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Resumo

Os estudos de desenvolvimento vegetal e o emprego de metodologias para a engenharia genética
frequentemente requerem a inducao de células somaticas quiescentes a recuperacao de seu
potencial embriogénico pela aplicacao de anéalogos sintéticos do horménio vegetal auxina. Devido
aos efeitos severos que os analogos de horménios causam sobre o crescimento e desenvolvimento
das plantas, esses compostos tém sido empregados como herbicidas na agricultura. As aplicacoes
em larga escala desses compostos demonstraram seu potencial deletério como contaminante da
agua e do solo, estando associados ao aumento na frequéncia de tumores malignos em seres
humanos. Os efeitos da contaminacao de vidrarias de laboratério de cultura de tecidos por residuos
de acido 2,4-diclorofendéxi-acético (2,4-D) sobre o desenvolvimento de trés espécies vegetais
foram investigados. A presenca de residuos de 2,4-D reduziu severamente a germinagao de
sementes, estabelecimento de plantulas e desenvolvimento da parte aérea e radicular das espécies
vegetais testadas: Arabidopsis thaliana, Petunia x hybrida e Solanum lycopersicum. Com base nas
recomendacodes internacionais para o gerenciamento de residuos de herbicidas do grupo clorofendxi,
foi desenvolvido um protocolo simples e executavel para a descontaminacao de plasticos e
vidrarias de laboratério. A eficiéncia do protocolo de descontaminacao foi avaliada por anélises

in vivo do crescimento e desenvolvimento vegetal em meio de cultura livre de reguladores de
crescimento em recipientes contaminados, descontaminados e novos. Os pardmetros investigados
de desenvolvimento de plantas cultivadas em recipientes descontaminados foram semelhantes
aqueles observados para plantas crescidas em vidraria nova, indicando reducao significativa da
contaminacao.

Palavras-chave: auxina, contaminacao, herbicida, embriogénese somatica.
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Abstract

Plant development and gene transfer studies frequently require the induction of quiescent somatic
cells to recuperate embryogenic potential via application of synthetic auxin analogs. The severe
effects of hormone analogs on plant growth and development have prompted their use as herbicides
in agriculture, where they were demonstrated to be deleterious contaminants to soil and water, also
associated to increased frequencies of certain human tumors. In order to investigate the effects

of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) contamination in plant tissue-culture laboratories, the
development of three plant species was investigated on contaminated and hormone-free glassware.
Residual 2,4-D severely impaired seed germination, seedling establishment and aerial and root
development of the tested plant species, namely; Arabidopsis thaliana, Petunia x hybrida and
Solanum lycopersicum. A simple and feasible decontamination protocol for laboratory plastic and
glassware was developed, based on international recommendations for handling chlorophenoxy
herbicide residues. The effectiveness of the decontamination procedure was assayed by in vivo
analyses of plant growth and development on hormone-free media contained in contaminated,
decontaminated and new glassware. Plant development parameters evaluated on decontaminated
glassware were indistinguishable from those observed in plants grown on new plates, indicating
that hormone contamination was significantly reduced.

Key words: auxin, contamination, herbicide, somatic embryogenesis.
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Introducao

O hormonio vegetal auxina estd envolvido no controle de véarios processos biolégicos, tais como
embriogénese, organogénese, manutencao do meristema radicular, diferenciacao do tecido vascular,
crescimento do hipocétilo, elongacao da raiz, formagao do gancho apical, dominancia apical,
amadurecimento de frutos, crescimento em resposta aos estimulos do ambiente, resposta a baixas
temperaturas, entre outros (RAHMAN, 2012; VANSTRAELEN; BENKOVA, 2012; DUCLERCAQ et

al., 2011; ZHAO, 2010). A forma predominante de auxina encontrada naturalmente nas plantas

é o acido indol-3-acético (AlA) e a caracterizacao quimica da molécula endégena permitiu o
desenvolvimento de analogos sintéticos, tais como o acido 1-naftilacético (1-ANA) e o acido
2,4-diclorofenéxi-acético (2,4-D), empregados com frequéncia em estudos genéticos e fisiolégicos
(ESTELLE; SOMMERVILLE, 1987; SAVALDI-GOLDSTEIN et al., 2008) e como herbicidas (PAZMINO
et al., 2012).

Na cultura de tecidos vegetais, células somaticas mitoticamente quiescentes podem ser induzidas

a recuperar seu potencial embriogénico e se diferenciar em embrides viaveis. O processo envolve
uma reprogramacao extensiva dos padroes de expressao génica e leva a formacao de estruturas
bipolares, desenvolvidas sem a fusdo de gametas sexuais, e denominadas embrides somaticos.

A embriogénese somatica (ES) constitui um sistema modelo importante para a investigacao

de processos do desenvolvimento vegetal (FENG et al., 2010; BRAYBROOK; HARADA, 2008;
NAMASIVAYAM, 2007) e para a geracao de tecidos alvo adequados as tecnologias de transferéncia
de genes (ARIAS et al., 2006). A embriogénese somatica pode ser induzida em varias espécies
vegetais pelo cultivo de tecidos responsivos em meio contendo auxinas, frequentemente 2,4-D,
seguida de transferéncia subsequente para cultivo na auséncia de hormoénios (RAGHAVAN, 2004).

Em geral, as concentracdes de 2,4-D usadas em cultura de tecidos de plantas variam de 4,5 yM
a 45 mM (BEYL, 1999). Assim, o trabalho de rotina empregando esse analogo de auxina, em
laboratérios de cultura de tecidos, gera uma quantidade consideravel de residuo contendo 2,4-D,
incluindo descarte de meios sélidos e liquidos, vidraria e plasticos contaminados.

Embora, os efeitos de residuos de cultura de tecidos contendo 2,4-D sejam desconhecidos, o seu
uso como herbicida estad associado a reducao significativa da estabilidade funcional dos solos

(BECAERT et al., 2006), alteracdes de comunidades microbianas aquéaticas (SURA et al., 2012) e
aumento na frequéncia de determinados tumores malignos em seres humanos (HARDELL, 2008).

No presente estudo, foram investigadas as consequéncias da contaminacao por 2,4-D em vidrarias
empregadas em cultura de tecidos vegetais sobre o crescimento e desenvolvimento de trés espécies
de plantas: Arabidopsis thaliana, Petunia x hybrida e Solanum lycopersicum (DAL BOSCO et al.,
2010). Em seguida, foi desenvolvido um protocolo de descontaminacao do hormonio para vidraria

e plasticos de laboratério (DAL BOSCO et al., 2010). A eficiéncia do protocolo foi confirmada pela
reducdo do impacto da contaminacédo do andalogo sintético sobre o crescimento vegetal, determinada
por andlises in vivo.
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Material e Métodos

O material vegetal usado no presente estudo consistiu de Arabidopsis thaliana ec6tipo Columbia
(Col-0), Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom e Petunia x hybrida cv. Mitchell Diploid, gentilmente
cedido pelo Arabidopsis Biological Resource Center, ABRC (Ohio State University, Estados Unidos);
Prof. Dr. Lazaro E. P. Peres (ESALQ, Universidade de Sao Paulo) e Prof. Dr. David G. Clark
(University of Florida, Estados Unidos), respectivamente.

As sementes foram superficialmente desinfetadas por lavagem com etanol 70% (v/v) por
aproximadamente 1 minuto, seguida de imersdo por 20 minutos em solucdo contendo 1,25% (p/v)
de cloro ativo, suplementada com 20 uyL de Tween 20 por 100 mL, seguida de trés lavagens com
agua autoclavada. A seguir as sementes foram secas em papel-filtro esterilizado e posicionadas em
linha em placas de Petri contendo metade dos sais e vitaminas do meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), suplementado com 15 g.L' de sacarose e 6 g.L' de dgar, denominado 0,5 MS, com pH
ajustado para 5,8 com solucdo 1 N de NaOH antes da autoclavagem. As sementes de Arabidopsis
foram estratificadas por 48 horas a 4°C. As plantas foram cultivadas sob condicdes controladas,
consistindo de fotoperiodo de 16 horas e temperatura médi‘a de 23 £ 2°C.

Os niveis de contaminacao foram estimados pela comparacao do comprimento das raizes de
plantulas de Arabidopsis 10 dias apés a semeadura (DAS), em meio 0,5 MS vertido em placas
utilizadas com 2,4-D, em comparacdo com o comprimento das raizes de plantulas cultivadas no
mesmo meio suplementado com 0,45 uM, 0,90 uM, 1,8 uM e 3,6 uM de 2,4-D, em placas novas.
O nivel de contaminacao das placas usadas com o fitorménio foi estimado em aproximadamente
0,75 uM, conforme a atividade biolégica de residuos do hormdnio sobre as plantulas de Arabidopsis
aos 10 DAS.

O efeito residual de 2,4-D foi investigado sobre a germinagcao de sementes, estabelecimento de
plantulas e crescimento radicular empregando placas de Petri utilizadas com o fitorménio (2,4-D),
placas novas livres de residuos (Clean) e placas descontaminadas (Decontamin) pelo protocolo
elaborado. A germinacado de sementes foi avaliada quatro, seis, oito e 10 dias apds semeadura
(DAS). O comprimento da raiz e a massa cotiledonar foram analisados aos 10 DAS. As medidas de
comprimento do hipocétilo e raiz foram obtidas a partir de imagens digitais das plantas nas placas
de Petri empregando o programa ImageJ (ABRAMOFF et al., 2004; RASBAND, 2009).

A partir de recomendacdes da Organizacao Mundial da Saude (WHO, 1978), foi desenvolvido um
procedimento para a descontaminacao de residuos de 2,4-D que consiste na imersdao completa

de vidrarias e consumiveis plasticos de laboratério em uma solucdo 5,0% (p/v) de NaOH, por

um periodo minimo de 16 horas (DAL BOSCO et al., 2010). Apés a descontaminacao, o material
tratado foi lavado com detergente comercial, enxaguado abundantemente com agua e seco a
55°C por circulagdo forcada de ar. O mesmo procedimento de lavagem foi empregado para vidraria
descontaminada e nova, livre de contaminacao com 2,4-D.

Os experimentos foram conduzidos como blocos casualizados com quatro repeticdes, consistindo
de cinco plantas por placa de Petri. Os dados foram analisados empregando o Statistical Analysis
System (SAS® para Windows, versio 8.2).



Residuo de acido 2,4-diclorofendxi-acético em vidrarias de cultura de tecidos: efeitos sobre o cultivo de
plantas in vitro e desenvolvimento de um protocolo para descontaminacéo

Resultados e Discussao

O uso intensivo de vidraria e plasticos de laboratério com meios de cultura contendo até 4,5 yM de
2,4-D para a embriogénese somatica de materiais de videira (VIDAL et al., 2009; I0OCCO

et al., 2001) durante trés anos consecutivos promoveu o aciumulo de mais de 100 kg de residuo
semi-sélido contaminado por 2,4-D (Figura 1). A andlise da atividade biolégica do fitormdnio na
vidraria empregada demonstrou acumulo de residuos da ordem de 70,4% da concentracao total de
hormoénio empregada para a inducdao da embriogénese somatica, mesmo apds os procedimentos de
rotina de lavagem com detergente comercial (Figura 2).

O hormoénio 2,4-D residual na vidraria do laboratério afetou o desenvolvimento e o crescimento de
plantas das trés espécies investigadas, como demonstrado nas Figuras 2, 3, 4 e 5. A germinacéao
de sementes das duas espécies Solanaceae foi drasticamente afetada pela presenca de 2,4-D
residual nas placas, levando a reducao de 27% para petinia e 20% para tomate (Figuras 2 e 3).
Embora nao haja informacdes para petunia, Solanum lycopersicum (tomate) é considerada uma das
espécies cultivadas mais susceptiveis a 2,4-D, inclusive a doses subletais provenientes de deriva
na aplicacao por pulverizacdao (FAGLIARI et al., 2005). Em calos de outras espécies de solanéaceas,
como a batata, a integridade celular é comprometida na presenca de 2,4-D, enquanto que a acao
de outros fitormoénios de atividade herbicida, como acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzdico (dicamba)
e dicloreto 1,1’-dimetil-4,4'-bipiridilio (paraquat), induz efeitos nao significativos ou nao afeta a
integridade celular, respectivamente (PEIXOTO et al., 2008).

Ao contrario dos efeitos observados em solandceas, a germinacao de Arabidopsis nao foi
significativamente afetada na presenca da auxina sintética residual, embora uma reducéo na

Foto: Iraci Sinski.

Fig. 1. Residuo sélido (plasticos) e semi-sélido (meios de cultura) contendo 2,4-D, acondicionado em sacos plasticos para
incineracdo por empresa especializada, gerado pelo Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Uva e Vinho,

em aproximadamente 36 meses.
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Fig. 2. Estimativa dos niveis de contaminacdo na vidraria de laboratério por anéalise de interpolacdao entre o comprimento

da raiz de plantulas de Arabidopsis 10 dias ap6s a semeadura (DAS) e concentracGes conhecidas de auxina sintética 2,4-
D. (A) Aspecto de plantas cultivadas em placas novas (sem residuo) e placas usadas constantemente com 2,4-D (residuo
2,4-D) e (B) reducédo do comprimento radicular em funcdo da concentracdo de 2,4-D. A regresséo linear foi obtida para o

comprimento das raizes de plantas de A. thaliana em meio MS suplementado com concentracdes determinadas de 2,4-D.

taxa de germinacao tenha sido observada (Figura 3). Na levedura Saccharomyces cerevisiae foi
demonstrado que um gene que codifica um transportador transmembrana da familia Mul/tiDrug
Resistance (MDR), membro da superfamilia de facilitadores principais (Major Facilitator Superfamily,
MFS), denominado 7PO7, confere resisténcia ao 2,4-D, sendo transcricionalmente ativado em
resposta ao fitormoénio (SIMOES et al., 2003). Mais recentemente, a expressao heteréloga funcional
de um homoélogo de TPO7 de Arabidopsis aumentou a resisténcia de células de levedura ao 2,4-D
pela reducado da concentracéao intracelular do hormonio (CABRITO et al., 2009). Essas observagées
sugerem que Arabidopsis possui a estrutura genética para tolerar concentragcdes baixas de 2,4-D.

Os processos de desenvolvimento pds-germinagcao também foram afetados por residuos do
hormoénio, como observado nas Figuras 4 e 5. A biomassa dos cotilédones de tomate foi reduzida
aproximadamente a metade, pela presenca de 2,4-D residual (Figura 4A), enquanto que em petunia,
a massa dos cotilédones foi reduzida em 13% na presenca de residuos do horménio (Figura 4B).
Em Arabidopsis, a biomassa dos cotilédones nao foi significativamente reduzida devido ao 2,4-D
residual (Figura 4C), embora reducoes no teor de clorofila sejam visiveis (Figura 2A). Em contraste,
os comprimentos do hipocétilo e da raiz (Figuras 4 e 5) foram afetados pela auxina sintética
residual nas trés espécies investigadas. Os efeitos mais drasticos para o comprimento do hipocétilo
foram observados em tomate, com uma reducao de aproximadamente 40% (Figura 4A). Para o
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Fig. 3. Efeito do 2,4-D residual sobre a germinacado de sementes de tomate (A), pettnia (B) e Arabidopsis (C). Os dados
representam as médias de plantas germinadas aos quarto, sexto, oitavo e décimo dia apds a semeadura (DAS), obtidas

para quatro repeticdes consistindo de cinco plantas por placa de Petri. As barras de erro representam o desvio padrao.

Placas sem residuo (novas) correspondem as linhas com marcadores circulo (®), a porcentagem de germinacdo em placas

descontaminadas corresponde a linha com marcadores quadrado (®) e placas com residuo de 2,4-D, estdo representadas

pelo marcador tridngulo (A).
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Fig. 4. Efeito do 2,4-D residual no estabelecimento de plantulas representado pelo comprimento do hipocétilo e reducéo
da massa cotiledonar (%) aos 10 dias apds a semeadura (DAS) para tomate (A), petunia (B) e Arabidopsis (C). Os dados

representam as medidas medias de quatro repeticoes consistindo de cinco plantas por placa de Petri. As barras de erro

representam o desvio padrdo. A descricao da vidraria utilizada esta disponivel no item Material e Métodos. Resumidamente,

placas de Petri utilizadas com o fitorménio estdo identificadas como 2,4-D; placas novas livres de residuos, como
Clean; e placas descontaminadas pelo protocolo elaborado, como Decontamin. Os asteriscos representam diferencas

estatisticamente significativas para o teste t de Student a P<0,5 e P<0,01.
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Fig. 5. Efeito do 2,4-D residual sobre o crescimento radicular a 10 dias apés a semeadura (DAS) para tomate (A), petinia
(B) e Arabidopsis (C). Os dados representam as medidas medias de quatro repeticdes, consistindo de cinco plantas por
placa de Petri. A descricdo da vidraria utilizada esta disponivel no item Material e Métodos. Resumidamente, placas de
Petri utilizadas com o fitormdnio estdo identificadas como 2,4-D; placas novas livres de residuos, como Clean; e placas
descontaminadas pelo protocolo elaborado, como Decontamin. As barras de erro representam o desvio padrédo. Os

asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas para o teste t de Student a P<0,5 e P<0,01.
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crescimento de raizes, os efeitos inibitérios mais drasticos foram observados em petlnia, onde a
presenca de 2,4-D levou a uma reducéo de 22,5% no comprimento das raizes (Figura 5B). Os efeitos
da presenca de 2,4-D residual sdao semelhantes aqueles relatados para a aplicacao de auxina exdégena
em plantulas cultivadas na luz (HANSON; TREWAVAS, 1982).

Consideracoes ambientais e de salide com relacdao ao uso de herbicidas desenvolvidos a partir

de 2,4-D, juntamente as descricoes de sua atividade carcinogénica em humanos, favoreceram

a recomendacdo da Organizagdo Mundial de Salde para a utilizagcdo de um processo de
descontaminacao para equipamentos de manuseio e aplicacao do composto (WHO, 1978). O
processo de descontaminacdo foi adaptado e sua eficiéncia foi testada para a remocao de

2,4-D residual de vidraria e material plastico usados em laboratério. O protocolo, esquematicamente
representado nas Figuras 6 e 7, consiste na completa imersdao do material contaminado em uma
solucdo 5% (p/v) de NaOH por, pelo menos, 16 horas, seguida de procedimentos rotineiros de
lavagem e secagem para vidraria e materiais plasticos utilizados em cultura de tecidos. O emprego
do protocolo de descontaminacao restaurou os parametros de desenvolvimento investigados a
niveis semelhantes aqueles observados em plantas cultivadas na auséncia de 2,4-D em vidraria nova
(Figuras 2, 3, 4 e b5). Um leve efeito residual da auxina sintética foi detectavel para a germinacéao
de sementes de tomate e petlnia em vidraria descontaminada (Figura 3) e para o comprimento de
hipocétilos de tomate (Figura 4). O procedimento de descontaminacao restaurou completamente o
fendtipo de crescimento da raiz para as trés espécies testadas (Figura 5).

Conclusoes

Os resultados demonstraram que o uso intenso de vidraria de laboratério com meio de cultura
contendo a auxina sintética 2,4-D causa contaminacéao residual, responsavel por alteracdes no
crescimento e desenvolvimento das plantas de forma semelhante a aplicacdo exégena do fitormonio.
A imersao completa do material contaminado em uma solucao 5% (p/v) de NaOH por, pelo menos,
16 horas, seguida de procedimentos rotineiros de lavagem de vidraria de laboratério de cultura de
tecidos, reduziu a contaminacao a niveis incapazes de alterar o crescimento e desenvolvimento
vegetal.
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Detalhamento dos Protocolos de Descontaminacao

Devido a associacdo entre a exposicdo ao 2,4-D e o aumento na frequéncia de determinados tumores em
seres humanos e ao carater alcalino do hidréxido de sédio, o uso de equipamentos de protecao individual
(EPI1) e coletiva (EPC) é recomendado para os procedimentos de descontaminacéao.

A. Descontaminacdo de meios de cultura (Figura 6)

1. Remover o meio de cultura contendo 2,4-D de placas, frascos ou tubos com auxilio de espéatula,
transferindo o conteddo para recipiente de vidro ou plastico polipropileno (PP) com tampa;

2. Calcular o volume total de meio transferido. Por exemplo: 60 placas com 25 mL de meio totalizam
1,5 L de meio (0,25 L x 60 placas);

3. Pesar a quantidade de NaOH para uma solucéao final 5% (p/v) no volume total de meio.
Por exemplo: para 1,5 L de meio serd necessario usar 75 g de NaOH;
** Caso utilize hidréxido de sédio (NaOH) para uso doméstico, a quantidade necesséria para a
descontaminacao devera ser corrigida de acordo com a pureza do produto comercial. Por exemplo:
para um produto para uso doméstico com 87% de pureza, serd necessario empregar 84,75 g para
descontaminar 1,5 L de meio;

4. Adicionar cuidadosa e lentamente o NaOH ao meio, em capela de exaustao;
**0 meio adicionado de 5% (p/v) de NaOH torna-se liquido e com pH alcalino (préximo de 12);

5. Tampar o recipiente e incubar a temperatura ambiente por, pelo menos, 16 horas;

6. Apds o periodo de incubacdo, medir o pH e acrescentar lentamente solucdo HCI 5 N até o pH final
préximo de 7,0;

7. Apods a neutralizacdo do pH, o meio pode ser descartado como residuo orgénico inerte.
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n&o-téxico de 16 horas

Fig. 6. Representacao esquematica do protocolo de descontaminacéo de residuos da auxina sintética 2,4-D de meios de
cultura. O protocolo esta detalhado no texto.

B. Descontaminacéo de vidrarias e material plastico (Figura 7)

1. Remover completamente o meio de cultura, contendo 2,4-D de placas, frascos ou tubos, com
auxilio de uma espatula;

2. O meio pode ser descontaminado conforme descrito em A;

3. Transferir os recipientes (placas, frascos ou tubos) para bacia de plastico polipropileno (PP)
com tampa;

4. Calcular o volume de 4gua necessario para cobrir o material a ser descontaminado. O volume
pode ser determinado experimentalmente, empregando-se uma proveta graduada;

5. Pesar a quantidade de NaOH para uma solucao final 5% (p/v) no volume total de dgua. Por
exemplo: para 3 L de dgua sera necessaério usar 150 g de NaOH;
** Caso utilize hidréxido de sédio (NaOH) para uso doméstico, a quantidade necesséria para
a descontaminacao devera ser corrigida de acordo com a pureza do produto comercial. Por
exemplo: para um produto para uso doméstico com 87 % de pureza, serd necessario empregar
169,5 g para descontaminar 1,5 L de meio.

6. Em capela de exaustao, adicionar cuidadosa e lentamente o NaOH ao recipiente contendo a
vidraria coberta de agua;
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7. Tampar o recipiente e incubar a temperatura ambiente por, pelo menos, 16 horas;

8. Apo6s o periodo de incubacao, a vidraria e os plasticos podem ser lavados, conforme
procedimentos de rotina em laboratérios de cultura de tecidos, para a remocao dos residuos de
hidréxido de sédio;

9. Medir o pH da solucdo de lavagem e acrescentar lentamente uma solucao HCI 5 N até que o pH
final figue préximo de 7,0;

10. Apds a neutralizacdo do pH, a dgua de descontaminacao pode ser descartada como residuo
inerte.

> espatula
! de metal

placa de Petri : <:|
contendo meio
com2,4-D

descontaminacdo do meio

como descrito noitem A acondicionamento das placas
em recipiente plastico

lavagem rotineira

da vidraria e ajuste

do pH da solucédo

para 7,0 conforme <:| <:|
descrito no item A

para descarte %

como residuo néo- %

toxico

colocacédo da tampa no recipiente e
incubacéo pormais de 16 horas

adicdo de solucdo 5% (p/v) NaOH
suficiente para cobrirtodo o material

Fig. 7. Representacao esquematica do protocolo de descontaminacéo de residuos da auxina sintética 2,4-D de vidrarias e

plasticos. O protocolo estad detalhado no texto.
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