Amersham Pharmacia Biotec
(1995, 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Modificacoes quimicas do meio de cultura

Houve alteragoes no pH (Tabela 1) do meio
de cultura durante o cultivo, provavelmente
causadas pela adicdo de doses crescentes de
AICL,.6H,O. Inicialmente houve reducao acen-
tuada de pH no meio de cultura dos tratamen-
tos (T1- pH 3,5; T2 - pH 3,3; T3 - pH 3,1),
devido provavelmente a adigao de aluminio,
sendo que, a partir do quarto dia houve ten-
déncia de aumento desses valores. (apresenta-
ram valores mais basicos.) O tratamento con-
trole mostrou diminui¢ao de pH até o quarto
dia, permanecendo entao, estavel até o final do
experimento. A absor¢ao de nutrientes pelas
plantas, devido ao seu metabolismo normal,
geralmente, altera a composi¢ao do meio, per-
mitindo uma faixa acima da qual o pH tende
a subir sem que ocorra a precipitagao do alu-
minio (CONNER e MEREDITH, 1984), o que
pode explicar os valores do pH medidos apos
o quarto dia de coleta.

A simulacao do balan¢o quimico dos ele-
mentos no meio de cultura, realizado pelo pro-
grama Geochem, em funcao das alteracoes do
pH (Tabela 2), sugere que o fésforo (PO,*) po-
dera tornar-se menos disponivel para as plantas,
em func¢do de sua ligacdo com o aluminio. As
porcentagens encontradas de PO,* ligados ao
AP foram de 0% no controle, 10,8%; 24,8% e

46,1% nos tratamentos T1, T2 e T3, respectiva-
mente. O PO,*> estd presente, em sua maioria,
ligado ao H* nas porcentagens de 80,9 no con-
trole, e 71,3; 60,4 e 42,9, nos tratamentos T1, T2
e T3, respectivamente.

A fungao do fosforo é alterada na presenca de
aluminio, pois este se liga rapidamente ao fosfo-
1o, alterando sua disponibilidade para as plantas.
Desta forma, o metabolismo celular é afetado,
resultando em danos irreversiveis, sendo que, as
ligacdes do aluminio com o fésforo ocorrem na
forma de inibi¢do nao competitiva (MALAVOLTA
etal.,, 1997). Os sintomas de deficiéncia de fosfo-
ro, freqlientemente, assemelham-se aos sintomas
de fitotoxidade ao aluminio (FOY et al., 1978).

Os elementos enxofre (SO,*), cloro (CI) e
boro (B(OH),) mostraram aumento na por-
centagem de ligacoes com o Al em func¢ao das
crescentes doses de Al ao meio. Em relacao aos
demais nutrientes, a simulacio nao indicou
grandes modificacdes em suas disponibilidades.

O programa Geochem avalia o balango qui-
mico de macro e micronutrientes, porém nao
permite a inclusao dos reguladores vegetais, vi-
taminas e aglcares que sdo também componen-
tes do meio de cultura. Entretanto, como mo-
delo tedrico, foi possivel simular e comparar as
condigoes de balanco quimico do meio quando
se adicionou AICL,.6H,O .

Ocorreu também diminuicao do crescimen-
to das brotacoes e a formacao de massa calosa,
enrijecida, com elevada oxidacao, o que promo-
veu o escurecimento do material vegetal (Figu-
ra 1). Esse escurecimento é geralmente provo-
cado pela oxidagdo de fendis, estimulada pela
diminuicao do pH do meio (HIRANO e HIJII,
1998). Muitas das desordens ocorridas nas bro-
tagdes podem ter sido causadas ndao somente
pela adicao do aluminio (AICI,.6H,0) ao meio,
mas também pela diminui¢ao ou aumento do
pH (Tabela 1).

Tabela 2. Distribuicdo primaria em porcentagem de alguns ligantes livres e ligados ao Aluminio no meio de cultura
Gongcalves (1980) com os diferentes tratamentos, através do programa Geochem.

Table 2. Primary distribuition (%) of some free and combined ligants with alumium in Gongalves (1980) medium
under different aluminium treatments, by the Geochem program.

Ligantes livres ou com Al Controle Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento3

PO,* ligado 0 10,8 24,8 46,1
PO, livre 0 0 0 0

SO,* ligado 0 0,5 2,1 6,3

SO,* livre 65,9 64,7 63,3 60,3

Cl- ligado 0 0 0,2 0,8

Cl- livre 95,8 95,7 95,5 95,0

B(OH), ligado 0 0,5 1,0 21
B(OH), livre 0 0 0 0
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Pode ser notado que ocorreram alteracoes
morfoldgicas nas brotacdes como o enrijeci-
mento das folhas e amarelecimento, promovido
provavelmente, pela degradacao da clorofila. As
mudancas morfoldgicas poderiam ser atribui-
das a uma desorganizacao do citoplasma, como
descrito por Alessa e Oliveira (2001), em brota-
¢oes de Vaucheria longicaulis submetidas a doses
crescentes de aluminio. O excesso de aluminio
tem efeito marcante na morfologia de espécies
florestais, promovendo a peroxidacao dos li-
pideos das membranas celulares, alterando o
transporte de fons e modificando o crescimento
das plantas (YAMAMOTO et al., 1997).

Poliaminas

Observa-se aumento no teor da diamina pu-
trescina, durante o periodo de cultivo, sob efeito
dos diferentes tratamentos (Tabela 3). Na fase ini-
cial, isto é, do quarto ao décimo segundo dia de
cultivo, ocorreram maiores niveis de putrescina
para as brotacdes mantidas no tratamento com
a dose mais alta de AICL,.6H,O. Brotagoes culti-
vadas na dose mais baixa de AICL,.6H,O e per-
tencentes ao tratamento controle, apresentaram
baixas concentracoes de putrescina nestas épocas
de coleta. Apos esse periodo, comecou a ocorrer
diminuicao dos teores de putrescina nos trata-
mentos contendo maiores doses de aluminio.

Flores (1991) verificou que o papel especifico
do acimulo de putrescina seria a manutencao do
balango cation-anion no tecido vegetal e o acu-
mulo dessa diamina foi atribuido a caréncia de
potassio, tanto em mono e dicotileddneas, o que
parece ser uma resposta universal. Resultados
semelhantes foram encontrados por diversos au-
tores em trabalhos cldssicos (BASSO, 1974; BAS-
SO et al., 2003; SMITH, 1985; FLORES, 1990).
Malavolta et al. (1997) relataram que o aluminio
interfere na absorcao de K, na forma de inibicao
competitiva, alterando a disponibilidade do po-
tassio no processo de absor¢ao. Provavelmente,
como o potdssio é cofator de enzimas de sintese
de poliaminas, a diminuicao dessas substancias

poderia ser atribuida a alteracoes na atividade das
enzimas, na caréncia de potdssio e a possivel de-
ficiéncia do cation estaria sendo balanceada pela
putrecina. Conforme relatado por Smith (1985)
e Tiburcio et al. (1997), a diamina putrecina é
convertida a triamina espermidina e a tetramina
espermina por sucessivas transferéncias de gru-
pos aminopropil, que necessitam de cofatores
como o potdssio. Parece que, devido a adicao de
AICL.6H,O e a conseqiiente indisponibilidade
de alguns nutrientes, como o célcio e o potassio,
pode ter sido favorecido o acimulo de putrescina
no inicio da fase de crescimento das brotacoes.

A partir do décimo segundo dia, as concen-
tracoes de putrescina apresentaram tendéncia de
aumento até o final do periodo de cultivo em
todos os tratamentos testados, com algumas va-
riacOes relacionadas, provavelmente, ao periodo
de desenvolvimento das brotacoes, confirmando
a participacao das poliaminas na regulacio do
crescimento e desenvolvimento das plantas (ADI-
GA e PRASSAD, 1985; WATSON e MALMBERG,
1996). Alteragdes nos niveis de putrescina podem
ser uma das mudangas induzidas pela deficiéncia
da nutricao mineral. Estas mudancgas na compo-
sicdo e conteido de poliaminas, induzidas pela
deficiéncia de potéssio, diferem de acordo com o
tecido e estadio de desenvolvimento do estresse
nutricional (BOUCHEREAU et al., 1999).

Alteracoes nos teores de putrescina sob acao
de aluminio também foram relatadas por outros
autores. MINOCHA et al. (1996) avaliaram o
efeito de diferentes doses de aluminio em cultu-
ra de Picea rubens cultivadas in vitro e verificaram
que ocorreu inibi¢gao do crescimento e aumen-
to nos niveis de putrescina. Na mesma espécie,
Minocha e Long (2004) relataram que aluminio
causou significante aumento na concentracao
celular de putrescina. Essas alteragdes nos teores
de putrescina, bem como de outras poliaminas,
podem ser atribuidas a uma resposta primaria
do estresse causado por Al ou ser causado indi-
retamente através do efeito de estresse em ou-
tros processos metabolicos.

Tabela 3. Teor putrescina (nmol.g* m.fresca) em explantes de Eucalyptus grandis x E. urophylla em diferentes épo-
cas de coleta em fungao das doses de Al no meio de cultura.

Table 3. Putrescine content (nmol.g* fresh matter) of Eucalyptus grandis x E. urophylla shoots cultivated in medium
under different aluminium concentrations during the culture period.

Dose Periodo de Coleta (dias)
de Al 4 8 12 16 20 24 28
0 - 0,00131:¢ 0,00029%¢ 0,00146%C¢  0,00123%¢ 0,00396% 0,00262°
6,75 - 0,00110¢¢ 0,00008% 0,00148%Cc  0,00170%¢ 0,00476%  0,00342a48
13,5 0,000902 0,01524°%® 0,00122:® 0,000662 0,00083°® 0,002062 0,00464A
27,0 0,00195%8  0,0025372"8  0,0008128 0,001142B 0,00059°8 0,0025848 0,004012A

(*) Médias seguidas da mesma letra (minUscula na vertical e maiGscula na horizontal) nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05)
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Por outro lado, o aumento nos niveis de pu-
trescina notado em todos os tratamentos, pode
ser atribuido ao crescimento normal das plan-
tas. O acimulo de putrescina durante a fase de
crescimento linear, também foi relatado por Ari-
baud et al. (1994), que observaram a biossintese
de poliaminas ocorrendo nos primeiros dias de
cultivo in vitro, quando as células de Chrisanthe-
mum morifolium se multiplicavam rapidamen-
te. Isto indica que a biossintese de poliaminas
ocorreu simultaneamente a condigao fisioldgica
de intenso metabolismo, no qual a divisao celu-
lar ou a formacgao de 6rgaos estaria diretamente
correlacionada.

Com relacao aos teores de espermidina,
nota-se que os valores foram maiores do que
os encontrados para a putrescina, em brotagoes
mantidas nas doses 13,5 e 27,0 mg Al L', na fase
inicial do crescimento da cultura (Tabela 4).

As poliaminas exercem sua func¢ao na mem-
brana pela formag¢ao de complexos com os fos-
folipideos, os quais seriam responsaveis pela

reducio da fluidez (ROBERTS et al., 1983). Exis-
tem opinides divergentes com relagio as polia-
minas em muitas dreas da fisiologia vegetal, no
que se refere ao seu efetivo papel e, conseqiien-
temente, sua categoria nao esta ainda definida
(se atuam ou nao como reguladores vegetais).
O papel das poliaminas e seus efeitos indicam
que ha necessidade de mais estudos, entretanto,
com a utilizacao das técnicas de cultivo in vitro
é possivel estudar os mecanismos de adaptacao
das plantas a solos com problemas de toxidez
pelas altas concentragoes de aluminio.

Atividade da fosfatase acida (EC 3.1.3.2)

A analise eletroforética mostrou que o ma-
terial vegetal utilizado apresentou cinco bandas
em todos os tratamentos (ACP,, ACP, ACP,,
ACP,, ACP,). Embora tenham ocorrido algumas
diferencas de intensidade de cada banda ao lon-
go do periodo de cultivo, nenhum padrao de
resposta foi encontrado em relacao aos diferen-
tes tratamentos (Figura 2).

Tabela 4. Teor de espermidina (nmol.g* m.fresca) em explantes de Eucalyptus grandis x E. urophylla em diferentes
épocas de coleta em funcdo das doses de Al no meio de cultura.

Table 4. Spermidine content (nmol.g* fresh matter) of Eucalyptus grandis x E. urophylla shoots cultivated in me-
dium under different aluminium concentrations during the culture period.

Dose Periodo de Coleta (dias)
de Al 4 8 12 16 20 24 28

0 - 0,00758**  0,00216%¢ 0,0052348 0,00332%¢  0,00191%C¢  0,0045328
6,75 - 0,008142~ 0,0014738C 0,00205°%° 0,00247a08¢ 0,00328%® 0,00396%
13,5 0,0076%4 0,00401°¢ 0,00189%° 0,00095tP 0,00062° 0,001622° 0,00488%*®
27,0 0,00682* 0,0047348 0,00058%  0,00125°CPE  0,00105°PE  0,003428¢P 0,003582¢

(*) Médias seguidas da mesma letra (mintscula na vertical e mailscula na horizontal), nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05)

Figura 2. Eletroforese de isoenzimas (Fosfatase Acida E.C.3.1.3.2) presentes em brotagdes de Eucalyptus grandis
X E. urophylla cultivadas em meio Gongalves (1980) submetidas a estresse por Aluminio. A escala a
esquerda da figura corresponde a razdo de mobilidade da corrida eletroforética. Os nimeros 1, 2, 3 e 4
sdo as repeticdes do tratamento controle. Os de 5 a 8, as repetigdes do tratamento T1. Os nimeros de
9 e 10 sdo amostras teste, os de 11 a 14 repetigdes do tratamento T2, e os de 15 a 18 as repeticées do

tratamento T3.

Figure 2. Analytical isoenzimatic eletroforese of acid phosphatase (E.C.3.1.3.2) of Eucalyptus grandis x E. urophylla
shoots cultivated in Gongalves (1980) under aluminum stress. The left scale of the figure shows the mo-
bility of eletroforese. The numbers 1, 2, 3 and 4 are the repetition of the control treatment, 5, 6, 7 and
8 represent treatament 1, 9 and 10 are the sample test. The number 11 to 14 represent the repetition of
the treatment 2 and 15 to 18, repetition of the treatment 3.
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Tabela 5. Teor espermina (nmol.g* m.fresca) em explantes de Eucalyptus grandis x E. urophylla em diferentes épo-
cas de coleta em fungdo das doses de Al no meio de cultura.

Table 5. Spermidine content (nmol.g* fresh matter) of Eucalyptus grandis x E. urophylla shoots cultivated in me-
dium under different aluminium concentrations during the culture period.

Dose Periodo de Coleta (dias)
de Al 4 8 12 16 20 24 28
0 0,00148>8  0,003488 0,00622%A  0,00187248 0,00101%8 0,00077¢8 0,0047228
6,75 0,00288¢8 0,00322: 0,02489 0,0011028 0,00093¢8 0,00057¢8 0,00512:8
13,5 0,00389¢® 0,0019728 0,00915%A 0,0025738 0,0033728 0,00479% 0,0362%
27,0 0,00739% 0,00178% 0,00334°8 0,00420%8 0,004432"8 0,00265%8  0,0042028

(*) Médias seguidas da mesma letra (minuscula na vertical e mailscula na horizontal) nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05)

Tabela 6. Atividade da fosfatase acida (ACP total) presente nos explantes de Eucalyptus grandis x E. urophylla em
diferentes épocas de coleta em funcdo das doses de Al no meio de cultura.

Table 6. Acid phosphatase activity (ACP total) in Eucalyptus grandis x E. urophylla shoots cultivated in medium un-
der different aluminium concentrations during the culture period.

Dose Periodo de Coleta (dias)
de Al 4 8 12 16 20 24 28
0 5,282¢ 4,290 5,082¢ 17,0008 29,824 36,3204 18,63
6.75 6,962° 7,058abcP 4,842 15,38¢ 29,4238 35,9004 27,32
13.5 8,243cP 9,1030CP 4,213 41,804 20,993B¢ 36,4908 25,20
27.0 5,713¢ 11,4538¢ 5,283 58,602 31,996 71,973~ 24,1428C

(*) Médias seguidas da mesma letra (minuscula na vertical e maidscula na horizontal) nio diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

Nao houve diferencas genéticas na expres-
sao das bandas para a fosfatase dcida. O com-
portamento do total de bandas (ACP total) foi
analisado através da somatoria das intensidades
Opticas de todas elas, em cada periodo de coleta.
Os géis mostraram que a intensidade da enzi-
ma fosfatase dcida foi proporcional as crescentes
doses de AICI,.6H,O, caracterizadas pelo escure-
cimento do gel. (Tabela 5)

O aumento da atividade da enzima fosfatase
acida (Tabela 6) em funcao de doses crescentes
de aluminio na solucao nutritiva concordam
com os resultados de Zaini e Mercado (1985),
trabalhando com plantas de arroz, observaram
aumento da atividade da enzima quando a
concentra¢ao de aluminio na solugao foi ele-
vada de 3 para 30 mg L'}, sugerindo que a ati-
vidade da enzima é alta quando o estado nu-
tricional em fésforo é baixo. Esse aumento da
atividade enzimatica poderia ter favorecido a
absorcao do fésforo em situacoes de baixa dis-
ponibilidade, o que permite as plantas sobre-
viverem em situacoes de baixo teor de fosforo.
De acordo com KOYAMA et al. (1988), o maior
fator toxico causado pela adicao de AICI,.6H,O
é a formacao de aluminio-fosfato-insolivel e
consequente diminuicao na disponibilidade
de fosforo para a planta, alterando dessa for-
ma, a atividade da fosfatase acida. Mudancas
na atividade da enzima sao caracteristicas de
cada variedade e podem estar também asso-
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ciadas a desigualdade na permeabilidade das
células expostas ao aluminio (KLIMASHEVSKII
e BERNARTSKAYA, 1973). Talvez isso explique
na variacdo da atividade da enzima ocorrente
neste trabalho.

Estes resultados obtidos a partir de andlises
bioquimicas poderao colaborar com estudos
mais aplicados, ja que geralmente, a cultura de
tecidos é usada por empresas para a formacao
de mudas. Podem servir como modelo para as
plantas no campo e solos com problemas de
aluminio, que sao freqiientes em diversas regi-
oes do Brasil.

CONCLUSOES

A adigao de doses crescentes de AICI,.6H, al-
tera o equilibrio i6nico do meio de cultura em
todas as concentracoes testadas, resultando em
alteracoes morfologicas nas brotagoes, diminui-
¢ao do pH, intensificacao na sintese de putre-
cina, espermidina e espermina e aumento na
atividade da enzima fosfatase acida.
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