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RESUMO

MONTEIRO, Maria Beatriz de Oliveira. Modula¢ao do processo de lignificacdo por
aplicacdo de acido jasmonico e acido 2,4-diclorofenoxiacético em Eucalyptus
urophylla S. T. Blake. 2005. 77p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e
Florestais). Instituto de Florestas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ,
2005.

Lignina ¢ uma biomolécula indispensavel a diversos processos biologicos das plantas,
dos quais o mais importante ¢ conferir rigidez necessaria a manuten¢ao da verticalidade
do caule principal e assegurar a existéncia de vias rapidas de circulacdo da dgua e
minerais. A busca de sistemas moduladores da biossintese da lignina pode ser alcancada
pode ser alcangada com a aplicagdo de reguladores de crescimento, cuja atividade tem
efeito sobre a xilogénese. Esta pesquisa foi realizada com mudas de Eucalyptus
urophylla e seus resultados podem viabilizar outros estudos na area da biotecnologia.
Nesta pesquisa foram aplicadas diferentes concentragdes de reguladores vegetais (4cido
jasmonico (1uM e 2 uM e 4acido 2,4-diclorofenoxiacético (18,12 uM e 36,24 uM). A
analise das plantas tratadas respondeu a alguns questionamentos de cunho bioquimico e
anatomico ainda desconhecido. O experimento foi fatorial completo com delineamento
inteiramente casualizado. Foram obtidas lignina acido insolavel (klason) e dioxano. As
analises procederam com aplicacdo de espectrometria no infravermelho, determinagdo
de proteina total, teor de metoxila e anatomicas. Os resultados mostraram que os
tratamentos com o 4cido jasmoOnico na sua primeira concentragdo ativou o processo de
formagdo da lignina enquanto a segunda concentragdo desativou. No tratamento com
2,4-D (A1) o processo de lignificagdo contribuiu para reduzir a deposicdo de lignina,
enquanto (A2) teve uma redugcdo menor comparado com a testemunha. Os tratamentos
conjugados J1A1 e J1A2 apresentaram efeito sinergistico com predominio do acido
jasmonico, estes ativaram a formacdo da lignina Os resultados acenaram para
modificacdo do processo de lignificagdo assim como na constituicdo protéica e
anatomica do tecido estudados.

Palavras-chave: acido 2,4-diclorofenoxiacético, acido jasmonico, lignina, Eucalyptus

urophylla



ABSTRACT

MONTEIRO, Maria Beatriz de Oliveira. Modulation of the lignification process for
application of jasmonic acid and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid in Eucalyptus
urophylla S. T. Blake. 2005. 77p. Dissertation (Master Science in Environmental and
Forest Sciences), Instituto de Florestas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
RJ, 2005.

Lignin is a important a biomacromolecule for several biologic process in plants, the
most important process is to give necessary rigidity to keep the stem verticality, and
water and minerals circulation. This research was carried out with Eucalyptus urophylla
seedling and the result can help other biothecnological studies. In this research were
applied different growth regulators concentrations such as jasmonic acid (1uM e 2 pM)
and 2.4-diclorofenoxiacético (18,12 uM e 36,24 uM). Analysis of the treated plants
allowed to understand some unknown questions on biochemical and anatomical point of
view. The experimentwas factorial with whole ramdomized desing. It was get insoluble
(Klason) and dioxane lignins. Infrared spectroscopy, total protein, methoxyl
determination and anatomical study were carried out. The results showed that the
jasmonic acid on its first concentration activated the lignin formation process, while its
second this process was disabled. 2,4-D (A1) and A2 treatments contributed for the
lignification process, however with the second provid less reduction to be comper with
stander treatment. The conjugated treatments J1Al e J1A2 show to have effect on
lignification with high sinergetic behaviour for jasmonic acid, activing the lignin
formation. The result waved for lignin modification process, as well as the alteration in
the protein and anatomy.

Key words: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, jasmonic acid, lignin, Eucalyptus

urophylla



1.INTRODUCAO

A lignificagdo ¢ um processo bioquimico que em primeiro estadio ¢ altamente
mediado por enzimas intrinsecas a formag¢dao dos precursores no compartimento
citoplasmatico. O segundo estddio de formagdo da lignina ocorre na parede celular e
caracteriza-se pela reacdo de oxidacao desidrogenativa dos monoligndis disponiveis.
Enzimas oxi-redutoras tais como peroxidases e isoenzimas correspondentes atuam na
parede celular formando um complexo coordenado com perédxido de hidrogénio. Lacase
entre outras oxidases também promove oxidacdo desidrogenativa dos lignois na parede
celular (LEWIS & SARKANEN, 1998; WHETTEN et al., 1998). A lignificacdo ¢ um
processo que abrange a biossintese de monolignois, seu transporte e polimerizagdo na
parede celular.

A lignina representa o segundo mais abundante biopolimero da biosfera sendo
superada apenas pela celulose. E uma classe de macromoléculas complexas, de estrutura
tridimensional embebida na parede celular de células especializadas, representando um
importante papel no crescimento e desenvolvimento da planta (ROGERS &
CAMPBELL, 2004). Trata-se de macromoléculas de origem fenilpropanoidica com
funcdes de vital importancia a sustentacdo mecanica, caracteristica que provavelmente
permitiu a adaptacdo das plantas aquaticas a vida terrestre (MONTIES, 1989), a
conducdo de agua (NORTHCOTE, 1989) e a defesa do vegetal frente a herbivoros e
patogenos (VANCE et al., 1980). Grande parcela da lignina encontra-se formando
ligacdes cruzadas, ancorando-se aos polissacarideos da parede celular ou através de
fenois simples e dimeros (NAKASHIMA et al., 1997).

Sua arquitetura molecular difere segundo a origem botanica dos tdxons, entre
células e at¢é mesmo dentro da parede celular, respondendo aos efeitos abiodticos e
bidticos do ambiente (LARROQUE & PLANCHON, 1990; KITAYAMA et al., 2004).
As plantas detém mecanismos coordenados de deposicdo da lignina, assim sua sintese
obedece aos conceitos da topoquimica onde o tempo e local de posi¢do pode ser
endogena e exogenamente afetado.

Os vegetais produzem moléculas sinalizadoras, conhecidas como hormoénios, e
sdo responsaveis por efeitos marcantes no desenvolvimento em concentracdes bastante
pequenas. Até pouco tempo, acreditava-se que o desenvolvimento vegetal era regulado
por apenas cinco hormonios: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e acido abscisico.
Entretanto, evidéncias atuais indicam a existéncia de outros hormonios vegetais
incluindo acido jasmonico, brassinosterdides, 4acido salicilico, glicoxilanas e
polipeptidios sistemina. O numero e os tipos de hormdnios, além dos agentes
sinalizadores homologos, continuam aumentando (TAIZ & ZEIGER, 2004).

O crescimento ¢ desenvolvimento vegetal dependem de sinais internos e
exdgenos que devem ser translados de uma zona a outra. Esta comunica¢do intercelular
realiza-se por mensageiros quimicos chamados de hormoénios. Sua fungdo ¢ transportar
informacdo e coordenar o crescimento e desenvolvimento (HINOJOSA, 2000).

As auxinas exercem papéis criticos nas respostas de crescimento, principalmente
durante desenvolvimento de planta. Ao nivel celular, a auxina age como um sinal para
divisdo, expansdo, e diferenciacdo ao longo do ciclo de vida da planta. Tem um papel
importante na formagao da raiz, dominéncia apical e senescéncia (GODA et al., 2004).

O é4cido jasmonico, por exemplo, estimula o crescimento celular e promove
mudancas genéticas que alteram a formacdo do xilema. Os jasmonatos sdo ésteres
derivados do acido jasménico como seus metil—¢steres. Eles inibem muitos processos
vegetais como crescimento e germinacdo de sementes, € também promovem



senescéncia, abscisdo, formagdo de tubérculo, amadurecimento de fruto, formagao de
pigmento e enrolamento de gavinha, assim como um importante papel na ativagdo de
enzimas associadas ao sistema de lignificagcdo das plantas (DAVIES, 1995).

Na realidade, a busca de sistemas ativadores da lignificagdo pode ser alcancada
com a aplicagdo simples e conjugada de reguladores de crescimento que tem efeito
sobre xilogénese.

As hipoteses levantadas neste trabalho sao:

- acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido jasmonico (AJ) modulam o processo
de formagao da lignina em Eucalyptus urophylla.

- 4acido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido jasmoénico (AJ) modificam a
composicao ¢ a estrutura da lignina em Eucalyptus urophylla.
Este trabalho teve como objetivo geral:

Estudar o efeito da aplicacdo de reguladores de crescimento (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético ¢ o acido jasmonico) como estratégia bioquimica do controle da
biossintese da lignina em Eucalyptus urophylla.

Os objetivos especificos foram:

- Verificar o mecanismo de agdo isolada e conjugada do 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) e acido jasmonico (AJ) na biossintese da lignina em Eucalyptus urophylla;

- Analisar a composi¢do da estrutura da lignina e

- Determinar os niveis de acumulagdo da lignina através de estudos anatdmicos do
xilema de Eucalyptus urophylla.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Eucalyptus urophylla

O Eucalyptus urophylla S. T. Blake ¢ uma das espécies de grande importancia
para a industria de celulose e papel. O Eucalyptus urophylla cresce em solos arenosos,
pobres e sujeito a déficit hidrico (periodo de 3 a 6 meses) (GALVAO, 2000)
desenvolvendo-se melhor em solos profundos, imidos e bem drenados. Hibridos
urograndis sdo usados na formacdo de florestas clonais em vérias regides do Brasil.
Eucalyptus urophylla ¢ uma espécie altamente indicada para celulose, aglomerados e
chapas de fibras, serrarias, postes, moirdes e carvao (JUNIOR & GARCIA, 2003).

A absor¢ao de nutrientes pelas plantas, particularmente os transportados por
difusdo, ¢ afetada por uma série de fatores, dentre esses: a umidade e a textura do solo.
Baixa umidade e fertilidade promovem significativas alteragdes fisioldgicas nas plantas,
as quais podem ser diferente para cada espécie, dada a adaptabilidade diferenciada
dessas ao ambiente. Se investigacdes de cunho bioquimico e genético fossem realizadas
com mais intensidade, a qualidade da matéria prima assim como técnicas de
procedimento para producdo de celulose poderiam alcangar niveis extremamente
interessantes quanto a producao de polpa celulosica (RALPH & HATFIELD, 1997). Por
outro lado, poder-se-ia utilizar a madeira para outros fins nobres com modificagdes
bioquimicas induzidas. Problemas na secagem, por exemplo, poderdo ser solucionados
com novas tecnologias, trabalhando com melhor material genético e utilizando praticas
que permitam, na hora do corte e industrializacdo, a obtencdo do melhor produto

possivel para o mercado.

2.2.Lignina

Um dos mais importantes metabdlitos da via dos fenilpropandides ¢ a lignina,
macromolécula essencial a vida das plantas, estabelecendo resisténcia estrutural a
parede celular, dos tecidos do caule, raizes e nervuras das folhas. Esse grupo de
substancia apresenta-se como material amorfo e heterogéneo e sua composi¢ao difere
conforme a origem botanica dos tdxons (LARROQUE & PLANCHON, 1990). Os
lignoéis (C4Cs), fenilpropandides como: os alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico
sdo conhecidos como precursores majoritarios finais da lignina (Fig.l1). Estes
apresentam varios sitios reativos capazes de constituirem ligagdes cruzadas entre si, no
anel aromatico nas posigdes 3 ou 3 ou 5 e sobre a cadeia lateral. A lignina afeta
diversos niveis das relagdes entre o vegetal e os fatores bioticos e abidticos do ambiente,
como por exemplo, contra os efeitos dos raios ultravioletas (fotoionizantes) sobre os
constituintes celulares.
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Figura. 1. Precursores da lignina e respectivos sitios reativos (*).

A lignina ¢ indispensavel em diversos processos biologicos dos quais os mais
importantes sdo assegurar a existéncia de vias rapidas de circulacdo da dgua e de
minerais e conferir rigidez necessaria a manutencao da verticalidade do caule principal a
varios metros de altura. Além disso, a lignina ¢ biorresistente; de fato, essas
macromoléculas apresentam baixa solubilidade, incapazes de difusdo na parede celular
(ROULI & WASHINGTON, 2001), o que torna compreensivel a preservacdo desse
material ao longo de milhares de anos sob a face da terra em condi¢des rigorosas de
alteracdo ambiental (ABREU et al., 1999). Sob condi¢cdes de anoxia, portanto, sua
degradacao torna-se extremamente dificil, de forma a exigir um alto teor de oxigénio
durante o processo de degradacao (DAVIN & LEWIS, 2000).

A ligagdo éter representa aproximadamente 2/3 ou mais das ligagdes totais
existentes na molécula de lignina (R — O — R’). Parte destas encontra-se associada aos
carboidratos da parede celular, principalmente através de ligacdes covalentes
(SHOWALTER, 1993).

A estrutura da lignina tem sido também objeto de estudo em inimeros trabalhos
cientificos, aos quais estabelecem propostas estruturais e formagdo biossintética.
Considera-se para os mesmos a existéncia de um provavel controle biologico
diferenciado segundo os aspectos inerentes a classe botanica a que o vegetal pertence, a
influéncia genética, aos aspectos espaciais da subestrutura da parede celular, entre
outros aspectos. Dois estddios de formacdo da lignina sdo considerados: a formacgao
enzimatica ¢ a formagao semi-enzimatica (ABREU et al., 1999). Sendo a primeira
considerada como oxidagdo horizontal ocorrendo no citoplasma e a segunda oxidagdo
vertical que acontece na parede celular (Fig. 2). De modo geral, a complexidade
estrutural das ligninas depende das ligagdes formadas entre as unidades constitucionais
(C6Cs) durante o processo de polimerizagdo (MICIC et al., 2002). A composi¢do €
conseqiiéncia da rota biossintética do fenilpropandide, que leva a formagdo de
precursores intermediarios para a formacao da lignina (LEWIS & SARKANEN, 1998).
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Figura 2. Proposta de oxidacdo horizontal e vertical durante a formacgdo da lignina
(ABREU, 1999)

A biossintese da lignina nas plantas inicia-se pela oxidacdo dos trés monolignois
na condi¢do de precursor terminal. Para formar os precursores terminais (ésteres de
acidos fenilpropanoides) sucessivas oxidacdes e metilagdes sdo observadas
(CHOINOWSKI et al., 1999). O 4cido p-cumarico, por exemplo, ¢ hidroxilado em
posicdo meta a cadeia lateral, formando o éster cafeato. Este precursor intermediario ¢
determinante na sintese dos demais precursores dos monoligndis. Trés reagdes mediadas
por cinamoil redutase levam aos aldeidos correspondentes (cumaraldeido,
coniferaldeido e sinapaldeido), os quais sdo reduzidos a alcoois através da enzima
cinamil alcool desidrogenase (CAD). Todo este processo enzimatico intermediario
ocorre no compartimento citoplasmatico.

A via do acido chiquimico ¢é responsavel pela formacdo de varias substancias
aromaticas, principalmente, a lignina e para tal consome em média entre 30-40% da
energia utilizada pelos vegetais (GOTTLIEB, 1989; GOTTLIEB et al. 1995).

A polimerizagdo da lignina nas plantas inicia-se pela oxida¢do dos trés
monolignéis na condi¢do de precursores terminais. Os precursores terminais da lignina
(4lcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico) apresentam varios sitios reativos capazes
de constituirem ligacdes cruzadas entre si, preferencialmente sobre a cadeia lateral
(HIGUCHLI, 1997). O aumento do grau de metoxila¢do a partir dos precursores: alcool
cumarilico, alcool coniferilico, alcool sinapilico corresponde a diminui¢do do nimero
de ligacdes intermoleculares, possibilitando a formagdo de uma rede de ligacdes
intermonoméricas na maioria envolvendo ligagdes C-C. Isso, portanto, constitui base na
composicdo quimica e conseqlientemente nas formas estruturais adquiridas apos a
polimerizacao na parede celular.

O processo de polimerizagdo ¢ conseqiientemente dependente das estruturas dos
precursores formados (Fig. 3). As estruturas mostram-se menos complexas, menos bio e
quimioresistentes e com mais atividade antioxidante na ordem seqiiencial de
composicao (H, G e S).
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Figura 3. Inicializagdo da polimeriza¢do da lignina na parede celular envolvendo os

precursores: alcool p-cumarilico, coniferilico e sinapilico, respectivamente.

Todo este processo de evolugdo pode ser analisado pelo aumento do grau de
metoxilagdo: alcool cumarilico — alcool coniferilico e alcool sinapilico que em ordem
diminui a freqiiéncia de ligacdes intermonoméricas entre radicais, que ¢ a base do
modelo moderno da arquitetura molecular estabelecida apds a polimerizagao.

Contudo, a polimerizacdo dos precursores nao necessariamente necessita de
H,0, + peroxidase; outras enzimas como lacase ou fenol oxidase podem atuar sobre o
sistema celular descartando a atuacdo global do peréxido de hidrogénio na formagdo da

lignina (RANOCHA et al., 2002).

Existem evidéncias que no inicio da vida das plantas superiores predominavam
as ligninas cumarilicas em pteridofitas, e s6 depois as ligninas cumarilicas-guaiacilicas
dominaram o reino vegetal nas Gimnospermas. Depois, com o aparecimento das
angiospermas surgiram as ligninas guaicilicas-siringilicas. Tornando assim a melhor
forma posicional adaptativa, mesmo considerando a fragilidade molecular destas

biomoléculas.

Pouco se tem estudado sobre a relacdo da composicdo da lignina e a sua
respectiva estrutura quimica adquirida. A arquitetura molecular é conseqiiéncia da rota
biossintética do fenilpropandide que leva a formacdo dos precursores intermedidrios

(acido chiquimico e acido corismico).

A biossintese da lignina envolve uma série de enzimas como PAL, C4H, 4COL,
CCR e CAD que participam da formacdo dos precursores intermedidrios e finais da
lignina. A enzima CAD regula a composi¢do da lignina G:S detectada em uma ampla
variedade de plantas, cujo polimorfismo sugere que a CAD apresenta especificidade
diferenciada na composicdo da lignina de Gimnospermas e Angiospermas. Em
Eucalyptus a CAD2 mRNA tem sido detectada em tecidos de xilema e folhas e, em

outros casos, a CAD afetou a composicdao (ABREU et al., 2003).

2.3. Reguladores de Crescimento




A regulacao do crescimento em plantas € um fendmeno interativo em que
fitohormoénios podem atuar sinergisticamente ou antagonicamente em nivel de
sinalizagdo, concentracao e resposta fisiologica ao hormonio (GROSSMANN, 2003).

Os hormonios ou reguladores de crescimento quando presentes nos sitios
celulares de acdo estimulam o processo de desenvolvimento e crescimento, assim como
o alongamento e divisdo celular, diferenciagdo vascular, formacdo de raizes e
dominancia apical (LJUNG et al., 2002).

Os hormoénios s3o substincias produzidas em uma parte especifica do
organismo, que atua em baixas concentragdes, sobre células especificas em locais
diferentes de onde foram produzidas. As mudancas nas respostas a uma determinada
quantidade de hormonios também podem ser causadas por alteragcdes nos niveis
endogenos de outras substancias como, por exemplo, substancias fenolicas, capazes de
interagir aumentando ou inibindo a resposta do hormoénio.

Dentre os reguladores de crescimento, foram usados, o 4cido jasmodnico e o 2,4-
diclorofenoxiacético, ambos com atuag@o na fisiologia, crescimento e desenvolvimento
da planta.

2.3.1.Acido jasménico

O 4cido jasmonico e seu metil éster (MeJA) estdo amplamente distribuidos no
reino vegetal (Fig. 4). Primeiro o MeJA foi identificado como um componente do 6leo
essencial de varias espécies de plantas, enquanto o acido jasmonico foi obtido de um
liquido filtrado de uma cultura de fungo (CREELMAN & MULLET, 1997). Sao
originarios do 4cido linolénico. Estes acidos graxos (18 4tomos de carbono), derivados
de lipideos de membrana, representam na atualidade um novo tipo de fitohorménio que
desempenham papéis cruciais no crescimento, desenvolvimento e respostas a diferentes
condi¢des de estresse ambiental da planta (CORTES, 2000).

COOH

Figura 4. Estrutura do acido jasmdnico

As plantas produzem duas formas de acido jasmonico. O soluvel que ¢ usado
como defesa direta para herbivoro, ativando genes para producao da PAL que catalisa
substancias especiais, inclusive inibidores de proteina que diminuem beneficios para o



herbivoro. E na forma de um sinal volatil pelo metil jasmonato recentemente descoberto
em plantas (KAVALIER, 2000).

O acido jasmonico ¢ um regulador de crescimento vegetal relacionado com
funcdes de desenvolvimento, crescimento, senescéncia da planta e inducdo de
resisténcia sist€émica (ECKER & DAVIS, 1987). O acido jasmonico induz a expressao
de tioninas (EPPLE & BOHLMANN, 1995) e inibidores de proteinases (FARMER &
RYAN, 1992). O 4cido jasmonico tem ac¢ao sinergistica na expressao de genes protéicos
por eliciacdo (XU et al.,, 1994). Ele estd implicado na ativacdo de defensinas
(PENNINCKX et al., 1996) e enzimas que medem a formagdo de fitoalexinas (ECKER
& DAVIS, 1987; GUNDLACK et al., 1992). Recentemente, PIETERSE et al. (1998)
demonstraram que o acido jasmonico estd envolvido em uma via independente de
indugdo de resisténcia sistémica, diferente da via de indugdo de RSA (resisténcia
sistémica adquirida) por AS (acido salicilico). Assim estes reguladores de crescimento,
potenciam a atividade do &cido salicilico na indu¢do de RSA. Além disso, o acido
jasmoénico induz genes envolvidos na biossintese de fitoalexinas (Chs, PAL, HMGR)
(CREELMAN et al., 1992) e fenois (DOARES et al., 1995) isso ¢ genes envolvidos
diretamente em defesa da planta. Tem-se sugerido que os jasmonatos participam na via
transdutora de sinais associados as respostas de ferida mecanica, processos de
senescéncia, abscisdo de folhas, inibi¢do de germinacdo, indugdo de tubérculos,
enrolamento de gavinhas. A aplicacdo de quantidades relativamente altas de acido
jasmoénico em uma variedade ampla de plantas tem confirmado muito destes efeitos
(GUNDLACK et al., 1992). Também parecem estar envolvidos em varios eventos
morfogenéticos das plantas, tais como na tuberizagdo, formagdo das raizes tuberosas,
formacgdo de bulbos (HIGASHI, 2002).

O é4cido jasmonico ¢ reconhecido como molécula sinalizadora sintetizada por
plantas em resposta a ferimentos, herbivoros e ataque de patdgenos (CREELMAN et al.,
1992; MUELLER, 1997). Dentre os varios efeitos fisiologicos descritos para o acido
jasmonico e seu metil éster em plantas, por exemplo, podem ser citados: a regulacio da
expressao de genes que codificam proteinas de reserva vegetativa (ANDERSON et al.,
1989), a traducdo de sinais relacionados a estresses, a inducao génica de inibidores de
proteses (FRANCESCHI & GRIMES, 1991) e o aumento dos niveis dos transcritos e da
atividade de lipoxigenase em plantulas e em folhas de soja (GRIMES et al., 1992;
SARAVITZ & SIEDON, 1996).

Segundo BALDWIN (1998) o acido jasmoénico altera a expressdao de gene e que
o ferimento em plantas ativa elicitores que podem causar acumulagdo de acido
jasmonico e metil jasmonato em defesa da planta. De acordo com SEMBDNER &
PARTHIER (1993) o jasmonato afeta o desenvolvimento vegetativo, desenvolvimento
de frutas, e viabilidade de polen.

A indugdo da resisténcia por herbivoros e patdgenos é geralmente regulada por
uma rede de caminho de tradu¢do de sinais, os quais o dcido jasmonico e acido salicilico
tém func¢do como chave sinalizadora de moléculas (GLAZEBROOK, 2001; THOMMA
et al., 2001; KUNKEL & BROOKS, 2002). Injarias causadas por herbivoros elevam
rapidamente o nivel do acido jasmonico (BOSTOCK, 1999; REYMOND et al., 2000)
causando defesas sistémicas contra herbivoros e patégenos necrotroficos. Um tipo de
evidéncia para o papel do acido jasmodnico na resisténcia a praga vem da analise de
plantas que tém niveis modificados de &cido jasmoénico, por exemplo, o tratamento de
batata com o acido jasmonico aumentou a resisténcia a Phytophtora infestans (COHEN
etal., 1993).

O nivel de acido jasmonico em plantas varia em fungdo do tecido e do tipo de
célula e da fase de desenvolvimento (WEILER et al., 1993). A aplicacdo de acido



jasmonico causa mudancas na maioria das células das plantas antes de atingir um
equilibrio no tecido entre o 4cido jasmonico exdgeno e o endogeno (FALKENSTEIN et
al., 1991).

2.3.2.Auxina

O termo auxina ¢ usado para descrever substancias naturais e sintéticas que se
caracterizam, essencialmente, por favorecer o alongamento celular. Também sdo
definidas como substancias que produzem modificagdes na plasticidade das paredes
celulares, permitindo o alongamento celular (HINOJOSA, 2000). Na verdade, o efeito
das auxinas sobre os vegetais ¢ muito diversificado, dependendo do local de atuacdo e
concentragdo, podendo apresentar efeitos completamente antagdnicos.

Um papel essencial da auxina € a iniciagdo e crescimento do cAmbio vascular,
isto ¢ evidente com experimentos envolvendo auxina exogena. A excisdao de folha e
aplicacdo de auxina em estudos tem demonstrado que o desenvolvimento do pro-cimbio
e diferenciagcdo do xilema primario e floema dependem do fornecimento do transporte
basipeto de auxina (De GROOTE & LARSON, 1984).

A biossintese de auxina estd associada aos tecidos com rapida divisdo celular e
crescimento, especialmente nas partes aéreas. Embora quase todos os tecidos vegetais
sejam capazes de produzir baixos niveis de AIA (4cido 3-indol-acético), os meristemas
apicais, as folhas jovens, os frutos e as sementes em desenvolvimento sdo os principais
locais de sintese deste hormonio (LJUNG et al., 2001). A auxina ¢ sintetizada no apice
caulinar e transportada em dire¢@o basipeta aos tecidos localizados abaixo do apice. O
suprimento constante de auxina que chega a regido subapical do caule ou do coledptilo é
necessario ao alongamento continuo dessas células. Segundo TAIZ & ZEIGER (2004)
quando o nivel de auxina enddgena na regido de alongamento de uma planta sadia
normal estd proximo do ponto 6timo para o crescimento, a aspersdo na planta com
auxina exogena resulta em um breve estimulo no crescimento, podendo até ser
inibitorio. Entretanto, quando a fonte enddgena de auxina é removida por excisdo das
regides contendo as zonas de alongamento, a taxa de crescimento decresce rapidamente
a uma faixa basal baixa. Freqlientemente, tais regioes excisadas respondem de forma
intensa a auxina exdgena pelo rapido aumento de sua taxa de crescimento aos niveis
observados na planta intacta.

Auxina ¢ importante regulando e controlando muitas células diferentes, e
processos de desenvolvimento em plantas. Este controle ¢ mediado ndo somente através
de alteracdes na concentracao de auxina celular, mas também através de alteragdes no
tecido sensibilizado em relacdo a auxina e mudanga no transporte polar (DAVIES,
1995; MUDAY & De LONG, 2001; MOYLE et al., 2002). A distribui¢ao da auxina fica
em um gradiente radial através de tecido da regido do cambio, com alta concentragdo na
zona cambial e baixa concentracdo relativa durante o amadurecimento do xilema e do
floema (SUNDBERG et al., 2000).

De acordo com ALONI (1995) as quantidades relativas de xilema e floema
formadas sdo reguladas pela concentracdo de auxina: altas concentracdes de auxina
induzem a diferenciac¢ao de xilema e floema, enquanto que somente floema diferencia-
se em baixas concentragdes. Da mesma forma, os experimentos com tecidos de caule
indicaram baixas concentracdes de auxina durante a diferenciagao do floema, ao passo
que altos niveis de auxina sdo encontrados no xilema.

A auxina funciona como um sinal de coordenagdo, que integra crescimento
apical e a produgdo de tecidos vasculares (UGGLA et al., 1998). Ela ¢ envolvida em



quase todos os aspectos da xilogénese, inclusive na regulacao da atividade mitética da
célula cambial (LITTLE & PHARIS, 1995; LITTLE et al., 2002, KIJIDANI et al.,
2001; SAVIDGE, 2001). O nivel de auxina endégeno estd mais associado a formagao
de lenho juvenil do que o lenho tardio (LITLLE & SAVIDGE, 1987).

A concentracdo da auxina na planta ndo ¢ uniforme, diminuindo ao longo do
caule. Em ordem decrescente de concentracdo temos d&pice caulinar com mais
concentragdo, gemas de crescimento, sementes em formagdo, folhas novas, folhas
maduras, apices radiculares, grdos de pdlen e cambio com menos concentragdo
(CROSS, 1985).

A auxina ¢ o Unico hormdnio de crescimento vegetal conhecido que apresenta
transporte polar (TAIZ & ZEIGER, 2004). O gradiente longitudinal da auxina da parte
adrea até a raiz afeta varios processos de desenvolvimento, incluindo o alongamento
celular, a dominancia apical, a cicatrizacdo de lesdes e a senescéncia foliar. Este
transporte da extremidade apical para basal ¢ denominado basipeto (COSGROVE,
2000).

Recentemente foi descoberto que uma quantidade significativa de auxina ocorre
no floema e que ele ¢ a principal rota pela qual a auxina ¢ transportada em dire¢ao
acropeta na raiz. Assim, mais de uma rota ¢ responsavel pela distribui¢do da auxina na
planta (UGGLA et al., 1996).

O principal local de transporte polar basipeto da auxina nos caules e folhas ¢ o
parénquima vascular. E o transporte polar acrdpeto na raiz estd especificamente
associado ao parénquima do estelo (PALM & GALWEILER, 1999).

Em plantas lenhosas, a auxina produzida pelas gemas em crescimento estimula a
ativacdo do cambio na direcdo basipeta. A nova camada de crescimento secundario
inicia nos ramos menores ¢ avan¢a de modo descendente, em direcdo a extremidade da
raiz (JACOBS, 1984).

Experimentos com auxina exdgena demonstram claramente que o transporte
polar da auxina induz a formacao de tecido vascular primério (SACHS, 1981; JACOBS,
1984; ALONI, 1995) e mantém a estrutura e atividade da divisdo celular do cambio
vascular (SAVIDGE, 1983). Nas plantas superiores, o transporte assume carater polar
com exigéncia de energia. A velocidade média do transporte ¢ lenta, mesmo assim, este
transporte ¢ mais rapido do que por difusdo. O sistema polar de transporte também
funciona para as auxinas sintéticas, como ANA e 2,4-D, mas com velocidades
diferenciadas, podendo ser mais lento o transporte deste ultimo (BRENNER et al.,
1987).

Dentre as auxinas sintéticas pode-se citar: o acido indolpropionico (AIP), acido
naftacenoacético (ANA), 2.4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), 4&cido 2-metil
4-clororofenoxiacético (MCPA), 2,4,5-tricloropenoxipropidnico (2,4,5-TP) e o 2,4-
diclofendxiacético (2,4-D) que foi utilizado nesta pesquisa (Fig. 5).
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Figura 5. Estrutura do 4cido 2,4-diclorofenoxiacético

3.MATERIAL E METODOS
3.1 — Desenvolvimento Experimental

Neste experimento foram utilizadas sementes certificadas de Eucalyptus
urophylla adquiridas do IPEF/SP. Foi utilizado substrato (60% de composto organico,
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20% de argila, 10% de areia e 10% de vermiculita) preparado no Viveiro Florestal do
Instituto de Florestas/UFRRIJ. Inicialmente foram plantadas em tubetes com capacidade
de 53cm’ no Viveiro Florestal, com adubacdes e tratos silviculturais para o crescimento
de plantas sadias. Depois de trés meses e meio foram transferidas para citrus 3800
(tubete) com capacidade de 3,8 L e transferidos para Casa de Vegetacao do Instituto de
Agronomia/UFRRJ (Fig. 6) onde permaneceram até os seis meses.

Figura 6. Eucalyptus urophylla na Casa de Vegetagdo com 4 meses de idade

As  aplicagbes com os reguladores de  crescimento, 4cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 4cido jasmonico (AJ) foram iniciadas no dia 24 de
junho de 2004 na Casa de Vegetacdo, com a 1* aplicagdo, de acordo com o cronograma
do experimento no campo. As aplicagdes continuaram sendo feitas de dez em dez dias,
totalizando sete aplicagdes no horario de 05hOOmin as 07h0Omin, para uma melhor
eficiéncia da absor¢do dos reguladores de crescimento aplicados sobre as folhas (Fig. 7).
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Figura 7. Aplicagdo de AJ e 2,4-D em Eucalyptus urophylla na Casa de Vegetacao

As solugdes foram preparadas segundo avaliagdo preparatoria dos dados da
literatura. Essas solu¢des constituidas de Al, 2,4-D, H,0 bideionizada ¢ adesil estdo na
Tabela 1 com a descricdo da quantidade aplicada da solucdo de reguladores de
crescimento utilizado neste experimento. O adesil que é um tensoativo nao iénico ¢ um
agente que ndo fornece ions em solucdo e cuja solubilidade em dgua se deve a presenca,
nas suas moléculas, de grupamentos funcionais possuindo forte afinidade pela agua,
ajudando assim na absorcao pelas folhas da planta.

Tabela 1. Solucdes de aplicagdo dos reguladores de crescimento

TRATAMENTOS 2,4-D AJ H,0
J1 + Adesil 15 mL
J2 + Adesil 15 mL
Al + Adesil 15 mL
A2 +Adesil 15 mL
J1A1 + Adesil 7,5 mL 7,5 mL
JIA2 + Adesil 7,5 mL 7,5 mL
J2A1 + Adesil 7,5 mL 7,5 mL
J2A2 + Adesil 7,5 mL 7,5 mL
H,O
bideionizada + 15mL
Adesil

Nota:J1—1puM,J2 -2 uM, A1 -18,12 uM , A2 — 36,24 uM e Adesil — 3 puL
Cronograma do experimento no campo:
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Semeadura — 27/03/04
Raleio — 26//06/04
Adubacgdes — 1* aplicacdo: 07/05/04
2% aplicacao: 14/05/04
3* aplicacdo: 26/05/04
Repicagem: 15/06/04
Transferéncia para Casa de Vegetacao: 16/06/04
Aplicagdes: 17 - 24/06/04
2% - 04/07/04
3*-14/07/04
4* - 24/07/04
5*-03/08/04
6" - 13/08/04
7* - 23/08/04
Coleta do Material — 27/09/04

3.2.Delineamento estatistico

O experimento foi implantado sobre delineamento inteiramente casualisado,
constando de trés fatores e trés niveis, totalizando nove tratamentos, com cinco
repeti¢des cada para altura e didmetro final, trés repeticdes para determinacao do teor de
lignina pelo método Klason e com vinte e cinco repeti¢des para a analise anatdmica.
Com analise de variancia, teste de comparagao entre as médias pelo teste Tukey ao nivel
de 5 % de probabilidade, e a homogeneidade pelo teste de Barttlet ao mesmo nivel de
significancia.

3.3. Preparacio do material para analise citolégica

Parte das bases dos caules das plantas tratadas foram usadas para andlise
microscopica, realizada no Laboratério de Botanica Estrutural do Jardim Botéanico do
Rio de Janeiro. Foram avaliadas: espessura da parede do vaso, diametro do vaso (corte
transversal) e espessura da parede de fibra, comprimento de fibra, didmetro de fibras,
limen de fibra, comprimento de vaso (macerado).

A montagem das laminas seguiu os seguintes procedimentos:

1) O tecido cortado foi mergulhado em hipoclorito (1 min);

2) O tecido foi lavado quatro vezes com dgua destilada;

3) Foram usadas quatro gotas de acido acético glacial para neutralizar o
hipoclorito;

4) Foi lavado quatro vezes com agua destilada;

5) Foi corado com safrablau (mistura dos corantes safranina e azul de astra);

6) O material foi montado sobre a lamina e depois colado com glicerina 50% para
fixagdo (JOHANSSON, 1994).
A maceragdo foi feita com objetivo de observar os elementos de vasos e de

fibras. Cada amostra foi submersa em agua oxigenada e 4cido acético, e em seguida

14



cada amostra ficou 48hs na estufa, para que o material se dissociasse. Depois de
dissociado o material foi lavado com agua destilada e corado com safranina alcoolica
1%.

3.3.1Analise citolégica por aplicacido de corantes nos tecidos seccionados para
identificar presenca de lignina

3.3.1.1 Teste de Wiesner

A andlise da presenca de lignina e sua localizagdo no tecido obtido do corte
transversal do caule foram realizadas através do teste de cor conhecido por floroglucina,
utilizando uma solugdo de floroglucionol a 2% em acido cloridrico aplicado em tecidos
frescos (Fig. 8) (LIN & DENCE, 1992).

Y

Figura 8. Reagdo de Wiesner

3.3.1.2 Teste de Maiile

Para a analise de verificagdo do tipo de lignina foi utilizado o teste de Maiile. O
procedimento para este teste (LIN & DENCE, 1992) foi realizado em trés etapas: com
permanganato de potassio 1%; acido cloridrico 3% e hidréxido de amonio concentrado.
Foram feitos varios cortes citoldgicos transversais em microtomo com espessura de
16um, retirados do segmento do caule a uma mesma altura para todos os tratamentos
(acima de 1 cm a partir da base do caule). Esses cortes foram colocados em uma placa
de Petri (uma para cada tratamento) e imersos em solugdo de permanganato de potassio
1% por 5 min a temperatura ambiente. A solugdo foi descartada e a amostra lavada duas
vezes com agua bideionizada e entdo tratada com uma solucao de 4cido cloridrico a 3%
até a cor passar de marrom escuro a marrom claro. Quando necessario, adicionou-se
acido cloridrico para facilitar a descarga da cor escura. A solu¢do de acido cloridrico foi
descartada, e a amostra lavada duas vezes com agua. O passo seguinte foi o tratamento
com hidroxido de amodnio concentrado. Como esse tratamento foi realizado em
dicotiledoneas, no caso desse trabalho em Eucalyptus urophylla, houve variagdes da cor
vermelho-violaceo nos diferentes tratamentos.
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O teste de Méule ¢ um procedimento analitico de reagdo de cor sobre o tecido ou
lignina para verificagdo da presenca de unidades siringila. Na reacdo de Méule (Fig. 9),
o permanganato de potassio ¢ reduzido pela madeira a diéxido de manganés, que ¢
depositado sobre a fibra; o posterior reage com acido cloridrico, formando cloro que
reage com a lignina (NAKANO & MESHITSUKA, 1992).

e et

Figura 9. Reagdo de Maiile

3.4.Preparaciao do material para analise quimica
Preparagdo do material livre de extrativos

Os materiais do caule principal (lignoceluldsicos) foram secos e logo em seguida
moidos (todos os caules) de um mesmo tratamento. Todo material passou por duas
peneiras, uma com 0,177mm e outra com 0,420 mm de didmetro de particulas, das quais
foram extraidas continuamente através do uso de ciclohexano (24hs), acetato de etila
(24hs), metanol (24hs) em um extrator do tipo Soxhlet, durante 72h ininterruptas e em
seguida, com agua por trés horas de extracdo em uma placa de aquecimento a 90°C. O
material livre de extrativos foi previamente seco em um dessecador contendo anidrido
fosforico, sob vacuo (BROWNING, 1967).

ApOs a extragdo o material solavel foi concentrado em um evaporador rotatério e
em seguida seco e pesado. O material livre de extrativo foi seco previamente por suc¢ao
durante alguns minutos e finalmente seco em um dessecador contendo anidrido
fosforico.

3.5. Preparacio do material livre de proteinas

Esse procedimento foi aplicado por tratar de tecido vegetal jovem, por haver
indicios de proteinas.

Transferiu-se 1,5g de material (tecido livre de extrativo) para erlenmeyer de
250mL com solug¢do de pepsina (10g de pepsina para 1000mL de solugdo de acido
cloridrico 1%, esta solucdo de pepsina ndo pode ser armazenada), e mantendo a
temperatura de 40°C (durante 14 horas) no banho-maria. Depois lavou-se duas vezes
com H,O quente destilada; uma vez com 12,8mL de H,SO4 (5 %); transferiu-se o
material para um baldo com 240mL de H,SO4 (5 %) e refluxou-se por uma hora.
Depois, filtrou-se essa mistura lavando com 48mL de H20O bideionizada quente, € em
seguida com 32mL de etanol por duas vezes e por ultimo lavou-se com 24mL de éter
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por duas vezes. A amostra entdo foi colocada no dessecador com silica gel ativada (LIN
& DANCE, 1992).

3.6.Lignina insoluvel (Klason)

A lignina insoluvel foi quantificada pelo método de Klason. 300mg de amostra
seca foram transferidas para um tubo de ensaio, adicionando-se 3mL de 4cido sulftrico
72%. A amostra foi macerada (mecanicamente) por agitacdo continua durante 3 minutos
no macerador mecanico de tecidos (Potters — B. Braun Biotech International). Depois
foi mantida entre 25 a 30°C, usando-se banho maria, agitando-se freqiientemente por
uma hora. O material foi transferido para um baldo de 250mL e diluido a solugdo de
acido sulfurico 72%, adicionando 84mL de agua destilada. O material ficou em refluxo
por 4h, sendo em seguida lavado com H,O quente (500mL). A solugdo de lignina 4cida
foi filtrada em um funil de placa sinterizada e colocado em estufa a 105°C até peso
constante. Por ultimo, os filtros contendo as amostras foram pesados calculando-se a
porcentagem de lignina na madeira, pela equagdo % lignina = [peso seco(mg)/peso da
amostra em mg (300mg)] x 100 (EFFLAND, 1977).

3.7.0btencio da percentagen de proteina total

Para obtencao da proteina total de cada tratamento, foi usado o material livre de
extrativos. Foi quantificado o teor de Nitrogénio total através do método kjedahl
(BODDEY, et al., 1983; BREMMER, 1965; LOUREIRO, 1986).

Os materiais necessarios foram: tubos de digestdo de 80 mL; erlenmeyer de 125
mL; Kjeltec auto analyzer; balanga com precisao de 1 mg; acido sulfurico P.A.; solucdo
de hidroxido de sodio 44,4%; solugdo indicadora de acido borico 1% e solucao de
THAM (Tri hidroxi amino metano) 0,03N.

Reagentes:

- Solugdo de hidréxido de sédio 44,4% - foram pesados 44,4 g de hidroxido de sodio
sendo dissolvidos de 0,8 L de 4gua, a seguir transferida a solugdo para um baldo de 1 L
e aferiu-se o baldo. Solucao indicadora de acido borico 2%.

- Solu¢do de THAM (Tri hidroxi amino metano) 0,03N - foram pesados 3,5 g de Tri
hidroxi amino metano e dissolvidos em um baldo volumétrico de 1 L. Foi aferido o
baldo.

Procedimento

A solucdo de 4cido sulfurico usada no aparelho Kjeltec auto analyzer foi
padronizada, com um erlenmeyer de 125 mL, adicionou-se 10mL de solucao indicadora
de acido borico 2% ¢ 5 mL de solucao de THAN 0,03N, titulou-se com acido sulfurico,
e efetuou-se o seguinte calculo:

Normalidade do 4cido = N do THAM x Volume THAM
Tit. Versus THAM

Com a normalidade do 4cido, colocou-se o tubo de digestdo com amostra no
Kjeltec auto analyzer.
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3.8.Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho da madeira livre de extrativos foram efetuados
objetivando-se identificar o tipo de lignina presente no material de estudo. Esta andlise
foi realizada na Central Analitica na FIOCRUZ (Fundac¢ao Oswaldo Cruz) no Instituto
de Tecnologia em Farmacos de Manguinhos. Os espectros foram registrados em
aparelho de espectrometria no IV por transformada de Fourier, Perkin-Elmer,
utilizando-se 2 mg de amostra de material lignocelulésico e 200 mg de KBr. Foram
observados os principais sinais: 3500 cm'l, 3000-2980 cm'l, 1740 cm'l, 1690 cm'l, 1670
cm™, 1600 cm™, 1500 cm™, 1460 cm™, 1328 cm™ ¢ 1268 cm™ (BROWNING, 1967). As
intensidades foram determinadas através do método de linha base. O sinal foi usado de
absor¢do em 1500 cm-1 (vibragcdo do anel aromatico), como referéncia interna por
depender menos dos substituintes aromaticos.

3.9.Lignina Dioxano

Adicionou-se lentamente, em um baldo de 500ml com duas saidas e contendo
amostra de madeira, uma solu¢do de dioxano ¢ H,O 9:1 + HCI. A mistura reacional foi
aquecida em uma chapa de aquecimento a 90-95°C, em atmosfera de nitrogénio, por um
periodo de 4 horas. Em seguida, deixou esfriar a mistura reacional ainda em atmosfera
de N,, em seguida foi filtrada e lavada em um funil de Biichner com 12mL da mesma
solugdo. O extrato (solugdo acida) foi concentrado, em um evaporador rotatdrio, até o
momento em que um material de natureza viscosa apareceu no baldo. Precipitou-se este
material em um grande volume de H,O bideionizada sob agitagdo permanente. O
precipitado foi separado por centrifugacdo, decantacdo e, em seguida, lavado totalmente
com H,O, por trés vezes, usando centrifugagdo. A amostra, em seguida, foi seca em um
dessecador com hidroxido de sodio e silica sob vacuo (LIN & DANCE, 1992).

3.10.Acetilacio

Inicialmente, foram dissolvidos 50mg de lignina em 5SmL de piridina. Em
seguida, adicionou-se SmL de anidrido acético, na proporcdo (1:1) e o material foi
deixado em repouso durante 48 horas. Depois, a lignina foi recuperada, por
precipitacdo, da mistura reacional com éter etilico e centrifugada cuidadosamente com
este mesmo solvente. Posteriormente, secada a frio no dessecador, com KOH sob
pressdo reduzida durante trés dias (ABREU, 2002).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Todos os dados analisados tiveram distribuicdo normal, quando submetidos ao
teste de Kolmogorov-Smirnov, ao nivel de significancia de 5% para teor de lignina,
altura final, didmetro final, didmetro da fibra, limen da fibra, comprimento da fibra,
espessura da parede da fibra, comprimento do vaso, didmetro do vaso e espessura da
parede do vaso. Foi também verificada a homogeneidade das variancias, pelo teste de
Bartlett a0 mesmo nivel de significancia.

4.1. Lignina insolivel (Klason)

Os teores de lignina foram determinados pelo método Klason (EFFLAND, 1977)
e apresentaram resultados satisfatérios para o objetivo proposto como mostrado a seguir
na Tabela 2. Nao foram determinados teores de silica, devido a nao verificagao deste
material nos cortes anatdmicos.

Tabela 2. Teor de lignina Klason em % nos diversos tratamentos

Tratamentos Teor de lignina (Klason) %
J1 41,56
J2 20,49
Al 17,42
A2 23,55
J1A1 41,08
JIA2 42,45
J2A1 21,25
J2A2 27,51
H,O 26,43

Nota: Al (1* concentragdo de 2,4-D: 18,12uM), A2 (2% concentragdo de 2,4-D: 36,24uM), AJ (acido
jasmonico), J1 (1* concentragdo de AJ: 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ: 2uM); J1A1 (combinagdo da 1*
concentragdo de AJ com a 1? concentracdo de 2,4-D), JIA2 (combinagdo da 1* concentragdo de AJ com a
2% concentragdo de 2,4-D), J2A1 (combinagdo da 2* concentragdo de AJ com a 1* concentracao de 2,4-D),
J2A2 (combinagao da 2* concentracdo de AJ com a 2* concentragdo de 2,4-D) e H,O (testemunha).

As aplicagdes de acido jasmonico (AJ) e o acido 2,4-diclorofendxiacético
(2,4-D) contribuiram para a mudanca do teor de lignina no Eucalyptus urophylla. O AJ
quando aplicado na sua menor concentragao de 1 uM (J1) teve um resultado relevante
aumentando consideravelmente o teor de lignina para 41,56 %, em relagdo a testemunha
(H2O) com 26,43%. Na concentragdo de 2 uM (J2) ele teve um efeito inibitdrio
reduzindo a lignina para 20,49%, abaixo da H,O (testemunha) conforme Tabela 3.

Segundo KAVALIER (2000) o 4cido jasménico ¢ uma das moléculas
sinalizadoras que inicia a ativa¢do da PAL (fenilalanina amonia-liase). A PAL ¢ uma
das enzimas da via fenilpropanoides, que € a rota biossintética da formacao da lignina e
outros metabolitos secundarios. Este efeito do sinal do 4cido jasmdnico no aumento de
ativacdo e na concentragdo da PAL poderia aumentar a producdo de metabolitos
secundarios, como foi estudado por KAVALIER (2000) com Brassica rapa tendo sido
borrifado 2 uM de solugdo de cis e trans metil jasmonato em etanol, no qual teve um
aumento de antocianina.

A fenilalanina, pela agdo da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL), perde uma
molécula de amdnia, originando o acido cindmico, que ¢ um dos precursores da lignina
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na via biossintética. A regulagdo dessa enzima ¢ um fator critico na producao dos
metabolitos da via dos fenilpropanodides. Nas plantas, a atividade da PAL esta sob
controle de varios fatores internos e externos, tais como hormonios, niveis de nutrientes,
luz, infec¢@o por fungos e lesdes (RHODES, 1994).

Tabela 3. Comparagdes multiplas entre as médias do teor de lignina em %

2,4-D
0 Al A2
0 26,43aA 17,42bA 23,55cA
1 41,56aB 41,08aB 42,45bB
Al
J2 20,49aC 21,25aC 27,51bC

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferengas significativas para o teste de Tukey entre linhas e
letras maidsculas entre colunas, a 5% de probabilidade; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1?
concentragdo de 2,4-D : 18,12uM), A2 (2% concentracdo de 2,4-D : 36,24uM), AJ (acido jasménico), J1 (1?
concentragdo de AJ : 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ : 2uM).

Os tratamentos envolvendo o 2,4-D tiveram efeitos diferentes entre si e em
relacdo a H,O (testemunha). De acordo com a tabela 3 os tratamentos Al (17,42 %) e
A2 (23,55 %) tiveram diferenca estatistica ao nivel de 5 % de significancia.

Os tratamentos conjugados tiveram sinergismo. Pode-se observar que o J1
(41,56 %) tem a maior concentragdo de lignina nos tratamentos simples (J1, J2, Al e
A2) e quando combinado com Al e A2, mantiveram com o teor de lignina alto para
JIAT (41,08 %) e J1IA2 (42,45 %). Isso demonstra que o 4cido jasmodnico na sua 1?
concentragdo (1uM) ativou a via fenilpropandides.

Quando o J2 foi combinado com o Al e A2 prevaleceu o efeito do 2,4-D
diminuindo para 21,25% (J2A1) e aumentando para 27,51 % (J2A2), este ultimo
ultrapassando a testemunha (H,0). Sendo que o J2 (20,49 %) teve um teor de lignina
maior do que o Al (17,43 %). Como foi observado a 2* concentragdo do AJ inibiu a
formagdo da lignina, porém quando foi aplicado conjuntamente com o 2,4-D (J2A2)
teve um aumento na producdo deste metabolito secundario, sendo provavelmente com
uma atuacao maior do 2,4-D na sua 2* concentragdo (A2), quando combinado com o J2.
A Figura 10 mostra os valores médios dos teores de lignina envolvendo todos os
tratamentos. A analise de varidncia foi significativa a 5 % de probabilidade para as trés
variagdes (em anexo).

No nosso experimento percebemos que o 2,4-D, inibe a rota do fenilpropandide
diminuindo a presen¢a de metabdlitos secundarios. Sendo constatado que a menor
concentracdo utilizada do 2,4-D teve um maior efeito nesta rota diminuindo para
17,43% (A1). Quando aplicada a segunda concentragdo o efeito de diminui¢do foi
menor (23,55 % - A2).
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Figura 10. Teor médio de lignina dos tratamentos do Eucalyptus urophylla

4.2. Altura do Eucalyptus urophylla na coleta para analises

De acordo com a Tabela 4 existe diferenga significativa entre as médias de
alguns tratamentos como: H,O (testemunha-68,40cm) em relagdo a Al (80,20cm) e A2
(78,40cm). Existe também esta diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste Tukey relacionando a H,O (testemunha-68,40cm) com J1 (77,80cm) e J2
(78,40cm).

Tabela 4. Comparagdes multiplas entre as médias da altura em cm

2,4-D
0 Al A2
0 68,40 aA 80,20bA 78,40bA
I 77,30 bB 94,60bB 86,60bA
AJ
2 78,40 bB 100,00bB 87,00aA

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferengas significativas para o teste de Tukey entre linhas e
letras maidsculas entre colunas, a 5% de probabilidade; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1?
concentragdo de 2,4-D : 18,12uM), A2 (2% concentracdo de 2,4-D : 36,24uM), AJ (acido jasménico), J1 (1?
concentragdo de AJ : 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ : 2uM).

Pode-se dizer que todos os tratamentos envolvendo os reguladores de
crescimento contribuiram para aumentar a altura da planta, sendo o tratamento J2Al
(100cm) o mais significativo como podemos observar na Figura 11.
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Figura 11. Altura média dos tratamentos na coleta do Eucalyptus urophylla

Correlacionando com o teor de lignina, ndo necessariamente o aumento no teor
de lignina equivale a uma maior altura, pois, J2A1 (100 cm) com teor de lignina 21,25
% e J1A1 (94,60 cm) com teor de lignina de 42,45 % apresentam teores de ligninas
totalmente opostas. A altura quando em tratamentos conjugados com Al, J1Al e o
J2A1 tiveram um crescimento maior em relagdo aos outros tratamentos tendo havido
sinergismo com uma atuacao maior do A1, pois quando J1 e o J2 estdo combinados com
0 A2 a altura atinge o maximo em 87 cm (J2A1l). A andlise de varidncia consta em
anexo.

4.3. Diametro do colo de mudas de Eucalyptus urophylla

Nao houve diferenca significativa entre as médias de todos os tratamentos ao
nivel de 5 % de significancia pelo teste de Tukey.

Os tratamentos conjugados tiveram um aumento no didmetro, ndo se
demonstrando uma tendéncia significativa em relacdo aos tratamentos simples (J1, J2,
Al e A2) conforme Tabela 5. Na andlise de varidncia, em anexo, dos tratamentos
simples com AJ e o 2,4-D foram significativos a 5 % de probabilidade.

Tabela 5. Comparagdes multiplas entre as médias do diametro em cm

2,4-D
0 Al A2
0 0,83 0,85 0,84
hj| 0,86 0,94 0,94
AJ
2 0,84 0,96 0,91

Nota: 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1* concentracdo de 2,4-D: 18,12uM), A2 (2* concentragdo de
2,4-D: 36,24uM), AJ (4cido jasmonico), J1 (1* concentragdo de AJ: 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ:
2uM).
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4.4. Diametro da fibra

Na Tabela 6 pode-se observar que o 2,4-D aplicado de forma simples nas suas
duas concentracdes (Al e A2) apresentou comportamento similar estatisticamente. O J1
diminuiu o didmetro da fibra, enquanto o J2 aumentou em relagdo ao J1, e também em

relagdo a testemunha (H,O).

Os tratamentos conjugados J1A1 e J1A2 tiveram diferenga ao nivel de 5 % de
significdncia, o0 mesmo ndo acontecendo comparando J2A1 e J2A2. Observando a
Figura 12 pode notar que o JIA1 foi o que apresentou maior diametro de fibra e logo
depois 0 J1A2, os outros tratamentos foram menores que a testemunha (H,O).

Tabela 6. Comparagdes multiplas entre as médias do diametro da fibra em um

2,4-D
0 Al
0 16,98aA 15,47aA
J1 13,44aB 18,68bB
Al
J2 16,48aA 15,55aA

A2
15,46aA
18,19bB

16,47aBC

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferengas significativas para o teste de Tukey entre linhas e
letras maidsculas entre colunas, a 5% de probabilidade; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1?
concentragdo de 2,4-D: 18,12uM), A2 (2° concentragdo de 2,4-D: 36,24uM), AJ (acido jasmonico), J1 (1?

concentragdo de AJ : 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ : 2uM).
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Figura 12. Médias do diametro de fibra em Eucalyptus urophylla

4.5. Lumen de fibra
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Na Tabela 7 observa-se que os tratamentos H,O, Al e o A2 ndo diferem
estatisticamente em nivel de 5 % de significancia. O J1 que tem a menor concentragdo
de acido jasmonico apresentaram diferenga significativa em relagdo aos tratamentos que
envolvem AJ com o 2,4-D que sdo J1Al e JIA2. Aumentando a concentragdo de AJ
para todos os tratamentos que utilizam esta concentragao (J2, J2A1 e J2A2) ndo ha
diferenca significativa.

O tratamento com maior limen ¢ o J1A1 e o de menor ¢ o J1, constando que
houve sinergismo da primeira concentracdo de AJ com a primeira concentracdo do
2,4-D, com maior influéncia deste ultimo. Na Figura 13 pode-se observar o efeito
sinergético do 2,4-D e o AJ.

Tabela 7. Lumen da fibra de Eucalyptus urophylla em um

2,4-D
0 Al A2
0 10,78 aA 10,19 aA 8,97 aA
J1 8,49 aB 13,24 bB 12,44 bB
Al
J2 9,90 aBA 9,66 aA 10,38 aB

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferengas significativas para o teste de Tukey entre linhas e
letras maiusculas entre colunas, a 5% de probabilidade; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1?
concentragdo de 2,4-D: 18,12uM), A2 (2° concentragdo de 2,4-D: 36,24uM), AJ (acido jasmonico), J1 (1?
concentragdo de AJ: 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ: 2uM).
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Figura 13. Médias do lumen da fibra em Eucalyptus urophylla em um

4.6. Comprimento da fibra
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A Tabela 8 relacionada com o comprimento da fibra demonstra que a
testemunha (H,O) apresentou o maior comprimento de fibra com 668,37 pm. Todos os
tratamentos tiveram uma resposta em relacdo a aplicagdo dos reguladores de
crescimento (2,4-D e AJ) diminuindo o comprimento das fibras.

Tabela 8. Comprimento da fibra do Eucalyptus urophylla em pm

2,4-D
0 Al A2
0 668,37 aA 595,36 aA 604,71 aAB
J1 537,82 aB 539,82aAB 550,05 aA
Al
J2 536,55 aB 497,69 aB 642,35 bB

Nota: letras mintsculas distintas mostram as diferengas significativas para o teste de Tukey entre linhas e
letras maiusculas entre colunas, a 5% de probabilidade; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1*
concentragdo de 2,4-D: 18,12uM), A2 (2% concentragdo de 2,4-D: 36,24uM), AJ (acido jasmonico), J1 (1*
concentragdo de AJ: 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ: 2uM).

O tratamento Al e A2 ndo diferiram significativamente ao nivel de 5% de
significancia em relacdo a H,O, apesar de terem diminuido o comprimento de fibra. J1 e
J2 diferiram significativamente da H,O, e tiveram uma diminui¢do maior do que os
tratamentos simples de 2,4-D. Nos tratamentos conjugados o que obteve a maior
diminui¢do foi J2A1 e o que registrou menor diferenca em relacdo a H,O foi J2A2.

O acido jasmodnico na sua primeira concentragdo (J1) foi estatisticamente igual
ao J1A1l e o J1A2. Na segunda concentragao (J2) foi estatisticamente igual ao J2A1 e
diferiu do J2A2.

De acordo com a Figura 14 pode-se observar melhor as interacdes entre os
reguladores de crescimento.
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Figura 14. Médias do comprimento da fibra em Eucalyptus urophylla
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4.7. Espessura da parede da fibra

De acordo com a Tabela 9 a espessura da parede da fibra ndo houve diferenga
significativa ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.

O J1 apresentou menor valor (2,47 um) e o J2 (3,29 pm) acima da H,O
(testemunha com 3,10 um). Os reguladores de crescimento AJ e o 2,4-D contribuiram
para que a maioria diminuisse a espessura da parede da fibra (Fig. 15). Exceto com os
tratamentos com a segunda concentragdo do AJ e o0 2,4-D (J2 e A2) que aumentaram a
espessura da parede da fibra.

Tabela 9. Espessura da parede da fibra do Eucalyptus urophylla em pm

2,4-D
0 Al A2
0 3,10aA 2,64aA 3,24aA
hf| 2,47aB 2,72aA 2,87aA
AJ
) 3,29aA 2,94aA 3,04aA

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferengas significativas para o teste de Tukey entre linhas e
letras maidsculas entre colunas, a 5% de probabilidade; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1?
concentragdo de 2,4-D : 18,12uM), A2 (2% concentracdo de 2,4-D : 36,24uM), AJ (acido jasménico), J1 (1?
concentragdo de AJ : 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ : 2uM).

SHERIFF (1983) no seu trabalho com segmentos de caule isolado de Pinus
radiata analisou o efeito do AIA no crescimento radial, didmetro do lumen de
traqueideo e espessamento da parede, havendo aumento no caule e didmetro do lumen
com a concentragdo de AIA de 30um, enquanto que o espessamento da parede
aumentou com niveis de AIA at¢ 90um. Neste experimento, ndo houve aumento
significativo na primeira concentragao aplicada para o 2,4-D (auxina).
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Figura 15. Médias da espessura da parede da fibra em Eucalyptus urophylla

4.8. Diametro de vaso de Eucalyptus urophylla

A Tabela 10 apresenta o teste de comparagdo entre as médias. Nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos H,O, J1 e J2. O mesmo acontecendo com os
tratamentos A2, JIA2 e J2A2.

Observa-se que o J2A1 foi o que apresentou menor diametro de vaso com valor
de 48,37 um, e 0 J1A1 o maior didmetro com 59,19 um. No tratamento conjugado J2A1
0 2,4-D prevaleceu, pois diminuiu o didmetro, ocorrendo o oposto quando foi aplicado
JIA1 com o predominio do AJ no sinergismo.

Tabela 10. Diametro de vaso do Eucalyptus urophylla em um

2,4-D
0 Al A2
0 55,11abA 49,68aA 56,42bA
| 50,79aA 59,19bB 57,49bA
AJ
2 54.83aA 48,37bA 57 45bA

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferengas significativas para o teste de Tukey entre linhas e
letras maidsculas entre colunas, a 5% de probabilidade; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1?
concentragdo de 2,4-D: 18,12uM), A2 (2° concentragdo de 2,4-D: 36,24uM), AJ (acido jasmonico), J1 (1?
concentragdo de AJ: 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ: 2uM).

Na Figura 16 pode-se observar melhor as relagdes de didmetro de vaso. A
andlise de variancia estd em anexo.
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Figura 16. Médias do diametro de vaso em Eucalyptus urophylla

4.9. Espessura da parede de vaso de Eucalyptus urophylla

A Tabela 11 mostra que os dados que nao tiveram diferenca estatistica ao nivel
de 5 % de probabilidade pelo teste Tukey foram H,O (testemunha), Al e A2. Também o
J1,J1A1 e J1A2 nao tiveram diferenca estatistica.

A menor espessura foi no tratamento J2A2 e as maiores foram A2 (1,51 pm),
J1A1 (1,50 pm) acima de 1,50 pm como mostrado na figura 17. Todos os tratamentos
que receberam aplicacdo dos reguladores de crescimento AJ e do 2,4-D na sua forma
simples tiveram sua espessura da parede do vaso aumentada. Na forma conjugada o
unico tratamento J2A2 teve a espessura da parede do vaso diminuida com valor de 1,16
pm.

Tabela 11. Espessura da parede do vaso de Eucalyptus urophylla em pm

2,4-D
0 Al A2
0 1,32 aA 1,49 Ba 1,51bA
J1 1,38aA 1,50 Aa 1,47aA
Al
J2 1,41aA 1,32 Aa 1,16bB

Nota: letras mintsculas distintas mostram as diferengas significativas para o teste de Tukey entre linhas e
letras maiasculas entre colunas, a 5% de probabilidade; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1*
concentragdo de 2,4-D: 18,12uM), A2 (2% concentragéo de 2,4-D: 36,24uM), AJ (acido jasmonico), J1 (1*
concentragdo de AJ: 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ: 2uM).
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Figura 17. Médias da espessura da parede do vaso em Eucalyptus urophylla

4.10. Comprimento do vaso de Eucalyptus urophylla em pm

De acordo com a Tabela 12 a testemunha (H,O) apresentou maior comprimento
de vaso que foi de 438,16um. Todos os outros tratamentos tiveram comprimento de
vaso menor (Fig. 18).

Observa-se que o0 J2, J2A1 e J2A2 nao diferiu-se estatisticamente. O mesmo nao
ocorrendo com J1, JIA1 e JIA2.

Quando compara-se Al, A2 e H,O e J1, J2 com H,O existe diferenca estatistica
anivel de 5 % de significancia pelo teste de Tukey.

Tabela 12. Comprimento do vaso de Eucalyptus urophylla em pm

2,4-D
0 Al A2
0 438,16aA 349,28 Ba 338,72 bA
1| 321,20 aB 361,00 aA 376,60 aA
AJ
2 301,20 aB 306,56 aA 341,88 aA

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferengas significativas para o teste de Tukey entre linhas e
letras maidsculas entre colunas, a 5% de probabilidade; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Al (1?
concentragdo de 2,4-D: 18,12uM), A2 (2° concentragdo de 2,4-D: 36,24uM), AJ (acido jasmonico), J1 (1?
concentragdo de AJ: 1uM), J2 (2% concentragdo de AJ: 2uM).
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Figura 18. Médias do comprimento do vaso em Eucalyptus urophylla

4.11. Espectrocopia no Infravermelho

Os espectros no infravermelho de madeira livre de extrativos apresenta-se com
sinais, mas largos devido a presenca de celulose, hemicelulose e lignina. Para atribuir os
sinais utilizou-se lignina de Bjorkman de Galeziana gorzeana como de modelo de
compara¢do. As intensidades dos sinais foram determinadas com base no sinal
1500cm™, e a razdo G/S pelos sinais 1300cm™ ¢ 1200cm™ (Figura 19).
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Figura 19. Espectro do Eucalyptus urophylla do tratamento J1 normalizado

Através da espectrometria no infravermelho pode-se empiricamente propor
modificagdes composicionais ocorridas nas unidades guaiacilas e siringilas da lignina.

De acordo com os sinais 1505-1515 cm ™' (vibragdo do esqueleto aromatico),
1266-1270 cm™ (respiracdo do anel aromatico guaiacilico) e 1325-1330 cm™ (respiracio
do anel aromatico siringilico) determinou-se a razdo G/S, a porcentagem de unidade
guaiacilica e unidades siringilicas de lignina de cada tratamento, conforme Figura 20.
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Figura 20. Composigdo da lignina por infravermelho do Eucalyptus urophylla

A composi¢do da lignina ndo se alterou em nenhum tratamento por essa
observagao. Apenas foi constatado um leve aumento das unidades guaiacila em relagao

a siringila nos tratamentos: J2, A1, A2, J1A1, J1A2, J2A1 e J2A2. Sendo observado
—> — —> —>
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pela Figura 20 que a relagdo G/S foi maior no J2A2 A2 2 Al J2A1
em ordem decrescente.

O tratamento com a primeira concentragdo de AJ (J1) ficou com relagdo menor
em relacdo a testemunha (H,O), ficando com a maior porcentagem de unidades
siringilicas (30,56) comparando com os outros tratamentos. Dos tratamentos conjugados
o J1A1 apresentou-se a menor relagdo G/S, apesar de um pouco acima da testemunha
(H,0), sugerindo que o efeito sinergético dos dois reguladores de crescimento, o AJ € o
2,4-D, o Al prevaleceu, nao ocorrendo o mesmo com o J1A2. A estrutura da lignina
dependendo de sua composi¢do ¢ mais ou menos rigida. Na Figura 21 estd a
composicdo da lignina correlacionando com o teor.
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Figura 21. Correlagdo de teor de lignina com unidade guaiacila e siringila de
Eucalyptus urophylla

4.12. Quantificacao de proteina total
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Por se tratar de um tecido jovem, sabendo-se que os tratamentos hormonais
atuam na via protéica, conduziu-se esta analise. A maioria destas proteinas sdo ligadas
na parede e provavelmente tem fungdes estruturais, embora elas participem da
morfogénese (DAVIS, 2000). A natureza das proteinas na parede celular ¢ variada como
muitas das suas func¢des na planta.

A anélise do teor protéico mostrou que os tratamentos J1 e J2 ndo diferenciou
significativamente da H,O (testemunha), mostrando que neste caso o acido jasmoénico
ndo promoveu nenhuma a¢do que elevasse o teor de proteina (Fig. 22). Entretanto a
presenca de 2,4-D como pode ser visto nos tratamentos que o contem diminui a
quantidade de proteina. O que mostra a retragdo a atividade protéica e provavelmente
desativagdo da via metabodlica fenilpropanoidica. Além disso, as proteinas detectadas
(nitrogénio total) deve-se a unidade protéica na parede, e proteinas estruturais como as
glicoproteinas.
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Figura 22. Correlagdo entre teor de proteina total e teor de lignina nos tratamentos

4.13.Dados globais envolvendo teor de lignina, medidas anatomicas e medidas do
Eucalyptus urophylla
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Tabela 13. Visao geral dos dados do teor de lignina, medidas anatomicas e medidas do
Eucalyptus urophylla

Tratamentos K DF EPF LF CF DV EPV CV A D

I 41,56 13,44 247 8,49 537,82 50,79 1,38 321,20 77,80 0,86
2 20,49 16,48 3,29 990 536,55 54,83 1,41 301,20 78,40 0,84
Al 17,42 15,47 2,64 10,19 595,36 49,68 1,49 349,28 80,20 0,85
A2 23,55 15,46 3,24 897 604,71 56,42 1,51 338,72 78,40 0,84
J1A1 41,08 16,48 2,72 13,24 539,82 59,19 1,50 361,00 94,60 0,94
J1A2 42,45 18,19 2,87 12,44 550,05 57,49 1,47 376,60 86,60 0,94
J2A1 21,25 15,55 2,94 9,66 497,69 48,37 1,32 306,56 100,00 0,96
J2A2 27,51 16,47 3,04 10,38 642,35 57,45 1,16 341,88 87,00 0,91
H,0 26,43 1698 3,10 10,78 668,37 55,41 1,32 438,16 68,40 0,83

Nota: K (teor de lignina em %), DF (diametro da fibra em pm), EPF (espessura da parede da fibra em
pm), LF (limen da fibra em pum), CF (comprimento da fibra em pm), DV (didmetro do vaso em pm),
EPV (espessura da parede do vaso em pm), CV (comprimento do vaso em um), A (altura do Eucalyptus
urophylla na coleta em cm) e D (didmetro do Eucalyptus urophylla na coleta em cm).

4.14. Teste de Maiile no corte transversal do Eucalyptus urophylla

De acordo com o teste anatomico de Maiile os tratamentos ndo apresentaram
diferengas no tipo de lignina. Como pode-se observar na Figura 24.
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Figura 23. Tratamentos com teste de Maiile.

4.15. Teste de Wiesner no corte transversal do Eucalyptus urophylla

O teste Wiesner constatou a presenca de lignina em todos os tratamentos. Na
Figura 25 pode observar os testes.

J1 2 Al
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Figura 24. Teste de Wiesner nos diversos tratamentos

4.16. Teor de metoxila por RMN

Segundo Silva (2005) A espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear
(RMN) ¢ uma das espectroscopias que mais cresce em nimeros de usudrios no Brasil. A
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear no estado sélido, por meio das
diferentes técnicas, ¢ capaz de fornecer informagdes detalhadas a cerca dos
componentes majoritarios presentes em diferentes regides de uma madeira especifica,
assim como sua dinamica molecular.

Pelos espectros da RMN foram encontrados sinais referentes a composicao da
lignina (Fig. 63), indicando que estes ndo diferiram entre os tratamentos.
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Figura 25. Teores de OCH3 nos diversos tratamentos

5. CONCLUSOES

O 4cido jasmoOnico na concentragdo de 1 um (J1) aumentou de forma
significativa o teor de lignina, ativando o processo de formagdo da mesma; isso
provavelmente deve-se a ativacdo principalmente da PAL durante a formacao da
lignina;

Quando aplicado na sua segunda concentragdo 2 um (J2) ele teve um efeito

inibitério no processo de formag¢do da lignina, resposta definida pela
concentragdo para inibi¢ao da lignificagao;
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Os tratamentos com 2,4-D (Al e A2) tiveram uma resposta com teor de lignina
reduzida, isto mostra que apesar da sua importancia na eficiéncia na modulagdo
da célula, nesta concentragdo apenas diminui a taxa de lignificagao;

Os tratamentos conjugados tiveram respostas diferentes, nos que tiveram a
presenga da primeira concentragdo de AJ o J1, a formagdo da lignina foi ativada,
que foram o JIAl e o JIA2. Quando conjugado o 2,4-D com a segunda
concentragdo do AJ, o J2A1 ficou com teor de lignina abaixo da testemunha
(H20) e 0 J2A2 com o teor acima da testemunha;

A composicdo da lignina ndo foi significativamente alterada nas suas unidades
guaiacilas. O Unico tratamento que atenuou foi o J1 que ficou com a relagdo G/S
menor do que a testemunha (H,O). Isto leva-nos a propor que qualquer um
destes tratamentos ndo afetou a fase do primeiro estadio de formacao da lignina
dentro do compartimento citoplasmatico; e

Sobre este aspecto poderia o 4cido jasmonico e o 2,4-diclorofenoxiacético ativar
e restringir a fase de polimerizagdo da lignina.

6.CONSIDERACOES FINAIS

A aplicagdo de reguladores de crescimento em plantas no viveiro pode aumentar

sua resisténcia fisiologica e sua relagdo com o ambiente. O entendimento do papel
desempenhado pelos hormoénios naturais ou hormdnios sintéticos, os chamados
reguladores de crescimento, abre uma nova perspectiva na melhora da qualidade da
madeira, visto que estes podem controlar a taxa e periodicidade no crescimento radial e
longitudinal em espécies madeireiras.

Para que isto cada vez mais se torne realidade tem-se a necessidade de pesquisas

no sentido de se obter informacdes do mecanismo ¢ modo de acdo de todos os
horménios com bioatividade em cada componente no processo envolvendo a
diferenciacdo e divisao celular associado com o cdmbio e o meristema apical.
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A interagdo da fisiologia e bioquimica de hormonios em plantas lenhosas com a
biologia molecular oferece oportunidade para o esclarecimento dos mecanismos no
controle do crescimento radial e longitudinal da planta.

O conhecimento do processo de formagdo da lignina ainda requer muitas
pesquisas de natureza teodrica e experimental, principalmente relacionando a lignificagao
com a qualidade do produto final nos diversos segmentos do setor florestal. O controle e
a modulacao da biossintese da lignificacao pode-nos oferecer um avango tecnologico.
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8.1- Extrativos

Tabela 14. Extrativos de todos os tratamentos

Ciclo

Hexano
J1 0,38
J2 0,28
Al 0,34
A2 0,19
JIA1 0,48
J1IA2 0,49
J2A1 0,31
J2A2 0,11
H,0 0,25

Acetato

de etila

0,77 1,82
0,38 2,20
0,378 3,21
0,34 1,67
0,48 1,67
0,48 1,29
0,28 1,68
0,48 1,43
0,40 2,83

Metanol

H,O X

4,12 7,09
3,71 6,57
3,09 7,02
2,60 4,80
4,14 6,77
4,34 6,66
3,47 5,74
3,95 5,97
4,20 7,68

8.2.Analise de Variancia

Tabela 15. Analise de variancia do teor de lignina do Eucalyptus urophylla

FV GL
Al 2
2,4-D 2
AJx2,4-D 4
Residuo 18

QM
1074,932
48,521
30,497
0,085252

NS

0,000000*
0,000000*
0,000000*

*Existe diferenga estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 16. Analise de variancia da altura final do Eucalyptus urophylla

FV GL
Al 2
2,4-D 2
Al x 2,4-D 4
Residuo 216

QM
705,422
1052,956
46,722
128,8222

NS

0,008389
0,001184
0,833505

*Existe diferenga estati4stica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 17. Analise de variancia do didmetro do Eucalyptus urophylla

FV GL
Al 2
2,4-D 2
Al x24-D 4
Residuo 216

QM
0,026587
0,021447
0,004413
0,006039

NS
0,019478*
0,039114*
0,576884

*Existe diferenca estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 18. Analise de variancia do didmetro da fibra do Eucalyptus urophylla
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FV GL
Al 2
2,4-D 2
Al x2,4-D 4
Residuo 216

oM
12,9470
25,4940
105,1766
7,979107

NS
0,199779
0,042906*
0,000000*

*Existe diferenga estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 19. Analise de variancia do limen da fibra do Eucalyptus urophylla

FV GL
Al 2
2,4-D 2
Al x24-D 4
Residuo 216

oM

49,70253
33,22333
76,47086
6,016052

NS

0,000349*
0,004581*
0,000000*

*Existe diferenca estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 20. Analise de variancia do comprimento da fibra do Eucalyptus urophylla

FV GL
Al 2
2,4-D 2
Al x2,4-D 4
Residuo 216

oM
134934,2
58335,5
61164.,9
8157,676

NS

,000000%*
,000984*
,000011*

*Existe diferenca estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 21. Analise de varidncia da espessura da parede da fibra do Eucalyptus

urophylla

FV GL oM NS

Al 2 3,339078 ,000395%*
2,4-D 2 1,581344 ,022760*
Al x2,4-D 4 1,359894 L011716*
Residuo 216 ,410761

*Existe diferenca estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 22. Analise de variancia diametro do vaso do Eucalyptus urophylla

FV GL
Al 2
2,4-D 2
Al x2,4-D 4
Residuo 216

QM
119,4647
451,8637
453,6435
52,32761

NS
0,104432
0,000247*
0,000002*

*Existe diferenga estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 23. Analise de variancia da espessura da parede do vaso Eucalyptus urophylla

FV GL

QM

NS




Al 2 ,5953715 ,000003*

2,4-D 2 ,097315 ,093506
Al x2,4-D 4 ,330286 ,000004*
Residuo 216 ,040617

*Existe diferenca estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 24. Analise de varidncia do comprimento do vaso Eucalyptus urophylla

FV GL oM NS

Al 2 66128,59 0,000006*
2,4-D 2 4932,86 0,388306
Al x2,4-D 4 51131,77 0,000000*
Residuo 216 5191,844

*Existe diferenca estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de probabilidade.

8.3. Médias das medidas anatomicas das fibras e vaso

Tabela 25. Médias das medidas das fibras do Eucalyptus urophylla (um)

Tratamentos Comprimento Diametro Espessura da Lumen
parede

J1 537,83 13,44 2,47 8,49
J2 536,55 16,48 3,29 9,90
Al 595,36 15,47 2,64 10,19
A2 604,71 15,46 3,24 8,97
JIA1 539,83 18,68 2,72 13,24
JIA2 550,06 18,19 2,88 12,44
J2A1 497,70 15,55 2,95 9,66
J2A2 642,35 16,47 3,05 10,38
H,O 668,38 16,98 3,10 10,78

Tabela 26. Médias das medidas do vaso (um)

Tratamentos Comprimento Diametro Espessura da parede
J1 321,20 50,79 1,4
J2 301,20 54,83 1,4
Al 349,28 49,68 1,5
A2 338,72 56,42 1,5
JIA1 361,00 59,19 1,5
JIA2 376,60 57,49 1,5
J2A1 306,56 48,37 1,3
J2A2 341,88 57,45 1,2
H,O 438,16 55,11 1,3

8.4. Média da altura e didmetro do Eucalyptus urophylla em ¢cm
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Tabela 27. Médias das alturas e dos didmetros (cm)

Tratamentos Altura Diametro
J1 77,80 0,86
12 78,40 0,84
Al 80,20 0,85
A2 78,40 0,84
JIA1 94,60 0,94
J1IA2 86,60 0,94
J2A1 100,00 0,96
J2A2 87,00 0,91
H,O 68,40 0,83

8.5. Minima, Média, Maxima e Desvio Padrio das Analises Anatomicas

Tabela 28. Elementos de vaso do tratamento J1

Minima Média Miaxima Desvio Padrio
Comprimento 144,00 321,20 565,00 100,61
Diametro 35,40 50,80 64,60 7,52
Espessura de Parede 1,2 1,4 1,7 0,13
Tabela 29. Elementos de vaso do tratamento J2

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Comprimento 193,00 301,20 504,00 66,01
Diametro 43,40 54,80 71,70 7,32
Espessura de Parede 0,9 1,4 1,7 0,19
Tabela 30. Elementos de vaso do tratamento Al

Minima Média Miaxima Desvio Padrio
Comprimento 250,00 349,28 536,00 70,58
Diametro 40,40 49,70 62,60 6,51
Espessura de Parede 1,1 1,5 2,0 0,27
Tabela 31. Elementos de vaso do tratamento A2

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Comprimento 245,00 338,72 459,00 67,97
Diametro 41,40 56,40 69,70 7,58
Espessura de Parede 1,1 1,5 1,9 0,19
Tabela 32. Elementos de vaso do tratamento J1A 1

Minima Média Miaxima Desvio Padrio
Comprimento 240,00 361,00 437,00 49,21
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Diametro 43,40 59,20 73,70 7,53
Espessura de Parede 1,3 1,5 1,8 0,18
Tabela 33. Elementos de vaso do tratamento J1A2

Minima Média Maiaxima Desvio Padrio
Comprimento 239,00 376,60 501,00 68,67
Diametro 43,40 57,50 72,70 7,69
Espessura de Parede 1,3 1,5 1,8 0,16
Tabela 34. Elementos de vaso do tratamento J2A1

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Comprimento 180,00 306,56 418,00 63,09
Diametro 38,40 48,40 60,60 6,27
Espessura de Parede 1,0 1,3 1,7 0,21
Tabela 35. Elementos de vaso do tratamento J2A2

Minima Média Miaxima Desvio Padrio
Comprimento 172,00 341,88 465,00 78,55
Diametro 46,50 57,50 68,70 5,73
Espessura de Parede 0,8 1,3 1,8 0,24
Tabela 36. Elementos de vaso do tratamento H,O

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Comprimento 289,00 438,16 544,00 73,20
Diametro 42.40 55,10 80,80 8,55
Espessura de Parede 0,80 1,30 1,80 0,24
Tabela 37. Fibras do tratamento J1

Minima Média Maxima Desvio Padrao
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Diametro 8,50 13,44 20,00 2,94
Lamen 4,50 8,49 13,00 2,38
Comprimento 392,35 537,83 708,83 79,55
Espessura de Parede 1,50 2,47 3,50 0,53
Tabela 38. Fibras do tratamento J2

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 11,00 16,48 21,00 2,95
Lamen 6,00 9,90 15,00 2,15
Comprimento 419,43 536,55 704,30 82,36
Espessura de Parede 2,00 3,29 5,00 0,81
Tabela 39. Fibras do tratamento Al

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 10,00 15,47 21,00 2,54
Lamen 6,00 10,19 14,00 2,51
Comprimento 426,49 595,36 722,63 77,82
Espessura de Parede 1,50 2,64 3,50 0,56
Tabela 40. Fibras do tratamento A2

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 10,00 15,46 21,00 2,91
Lamen 5,00 8,97 16,00 2,42
Comprimento 471,49 604,71 819,37 85,21
Espessura de Parede 2,0 3,24 4,75 0,76
Tabela 41. Fibras do tratamento J1A1

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 13,00 18,68 24,30 2,52
Lamen 9,00 13,24 19,00 2,39
Comprimento 360,49 539,83 672,61 77,61
Espessura de Parede 2,0 2,72 4,00 0,55
Tabela 42. Fibras do tratamento J1A2

Minima Média Miaxima Desvio Padrio
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Diametro 13,00 18,19 27,00 3,37
Lamen 8,0 12,44 21,00 3,16
Comprimento 100,06 550,06 771,69 149,82
Espessura de Parede 2,0 2,88 4,00 0,54
Tabela 43. Fibras do tratamento J2A1

Minima Média Maéaxima Desvio Padrio
Diametro 11,00 15,56 21,00 2,44
Lamen 5,0 9,66 15,00 2,30
Comprimento 354,06 497,70 646,36 71,78
Espessura de Parede 1,50 2,95 4,00 0,63
Tabela 44. Fibras do tratamento J2A2

Minima Média Miaxima Desvio Padrio
Diametro 11,00 16,47 22,00 2,81
Lamen 6,00 10,38 14,00 2,26
Comprimento 499,88 642,35 780,16 68,33
Espessura de Parede 2,00 3,05 4,50 0,60
Tabela 45. Fibras do tratamento H,O

Minima Média Miaxima Desvio Padrio
Diametro 12,50 16,99 25,00 2,83
Lamen 6,00 10,78 17,00 2,36
Comprimento 481,48 668,38 807,06 93,27
Espessura de Parede 2,00 3,10 4,50 0,71

8.6. Graficos dos tratamentos simples
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Figura 26. Médias do AJ do lumen da fibra de Eucalyptus urophylla
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Figura 27. Médias do 2,4-D do ltmen da fibra de Eucalyptus urophylla

54



640

630

620

610

600

590

580

570

560

Comprimento da Fibra em pm

550

540

530

o
-
N

Figura 28. Médias do AJ do comprimento da fibra de Eucalyptus urophylla
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Figura 29. Médias do 2,4-D do comprimento da fibra de Eucalyptus urophylla
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Figura 30. Médias do AJ do diametro da fibra de Eucalyptus urophylla
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Figura 31. Médias do 2,4-D do diametro da fibra de Eucalyptus urophylla
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Figura 32. Médias do AJ da espessura da parede da fibra de Eucalyptus urophylla
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Figura 33. Médias do 2,4-D da espessura da parede da fibra de Eucalyptus urophylla
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Figura 34. Médias do AJ do comprimento do vaso de Eucalyptus urophylla
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Figura 35. Médias do 2,4-D do comprimento do vaso de Eucalyptus urophylla
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Figura 36. Médias do AJ do diametro do vaso de Eucalyptus urophylla
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Figura 37. Médias do 2,4-D do diametro do vaso de Eucalyptus urophylla
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Figura 38. Médias do AJ da espessura da parede do vaso de Eucalyptus urophylla
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Figura 39. Médias do 2,4-D da espessura da parede do vaso de Eucalyptus urophylla
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Figura 40. Médias do AJ do teor de lignina de Eucalyptus urophylla
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Figura 41. Médias do 2,4-D do teor de lignina de Eucalyptus urophylla
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Figura 42. Médias da altura na aplicagdo de AJ do Eucalyptus urophylla
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Figura 43. Médias da altua na aplicagao de 2,4-D do Eucalyptus urophylla
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Figura 44. Médias do diametro na aplica¢do de AJ do Eucalyptus urophylla
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Figura 45. Médias do didmetro na aplicagdo de 2,4-D do Eucalyptus urophylla

8.7. Graficos dos espectros no infravermelho
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Figura 48. Espectro no infravermelho do tratamento Al normalizado
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Figura 49. Espectro no infravermelho do tratamento A2 normalizado
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Figura 50. Espectro no infravermelho do tratamento J1A1 normalizado
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Figura 51. Espectro no infravermelho do tratamento J1A2 normalizado
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Figura 52. Espectro no infravermelho do tratamento J2A1 normalizado
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Figura 53. Espectro no infravermelho do tratamento J2A2 normalizado

100.

90-

80~

67

6€'668

§9'zertT

9/'289T

70+

i i
o o
© Yo}

aqueniwisuel | o




Figura 54. Espectro no infravermelho do tratamento H,O normalizado

8.8 — Espectros '"H RMN
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