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RESUMO

GURGEL, Monique de Moura. Caracterizacdo da lignina da raque de Couroupita
guianensis Aubl. por técnicas de micro analise. 2011. 46p Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Ambientais e Florestais). Instituto de Florestas, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

O objetivo desta dissertacdo foi estudar por micro analise a lignificacdo da raque de
Couroupita guianensis, (familia Lecitidaceae, originaria da Amazo6nia) considerando a
influéncia da gravidade sobre a formacdo de tecidos especiais, tendo em vista que a raque
possui um crescimento positivo com relacdo a forca gravitacional. O experimento foi
conduzido no Laboratério de Quimica da Madeira, onde a raque foi seca, preparada para
cortes anatdbmicos e analise quimica. Os testes histoquimicos foram analisados através de
imagens obtidas no microscopio 6ptico do tecido da raque, juntamente com
microespectroscopia e espectroscopia de infravermelho-FTIR. O tecido da raque apresentou
caracteristicas de tecido de tensdo, com fibras gelatinosas, evidenciadas pelo teste de Wiesner
e pela reacdo de Lawrens-Takaashi (cloreto de zinco iodato). Os testes histoquimicos foram
considerados eficientes e mostrou que em regides de alta flexibilidade possui lignina
siringilica. Os espectros micro espectrométrico mostraram a existéncia de lignina, entretanto
ndo o suficiente para afirmar o tipo de lignina predominante em uma determinada regido do
tecido. Os tecidos foram extraidos com NaOH 1% e com acetona, contudo, 0s espectros no
infravermelho dos cortes transversais pré-extraidos com acetona, permitiu identificar sinais
caracteristicos de lignina guaiacilica e siringilica. Os espectros do material moido somente
extraidos com solventes organicos (ciclohexano, acetato de etila e metanol) ou com NaOH
1% por 1 hora confirmaram que as ligninas séo do tipo guaiacila e siringila.

Palavras-chave: Gravidade, tecido de tenséo, lignina e infravermelho.

Vi



ABSTRACT

GURGEL, Monique de Moura. Characterization of lignin from rachis of Couroupita
guianensis Aubl. for micro analysis techniques. 2011. 46p Dissertation (Master in
Environment and Forest Science). Instituto de Florestas, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

The purpose of this dissertation was to study by the micro analysis the rachis lignification of
Couroupita guianensis (Lecitidaceae family, originally from the Amazon) considering the
influence of gravity on the formation of special tissues in order that the rachis has a positive
growth with respect to the gravitational force. The experiment was conducted at the
Laboratory of Wood Chemistry, where the rachis was dried, prepared to cutting anatomical
and chemical analysis. Histochemical tests were analyzed by optical microscope images of
tissue of the rachis, with microspectroscopy and infrared spectroscopy-FTIR. The tissue of the
rachis presented features of tissue tension, with gelatinous fibers, as evidenced by the Wiesner
test and the reaction Lawrens-Takaashi (zinc chloride iodate). Histochemical tests were
efficient and showed that in regions of high flexibility has syringyl lignin. The micro
spectrometric spectra showed the existence of lignin, but not enough to affirm the
predominant type of lignin in a given region of tissue. The tissues were extracted with NaOH
1% and acetone, however, the infrared spectra of the cross sections pre-extracted with
acetone, allowed to identify characteristic signs of guaiacyl and syringyl. Spectra of the milled
material only extracted with organic solvents (cyclohexane, ethyl acetate ethyl and methanol)
or with 1% NaOH for 1 hour confirmed that lignins are guaiacyl and syringyl type.

Key words: Gravity, tension tissue, lignin and infrared.
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1 INTRODUCAO

O surgimento da lignina na face da terra ainda € alvo de especulagdes tedricas, as
quais definem sua existéncia em decorréncia do crescimento verticalizado dos vegetais
superiores e € considerada a chave de inovacdo para a adaptacdo das plantas em meio
terrestre. LEWIS & SARKANEN (1998) mencionam o processo evolutivo da lignina, a partir
das algas verdes com a presenca de substancias semelhantes a lignina (lignanas); contudo,
pouco se tem confirmado sobre a existéncia dela, propriamente dita, em organismos nao
vasculares, como as algas. Entretanto, em razéo da descoberta da presenca de lignina em algas
vermelhas (Calliarthron cheilosporioides), somados a uma composi¢do atipica, novas
discussdes deverao surgir dentro da comunidade cientifica (MARTONE et al., 2009).

A existéncia de plantas terrestre trouxe significativas mudancas e dentre elas,
estruturais e quimicas, para melhor transportar a &gua, as substdncias e o0s gases,
desenvolvendo células com parede secundaria lignificada, com propriedades hidraulicas e de
sustentacdo mecanicas, muitas vezes apoiadas em concentragdes maiores de lignina na parede
primaria ou secundaria (FRIEDMAN & COOK, 2000).

A lignina é o segundo maior componente das plantas ap6s a celulose, sendo
considerada um dos componentes mais predominantes da biomassa das plantas, com grande
relevancia para uso energético, compreendendo cerca de 25% (WEGNER & FENGEL, 1984;
HIGUCHI, 1990). E denominada atualmente como macromolécula tradicional cuja
composicdo se reflete numa base comum de precursores fenilpropanoidicos levando a um
complexo tridimensional associado a ligacdes cruzadas com os demais constituintes da parede
celular, divergindo um pouco das ligninas anormais formadas em decorréncia da
desarrumacéo da rota fenilpropanoidica (RALPH et al., 2004 ). Essas ligninas possuem uma
composicdo diferenciada além das trés unidades basicas, como consequéncia da modificagdo
pela engenharia genética que redesenha alteracdes nas rotas biossintéticas (ANTEROLA &
LEWIS, 2002; HUMPHREYS & CHAPPLE, 2002; BAUCHER et al., 2003).

O arranjo das moléculas de lignina no tecido vegetal foi fundamental para o
estabelecimento das plantas na terra; tanto para 0 Sseu crescimento quanto para Sseu
desenvolvimento. Somando-se a isso, promoveu a regulacdo do ciclo de carbono e influenciou
a resisténcia aos estresses abioticos e bidticos. Tudo isso contribuiu principalmente para o
aprimoramento da agricultura e para a utilizacdo de materiais a base de madeira (PETER &
NEALE, 2004).

A vida na Terra, com toda sua diversidade e complexidade, sustenta-se sob constantes
alteracdes das condi¢des ambientais. A forca gravitacional, apesar de ser uma das forcas mais
constantes, exerce pequena variacdo para 0s organismos que se reposicionam sobre a crosta
terrestre (VOLKMANN & BALUSKA, 2006).

Embora as plantas crescam sob a influéncia da gravidade, pouco é conhecido sobre 0
comportamento das plantas e sua consequéncia sobre o crescimento das mesmas
(MUSGRAVE, 2002). A influéncia da gravidade no processo de lignificagdo tem sido
divulgada a partir de experimentos sob condi¢des de microgravidade (STUTTE et al., 2006).
Ha descri¢bes experimentais de laboratorio que simulam condigdes de efeito da gravidade
refletindo em acumulo de lignina na parede celular (ALLEN et al., 2009).

O processo de formacdo de uma planta é determinado pelas caracteristicas genéticas e
influenciado pelas pressdes ambientais, tais como a gravidade. Em resposta a esses estimulos
ambientais, as arvores séo capazes de reorientarem seus eixos, ramos, galhos ou tronco a fim
de restabelecerem o equilibrio, desenvolvendo um tecido especial. (DU & YAMAMOTO,
2007; DERJARDIN et al., 2010).



As caracteristicas e a localizacdo dos tecidos especiais diferem entre os grupos de
plantas. Nas gimnospermas é chamado tecido de compressdo e nas angiospermas; tecido de
tensdo. As plantas que geralmente crescem com influéncia da gravidade desenvolvem tecidos
cuja composicdo quimica e propriedades fisicas se diferem do caule principal (DU &
YAMAMOTO, 2007).

Partes de plantas que tém seu crescimento no sentido da forca gravitacional podem
apresentar alteracfes quimicas, principalmente em relacdo ao teor de lignina, modificacGes a
niveis composicionais e organizacionais dos elementos da parede celular e das ceélulas
(HOSON, 2003). Um exemplo de espécie lenhosa que apresenta a raque (ramo de
influorescéncia) em crescimento no sentido da forga gravitacional é a Couroupita guianensis
Aubl., popularmente designada como Abricé de macaco, Castanha de macaco, améndoa dos
Andes e Macacarecuia; pertencente a familia Lecitidaceae (cerca de 25 géneros e 400
especies) e distribuida nas regides tropicais da América do Sul (LORENZI, 2000). Nativos da
regido amazonica e de outros estados da regido norte do Brasil fazem uso de infusGes e chas
obtidos de folhas, flores e galhos da Couroupita guianensis para tratamento de hipertenséo,
tumores e processos inflamatorios (SANZ-BISET et al., 2009). Para o presente trabalho, a
raque de Couroupita guianensis foi alvo de estudo dado o seu comportamento semelhante ao
crescimento que simboliza o efeito oposto da gravidade.

A proposta da pesquisa baseia-se no fato de que a existéncia e composicdo da lignina sao
ativadas ou desativadas pela influéncia da gravidade, a qual estimula ou desestimula a
formacéo de substancias nos tecidos de sustentacdo. Neste sentido, a presente dissertacao tem
como principio substanciar a possivel influéncia da gravidade no teor da lignina e sua
composicdo em raque de Couroupita guianensisi Aubl., a qual sustenta um fruto que quando
adulto pesa mais de 500 g.

O objetivo do trabalho foi estudar por micro andlise a lignificacdo da raque de Couroupita
guianensis Aubl., considerando a influéncia da gravidade sobre a formacdo de tecidos
especiais. Como objetivos especificos, foram determinar o teor de lignina do caule e da raque;
caracterizar in loco lignina da raque atraveés de micro analise utilizando espectroscopia no
infravermelho e microscopia de campo claro; identificar particularidades da lignificacdo por
teste histoquimico e contextualizar o efeito da gravidade sobre a lignificacdo da raque de
Couroupita guianensis Aubl.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lignina

A primeira evidéncia da constituicdo da lignina foi obtida em 1874 por Tiemann e
Haarman, os quais determinaram a estrutura quimica do alcool coniferilico e a unidade [3-
glicosidica. Em 1933, Erdtman, trouxe uma relevante contribuicdo para a bioguimica da
lignina, designando-a como resultado da desidrogenagcdo de seus mondmeros precursores
(LEWIS, 1999). No seu grupo de estudo, desenvolvido nas décadas de cinguenta e sessenta,
Freudenberg prop6s a primeira formula quimica da lignina (FREUDENBERG, 1968).

Pesquisadores consideram que a lignina na parede celular foi o agente principal para a
evolucdo das plantas do meio aquatico para o terrestre a mais de 475 milhGes de anos atras
(KENDRICK et al.,1997; PETER & NEALE, 2004; BOYCE et al.,, 2004). Lewis &
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SARKANEN (1998) consideram que a lignina é a etapa final da via fenilproponoidica e que
sem a qual ndo haveria vidas superiores na face da terra.

Em células condutoras de 4gua; como os traqueideos e os elementos de vaso do xilema
das plantas, tiveram suas paredes reforcadas por um polimero fendlico de elevado efeito
hidrofobico e imovel, conhecido como lignina. Essa essencial adaptacdo proporcionou o apoio
biomecéanico dos ramos laterais e estruturas aéreas (copa); permitiu que as plantas adotassem
um habito de crescimento ereto, além de fornecer resisténcia ao colapso das células sob a
tensdo da &gua (MARTONE, 2009).

A lignina confere resisténcia, rigidez e hidrofobicidade a parede celular, formando
intensas ligagOes cruzadas com a matriz unindo as microfibrilas e outros componentes da
parede (BAUCHER et al., 2003). Conforme descrito anteriormente, a lignina concede as
células capacidade de suportar a forca da gravidade, o estresse mecanico e a pressdo negativa
gerada pela transpiracao. A lignificacdo ocorre durante o desenvolvimento normal do tecido, e
diversos estresses bidticos e abi6ticos como ferimentos ou infecgdes causados por patdgenos,
podem desencadear a producdo de lignina. Em face de sua caracteristica estrutural e a
abundancia de 4tomos de carbono torna-se altamente resistente a degradacdo enzimatica e,
portanto, contribui para a defesa fisica e quimica contra herbivoros (VANCE et al., 1980;
LANGE et al., 1995; ROGERS & CAMPBELL, 2004;).

A resisténcia da lignina a degradacdo tem impulsionado cientistas a estudar sua
estrutura e biossintese em relacdo a alimentacdo animal, pois esta reduz a qualidade
nutricional (MOORE & JUNG, 2001). Outro campo que 0s cientistas tém se dedicado é a
remoc¢do da lignina durante a preparacdo da polpa celulésica. O alto custo energético e o
grande impacto ambiental sdo preocupacdes mais imediatas (DEAN, 2005).

Mais recentemente, a formacdo da lignina e sua manipulagdo tem sido alvo de
pesquisa no que tange a producdo de bioenergia (WENG et al., 2008; SIMS et al., 2010). A
lignina atua como um agente protetor da celulose, aumentando os custos na producdo de
acucares fermentaveis para geracdo de etanol de segunda geracdo, entre outros
biocombustiveis (CHEN & DIXON, 2007).

Para complementar o avango desses estudos, as tecnologias genéticas tém facilitado a
identificacdo dos fatores que regulam e controlam a lignificacdo e tém alterado genes para que
se possa entender o processo de ativagdo enzimatica dos mondémeros que formam a lignina
(ZHOU et al., 2009).

A lignina é um produto da via fenilpropanoidica e de sua formacdo derivam outras
substancias, como a suberina, e também flavonoides, acidos hidroxicinamicos, éster, lignanas,
taninos e estilbenos (UMEZAWA, 2009).

A formacdo da lignina é um dos processos que mais demandam energia em plantas,
requerendo grande quantidade de esqueletos de carbono e que para tal, consome em média
entre 30-40% da energia utilizada pelos vegetais (GOTTLIEB, 1989; GOTTLIEB et al.,
1995).

2.2 Lignificagéo

Ao processo de deposicdo da lignina nos tecidos vegetais d&-se o nome de
lignificacdo. Este € um processo bioquimico que abrange a formacdo de monoligndis, seu
transporte e a polimerizagéo na parede celular.

A formacéo da lignina compreende duas fases. A primeira fase é determinada pela
acdo enzimatica e ocorre no citoplasma (oxidagdo horizontal). A principio a biossintese da
lignina inicia-se atraves da condensagdo envolvendo as substancias 4- fosfato de eritrose e o
acido fosfoenolpiravico que é derivado da glicose através da glicélise. Ambos sdo iniciadores
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de uma via biossintética que através de reacdo de condensacdo e de vérias transformacdes,
forma o é&cido chiquimico e em seguida os precursores iniciais (alcoodis p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico), representados na Figura 1 (ABREU, 1994).

Cadeia lateral Cadeia lateral

Cadeia lateral

Alcool cumarilico

Alcool coniferilico Alcoolsinapilico
Anel guaiacilico Anel siringilico
5 sitios ativos 4 siti os ativos 3 sitios ativos

Figura 1. Precursores da Lignina (ABREU et al., 1999).

Ap06s a formacédo dos precursores da lignina no citoplasma, estes sdo exportados para o
meio extracelular (apoplasto) através da formacdo de glicosideos e seu restabelecimento pela
acao da beta-glicosidase (BAUCHER et al., 2003). Depois de alcangcarem o apoplasto, os
monolignois sofrem uma abstracdo de hidrogénio fendlico por meio de enzimas ligadas a
parede celular denominadas por peroxidases e/ou lacases formando um sistema coordenado
com peroxido de hidrogénio altamente reativo, iniciando a segunda fase (oxidacéo vertical),
(ABREU et al., 1999).

Ou seja, essas enzimas quebram uma ligacdo covalente entre o oxigénio da unidade
fenodlica e o seu hidrogénio. A ligacdo é rompida homoliticamente de tal modo que um elétron
fica com o oxigénio e o outro vai com o hidrogénio (SJOSTRON, 1992), gerando radicais
livres. O radical livre inicial é estabilizado pelo deslocamento do elétron ao longo da
molécula, em um processo conhecido como estabilizagdo por ressonancia
(ARGYROPOUPOS & MENACHEM, 1997). Deste modo, é formada uma série de radicais
livres estabilizados por ressonancia, (estruturas canonicas), em equilibrio constante entre si
(Figura 2).



HO.4.2 6 y Citoplasma || Apoplasto z :
@\&’VC“ HO —:illZ[|i—
3 : N A K
Saca d L 2oy obperage—y HIE I H
sintese do / Aleool p-cumarilico Me0” NNAOH Ak ;
N Mondmero/ o i o = F N ENE
\Hy N Ativagdo N B
0 =B AAAN 4 | S
a _ I 1 & WEEH 5
. \ Alcool coniferilico ‘0\(\“ I ||
Fenilalanina M | A
s OMe f.‘.eOW\/OH o ,3, A %
N\ Polimerizacdo %A
[l 4 i
)
o

[}

|

\J
MeO 2% Om\/ \
Alcool smapilico 7 Meo”\ I A OH

Parede Secundaria | etc. |

Parede Primaria

Figura 2. Biossintese da lignina a nivel celular (BONAWITZ & CHAPPLE, 2010).

A lignina deriva-se da fenilalamina; levando a formagao do acido cindmico na fase
inicial da via fenilpropanoidica (pds-corismica), e envolve uma série de reacbes de
hidroxilacdo e subsequentes metilagdes, assim como, a reducéo da cadeia lateral que sustenta
grupos carboxilicos terminais, reduzindo-os aldeidos e em alcoois p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico. Quando estes sdo incorporados, as ligninas sdo denominadas cumarilica (H),
guaiacilica (G) e siringilica (S) respectivamente e a proporcdo destas variam entre espécies,
entre tecidos de uma mesma planta, dentro da parede celular, e em resposta a estimulos
ambientais. Embora, excecdes existam, a lignina das angiospermas consiste principalmente de
unidades G e S, podendo conter tracos de unidades H. As gimnospermas sdo compostas
especialmente de unidades G, com baixos niveis de unidades H (RALPH, 2004; ROGERS &
CAMPBELL, 2004).

As variacfes quantitativas e qualitativas da lignina nas plantas podem ter sido
influenciadas por uma série de fatores. De uma forma geral, as plantas arboreas possuem alto
teor de lignina em relacdo aos arbustos e herbaceas, podendo alcancar valores superiores a
35% em relagdo a sua massa seca (FENGEL & WEGENER, 1984). Os fatores edéaficos e
atmosféricos, acompanhados de uma situacdo extrema de estresse ambiental, podem ter sido
responsaveis pelas marcantes modificacdes fenotipicas e genotipicas das plantas superiores
(GOTTLIEB, 1989; GOTTLIEB et al., 1995).

H& inimeras propostas, ainda ndo concretas, sobre a formacdo de ligacGes intra e
intermoleculares. Por exemplo: o acoplamento pode ocorrer com dois outros radicais
(combinacdo de dois monolignois, um monolignol e o polimero da lignina ou entre dois
polimeros) e para prosseguir o alongamento da cadeia, segundo RALPH (2004) &
BAUCHER (2003) devem ocorrer subsequentes ativacfes de oxidacao desidrogenativas.

Os trés diferentes precursores da lignina podem fazer ligagdes entre si, dependendo do
padrdo de substituicdo do anel aromatico referente aos precursores e sitios ativos para o
acoplamento intramolecular (Figura 1) (RALPH, 2004).

A formagdo molecular das ligninas primitivas, por exemplo, baseia-se no mais alto
valor de NTLI (Numero Tedrico de Ligacdes Intermonoméricas) (ABREU et. al.,1999). Neste
contexto, as ligninas cumarilicas sdo formadas segundo cinco centros reativos, apresentando-
se com estruturas moleculares extremamente complexas, formando extensa rede de ligagoes
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cruzadas na parede celular. Enquanto os demais alcodis dao origem as moléculas de lignina
mais simples em termos de rede de ligagdes inter e intramoleculares. Do mesmo modo o
numero maximo de combinacdes ou ligagbes intermonoméricas sob base tedrica na propor¢éo
(1:1) entre os radicais precursores, diminui a partir dos precursores alcool cumarilico para o
alcool sinapilico. Isto revela que a variagdo composicional tem papel importante na estrutura
molecular da lignina e que a rede de ligacGes carbono-carbono e carbono-oxigénio conferem
possivelmente maior ou menor flexibilidade estrutural aos vegetais (ABREU et al., 1999,
ABREU et al.,, 2003; ABREU et al., 2009), relacionado-se aos grupos botéanicos, cuja
complexidade molecular diminui segundo a escala evolutiva de pteridofitas, gimnospermas e
angiospermas.

A formacdo da lignina envolve um complexo sistema enzimatico formando
precursores intermedidrios e finais da lignina. O metabolismo dos fenilpropanoides inclui
caminhos bioquimicos que permitem as plantas diversas combinagdes e muitas destas vias
atuam como intermediadoras a sintese da lignina (BOATRIGHT, et al., 2004).

A sintese da lignina requer desaminacdo, hidroxilacdo em uma, duas ou trés posicdes
do anel aromatico, metilagdo em um ou dois dos grupos hidroxilicos, e duas sucessivas
reducdes da cadeia lateral do monolignol, de acido carboxilico a aldeido primeiramente e a
alcool. Estas reacfes sdo mediadas pela fenilalanina aménia-liase (PAL), trés diferentes
citocromos P450-dependentes monooxigenases (C4H, C3H e F5H), duas metiltransferases
(CCoAOMT e COMT), e duas oxidoredutases (CCR e CAD). Adicionado a essas oito
enzimas, duas enzimas sao necessarias, 4CL e HCT, atuando como substrato para as reacfes
(Figura 3).

A PAL (fenilalanina amonia-liase) esta cometida ao primeiro passo para a biossintese
dos fenilpropandides, catalisa a desaminacgdo da fenilalanina em &cido cindmico, e juntamente
com C4H (Cinamato-4-hidroxilase) e 4CL (Hidroxicinamoil COA ligase), é essencial para a
sintese de todas os fenilpropanoides.

A C4H controla a conversdo do cinamato em p-cumarato. E o primeiro citocromo
monooxigenase P450-dependente da via fenilpropandide. Sdo catalisadas trés reacfes de
hidroxilagdo sucessivas no anel na formagdo do monolignol, comegando pela enzima C4H,
seguido da C3H (4-hidroxicinamato 3-hidroxilase) e da F5H (ferulato-5-hidroxilase) (DIXON
etal., 2001).

A 4CL é uma ATP-dependente e catalisa a sintese do p-cumaroil CoA. Este é entdo
usado como um doador de acila pela HCT (aciltransferase) para sintetizar o chiquimato p-
cumaroil, sofrendo hidroxilacéo pela C3H (DAVIN, et al., 2008 ).

A enzima CCoAOMT (Cafeoil coenzima A O-metiltransferase) catalisa a metilacao de
cafeoil CoA a feruloil CoA (DO, et al., 2007) . E a COMT (5-Adenosil-metionina:cafeato/5-
hidroxi) catalisa a metilacdo do cafealdeido e do 5- hidroxiconiferaldeido a coniferaldeido e
sinapaldeido, respectivamente (VAN DOORSSELAERE et al., 1995). A F5H (Ferulato-5-
hidroxilase) participa da biossintese de mondmeros da lignina siringila, atraves da
hidroxilagdo na posicdo 5 do coniferaldeido e/ou do &lcool coniferilico.( LI et al., 2000;
HUMPHREYS & CHAPPLE, 2002).

A reducéo do tio ésteres do hidroxicinamoil CoA a hidroxicinamaldeidos e a alcoois
hidroxicinamal é catalisada pela CCR (Hidroxicinamoil COA redutase) e a CAD (Cinamil
alcool desidrogenase ). A CCR é considerada uma enzima especifica da via biossintética dos
monoligndis. A CAD catalisa o ultimo passo reduzindo os aldeidos aos alcoois
correspondentes (cumarilico, coniferilico e sinapilico) (CHABANNES, et al., 2001 ).

O caminho relativamente menor para a formagdo do alcool p-cumarilico (lignina H)
requer somente as enzimas PAL, C4H, 4CL, CCR e CAD, enquanto que para sintese do
alcool coniferilico (lignina G), requer estas cinco enzimas mais HCT, C3H e CCoOAOMT, e
para sintese do alcool sinapilico (lignina S) requer as dez enzimas, incluindo a F5H e COMT.
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Figura 3. Biossintese de monolignais através da rota fenilpropanoidica (BONAWITZ & CHAPPLE, 2010).

2.3 Tecido de reacéo

A formagdo da madeira envolve varios mecanismos de diferenciacdo envolvendo
padrdes genéticos e ambientais, que se modificam de uma arvore para outra e ao longo dos
anos. Agua, nutrientes, temperatura, fotoperiodo, vento, gravidade e horménios séo fatores



que influenciam a formacdo da madeira (ZIMMERMANN & BROWN, 1971; ZOBEL &
BUIJTENEN, 1989; LARSON, 1994; CHAFFEY, 2002).

As variacdes das propriedades da madeira podem ocorrer em uma mesma espécie e
entre genoétipos de espécies diferentes. Em cada arvore, as caracteristicas anatdmicas,
quimicas e fisicas diferem entre regides do mesmo individuo e, estas sdo importantes porque
definem ndo s6 a importancia, mas, sobretudo o uso de uma determinada madeira. As
alteracdes predominantes em uma arvore incluem madeira juvenil e adulta, lenho inicial e
tardio, cerne e alburno, e tecido de reacdo (DU & YAMAMOTO, 2007).

A formacdo e as propriedades do tecido de reacdo sdo alvo de investigacdo por muitos
anatomistas, fisiologistas e recentemente geneticistas. O tipo de tecido de reacdo difere entre
grupos lenhosos (WARDROP, 1964; WILSON & ARCHER, 1977; TIMELL, 1986;
PLOMION et al., 2001; BONAWITZ & CHAPPLE, 2010). Em gimnospermas, ¢ chamada de
tecido de compressdo, e se desenvolve na parte inferior do ramo inclinado, onde o tecido sofre
um estresse de compressao.

De acordo com Du e Yamamoto (2007), uma caracteristica importante do tecido de
compressdo é o formato arredondado dos traqueideos, resultando em espacos intercelulares. A
parede celular é mais espessa quando comparada ao de um tecido normal da madeira e
apresenta maior teor de lignina e menor de celulose.

A reacdo da madeira em angiospermas € chamada de tecido de tensdo e ocorre na
regido superior do tronco ou ramo lateral, onde o local do tecido é mantido sobre tenséo.
Anatomicamente, o tecido de tensdo tem um padrdo generalizado, variando dependendo da
espécie. JOUREZ et al. (2001) inferiram, apds analise de imagens em tecido normal e em
tecido de tensdo, os quais sofreram estimulos gravitacionais, que em ambos, fibras e vasos,
foram significativamente mais longos em tecidos de tensdo, em resultado de uma prolongada
diferenciacdo celular. Estes mesmos autores observaram uma expressiva reducédo da area e da
frequéncia dos vasos, e um aumento na proporc¢édo das fibras com uma estrutura diferenciada,
uma parede celular espessa. Geralmente é descrito por conter elevada proporcao de celulose e
por ser menos lignificado que o tecido que um tecido normal em madeiras (WADA, et al.,
1995; HABRANT, et al., 2003). Sendo que em ambos os tecidos, (tecido de tensdo e de
compressdo) ocorre um aumento da lignificacdo na regido inferior da haste ou ramo
(WARDROP, 1965).

Uma caracteristica marcante da fibra do tecido de tensdo é a presenca de uma camada
espessa, interna, ndo muito coesa as outras camadas da parede celular, de origem celulésica,
cristalina e gelatinosa, denominada de camada G, a qual ndo é encontrada em fibras de tecido
que ndo sofrem tensdo (PILATE et al. 2004).

As microfibrilas do tecido de tensdo sdo orientadas quase paralelamente ou
paralelamente ao eixo longitudinal das fibras, porém, a natureza do estimulo e o controle
mecanico das alteracdes das microfibrilas da celulose de tecido de tensdo ndo sdo ainda
totalmente esclarecidos (KWON, 2008).

Embora a camada G tenha espessura varidvel, esta pode normalmente substituir o
interior da camada S3 da parede secundéria, a camada S2 e S3, ou ser incorporada a camada
S3 (COTE, 1969).

Alguns casos especiais de tecidos foram observados por pesquisadores onde o padrao
para o tecido de reacdo ndo corresponde aos grupos da gimnosperma ou angiosperma. Em
Cycadales, uma angiosperma, nao foi observado reagdo no tecido e em Gnetales, considerada
gimnosperma, ndo ha formacdo de tecido de compressdo, porém ambas podem formar tecido
de tensdo. Uma primitiva angiosperma; da ordem Buxus, produziu tecido de compressao
(TIMELL, 1986; YOSHIZAWA, et al., 1993; TOMLINSON, 2001).

Mais de um fator pode contribuir como estimulo inicial para inducéo da formacéo do
tecido de reagdo. Estudos anteriores consideram o tecido de compressdo como um reforgo
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causado pela pressdo exercida pelo vento. Contudo, um experimento onde o ramo do vegetal
foi inclinado com auxilio de uma corda revelou a formacéo de tecido de compresséo na regido
mais inferior, mesmo ndo possuindo a pressao do peso do ramo, sugerindo a gravidade como
0 Unico estimulo (HARTIG, 1901). Desde entdo, varios experimentos tem mostrado a
gravidade como responsavel pela formacéao do tecido de reacao.

Estudos também confirmam que estresses mecanicos implicam no desenvolvimento de
madeira de reacdo. Recentes abordagens da NASA mostram novas evidéncias de estimulos
mecanicos formando tecido de compressdo (KWON, et al. 2001). Segundo BERTHIER &
STOKES (2005), perturbacdes mecanicas frequentes como ventos em mudas de pinus
provocam inclinagdo ou uma reorientacdo mais rapido, do que em mudas que ndo sofrem essa
pressdo. Porém, experimentos semelhantes para tecido de tensdo ndo foi relatado (DU &
YAMAMOTO, 2007).

A madeira de reacdo pode ser controlada por mecanismos internos do vegetal caso um
ramo seja removido, por exemplo, ou em resposta a mudangas ambientais. Tais modificacdes
resultando em um tecido de reacdo podem ser interpretadas como uma condicdo de equilibrio
que foi rompida. Consequentemente, o tecido de reacdo é sempre formado no lado em que
restabelecera a posicao de equilibrio do caule ou de um ramo.

2.4 Gravidade

A vida na Terra, com toda sua diversidade e complexidade, tem se
desenvolvido sob constantes mudancas ambientais. A forca gravitacional, porém, é uma das
influéncias mais constantes e que sofre pequena variagdo, dependendo da posi¢do do objeto
ou organismo na Terra e a massa que sofre o impacto dessa forca.

A homogeneidade do ambiente aquatico em oposto a heterogeneidade do ambiente
terrestre e do ar € decorrente da temperatura, distribuicdo dos nutrientes, radiacdo, forca
mecanica. Para esses quatro parametros, a variacdo é moderada no habitat aquatico, enquanto
que na Terra e no ar é elevada. Portanto, para que as plantas ocupassem o ambiente terrestre,
as mesmas necessitaram ter mecanismos para solucionar problemas graves quanto a regulacao
da temperatura, absor¢do de nutrientes, a radiacdo solar e resisténcia as forcas mecanicas
(VOLKMASNN & BALUSKA, 2006).

Apesar de a gravidade ser relativamente constante na Terra, a pressdo mecéanica sobre
0s organismos é mil vezes maior na Terra do que na agua, devido principalmente a variacao
da densidade. Essa pressdo acabou resultando em um crescimento antigravitacional dos
organismos e das plantas (VOLKMASNN & BALUSKA, 2006).

As plantas, por sua vez, modificaram estruturalmente suas paredes celulares por meio
da lignificacdo para suportar a pressdo externa e mecanica, surgindo principalmente na
periferia do corpo da planta, nos tecidos de conducdo, tanto no espessamento vascular quanto
em torno dos vasos (VOLKMASNN & BALUSKA, 2006).

Embora se saiba que a gravidade possibilitou o surgimento de plantas na face da Terra,
pouco é conhecido sobre como essa forga influenciou o crescimento e a forma das plantas
(MUSGRAVE, 2002, 2007).

O uso de plantas superiores como base para a manutengdo da vida é de interesse da
NASA a mais de 40 anos, principalmente em grandes missdes espaciais. No entanto, a taxa
fotossintética das plantas, considerada um processo bioldgico simples, baseia-se na troca de
gases (captura de CO, e liberacdo de O,) e € um componente critico para a geracdo de
alimentos. Em virtude disso, € essencial determinar os impactos num ambiente onde impera a
microgravidade (no espaco) sobre o desenvolvimento das plantas (STUTTE et al., 2006).



A maioria dos experimentos usando mudas de plantas, relacionados com micro (menor
que 107 g) e hipergravidade (maior que 1 g) ndo foram o suficiente para entender o papel da
gravidade na formacéao da planta madura (ALLEN et al., 2009).

Mudas de Arabidopsis thaliana em estufas reguladas para condic¢des de hipergravidade
mostraram aumento na raque. Outras alteracGes, incluindo o incremento em altura e em
diametro reduziu (ALLEN et al., 2009). Outros estudos apontam a inibi¢cdo do alongamento
das raizes e aumento da espessura da parede celular em Vigna e Arabidopsis (SOGA et al.,
2005 ; NAKABAYASHI et al., 2006).

Alguns estudos no passado relataram que plantas expostas a microgravidade obtiveram
reducdo em componentes da parede celular, como a celulose e lignina(COWLES et al., 1984;
NEDUKHA, 1996) e aumento no teor de metabdlicos secundarios (glucosinolatos e
isoflavonoides) (MUSGRAVE et al., 2005) ou nenhuma variacdo em condi¢Ges ambientais
adequadas fornecidas ao sistema (LEVINE et al., 2001a; LEVINE et al., 2001b). Em
contraste, a hipergravidade induziu a atividade da fenilalanina amonia-liase e da lignina
(WAKABAYASHI et al., 2005 ; TAMAOKI et al.,, 2006), enquanto que o teor de
glucosinolatos diminuiu (DARNELL et al., 2007 ).

A expansdo dos ramos, sob a acdo da variacao da gravidade com valores elevados, ndo
foi acompanhada com o aumento do teor da lignina, porém os tamanhos das pontuacdes, do
cortex e do tecido vascular aumentaram (ALLEN et al., 2009).

A hipergravidade representa as condicdes em que prevalece na Terra (9,8 m/s?), onde
as plantas ttm um crescimento oposto ao sentido da forca gravitacional, enquanto a
microgravidade representa as condi¢des onde a gravidade tem valores muito baixos ou nulos,
como na Lua ou em Marte, podendo alterar a orientacdo dos ramos ou troncos para o sentido a
favor da gravidade, como verificado com o crescimento da raque de Courroupta guianensis
Aubl.

3 MATERIAL E METODOS

As raques de Couroupita guianensis Aubl. foram coletadas de arvores situadas no campus
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em Seropédica, e o experimento foi
conduzido no Laboratério de Quimica da Madeira, Departamento de Produtos Florestais, do
Instituto de Florestas. A espécie foi identificada e registrada no Herbario do departamento de
Botanica (RBR) do Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

As raques foram retiradas aleatoriamente das arvores a 2 metros de altura a partir do solo
e utilizadas para confecgéo de cortes anatdmicos. A Figura 4 ilustra a disposi¢do da raque no
tronco e as regides de estudo (regido superior e regido inferior), de onde foram registrados
espectros no infravermelho.
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Figura 4. A- Disposicdo da raque de Couroupita guianensis no tronco da arvore; B- Raques utilizadas para
confecgdes dos cortes anatdbmicos e, C- Regides de estudo da raque.

Foi utilizada a raque inteira e a raque dividida em 4 regides distintas, sendo: regides
superior e inferior, proximas ao tronco e ao fruto (Figura 5), totalizando 5 amostras.

n I T2 o
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\'~.._ _____ s Ta I T‘ s

Figura 5. Representacdo da divisdo da raque em 4 regides. T1- regido superior préxima ao tronco; T2- regido
superior préxima ao fruto; T3- regido inferior préxima ao tronco; T4- regido inferior préxima ao fruto.

3.1 Microscopia de campo claro

Cortes transversais com espessura de 10um foram confeccionados através de um
microtomo (MICROM HMA450), e em seguida, fixados em FAA (50mL de formaldeido 40%,
50mL de acido acético glacial, 90mL de etanol 50%) por 2 dias e submetidos a dois métodos
de coloragdo (KRAUS & ARDWIN, 1997).

O primeiro consistiu na coloragdo com uma solugéo alcodlica de safranina O (1g de
safranina em 65mL de etanol 100% e 30mL de agua destilada) por 2h, lavados trés vezes em
etanol 85% por 5 minutos, corados novamente com uma solugédo alcodlica de azul de astra (1g
de azul de astra em 100mL de etanol 100% e 5mL agua destilada por 3 min.; e lavados
rapidamente em etanol absoluto 95%) (VASQUEZ COOZ & MEYER, 2002).
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No segundo método, os cortes foram corados com safranina O 2% durante 24h e
rapidamente lavados em &gua destilada e etanol 70% como recomendado por JENSEN
(1962). Foram montados em lamina e laminulas com &gua e lutadas com esmalte incolor.

3.2 Testes histoquimicos

Os cortes, com 20 um, foram submetidos a uma pré-extracdo com acetona por 1 hora
para remocao dos extrativos, e posterior realizacdo dos seguintes testes histoquimicos: Méule,
Wiesner, Cloreto de Zinco lodato (Lawrens-Takaashi).

Os cortes foram submetidos ao teste de Méaule para identificacdo do tipo de lignina
(quaiacilica e/ ou siringilica) (LIN & DENCE, 1992). A Figura 6 mostra uma proposta do
mecanismo reacional do teste de Mdule.
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Figura 6. Mecanismo de reagdo do teste de Maiile.

No teste de Wiesner, cortes transversais foram transferidos para uma solucdo do
reagente preparado por uma combinagdo de 50 mL de uma solucdo de floroglucinol 2% em
etanol 95% e 25 mL de acido cloridrico (HCI) concentrado (LIN & DENCE, 1992). Como
esse reagente ndo é muito estavel, a solucdo foi armazenada em vidro &mbar com rolha de
vidro. A Figura 7 representa a reacdo do reagente com um modelo representativo do segmento
da lignina.

OH
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RO - “‘T RO~ H““T

OCH, 0CH,

Figura 7. Mecanismo de reacdo do teste de Wiesner.

Para a visualizacdo de fibras gelatinosas e amido, foi utilizado o teste de Cloreto de
zinco iodato (KRAUS & ARDWIN, 1997).

Os cortes foram observados em um microscopio optico (Olympus BX51) acoplado a
um sistema digital de analise de imagens (Cell*Family).
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3.3 Microespectroscopia no Infravermelho

Cortes anatdbmicos transversais com espessura de 14um, obtidos com auxilio de
micrétomo (MICROM HM450), foram utilizados para a geracdo de espectros no
infravermelho, in loco, através de um microscopio acoplado a um espectrdbmetro de
infravermelho (VARIAN 640-IR FTIR Spectrometer), de modo a caracterizar e localizar a
presenca de lignina nos tecidos.

Para isso, cortes ao natural e tratados com NaOH 1% foram congelados em nitrogénio
liquido em placas de Petri por 30 segundos e em seguida, secos entre ldminas de vidro por 12
horas em liofilizador (Terroni — Modelo Enterprise). Foi utilizado um detector de esfriamento
com nitrogénio liquido Mercury Cadmium Telluride (MCT). Apo0s secos, estes foram
colocados sobre Iaminas de KBr e analisados sob condicdo de Reflectancia Difusa, com 2cm™
de resolucéo, 128 varreduras e amplitude espectral entre 4000-700cm™ (Figura 8).

Figura 8. Sequéncia de preparacdo do material (corte) para registro no espectro de infravermelho A- Cortes
anatémicos congelados em nitrogénio; B- Liofilizador; C- Lm KBr: L&mina de KBr e cortes anatdbmicos em
laminas de vidro congelados; D- Microscdpio acoplado ao espectrometro de infravermelho FTIR.
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3.4 Espectroscopia no Infravermelho

O material livre de extrativo foi moido em moinho de bolas de ago inoxidavel
(MARCONI) e 2mg dessa amostra foram liofilizados por 12 horas. Sendo a amostra
posteriormente homogeneizada sobre 100mg de KBr, prensada em uma prensa manual
obtendo-se uma pastilha a qual foi utilizada para proceder o registro dos espectros em
espectrometro  (VARIAN 640-IR FT-IR Spectrometer), no modo experimental de
Transmitancia, utilizando 4cm™ de resolugdo, 128 varreduras e amplitude espectral entre
4000-400cm™ (Figura 9). Para os registros dos espectros foram misturados os materiais de 8
raques diferentes.

Figura 9. Sequéncia de preparacdo do material (pd) para registro no espectro de infravermelho. A- Material
moido; B- Acessorios de preparo de amostras do infravermelho: KBr- Brometo de potassio, Pr-Prensa manual,
Mr- microtubos tipo eppendorf, Esp- espatulas, Gp- gral e pistilo, Sp- suporte de leitura.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microscopia de campo claro

Na secdo transversal observou-se que as fibras apresentaram formas e composicdo
diferenciadas entre o tecido de tensdo e o tecido da regido inferior da raque (Figuras 10a e
10b). E possivel observar na Figura 10b uma zona fibrosa de coloragio vermelha acentuada
(retangulo), e na Figura 10d, em maior aumento, evidéncia de fibras menos organizadas que
as do tecido de tensdo (Figura 10c), apresentando visualmente menor espessura da parede.

Os tecidos de tensdo geralmente possuem elevada quantidade de celulose, sdo menos
lignificados do que os tecidos normais e apresentam um aumento na propor¢do de fibras
exibindo as paredes espessas, conforme representam as Figuras 10c e 11c (PILATE et al.,
2004).
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Figura 10. SecOes transversais da raque de Couroupita guianensis Aubl. coradas com safranina O: A, C —
Regido superior ou tecido de tensdo; B, D — Regido inferior ou oposta ao tecido de tensdo. Retangulo — Zona
fibrosa.

Com a dupla coloracdo safranina Of/astrablau foi possivel observar uma camada
aparentemente espessa, mais interna a parede secundaria, sugerindo a existéncia de fibras
gelatinosas, desenvolvida principalmente em tecido de tensdo, como indicadas pelas setas na
Figura 11d. De acordo com PILATE et al., 2004 essa camada apresenta-se menos lignificada
e/ou com maior teor de unidade siringila, o que coaduna com o observado (cor violeta). Em
contraste, as camadas S1 e S2 da parede secundaria sdo geralmente mais finas e com elevada
concentracdo de lignina, observadas na Figura 11d com coloracdo rosada (TIMELL, 1969;
JOSELEAU et al., 2004).

Estudos indicam que hd um aumento na relacdo Siringila/Guaiacila em tecidos de
tensdo e, portanto; visualmente, a cor azul-violeta da camada com fibra gelatinosa indica
maior quantidade de unidades siringila (Figura 11d) (YOSHIDA et al., 2002; AOYAMA et
al., 2001).

Geralmente, a parede secundaria das fibras contém ligninas do tipo guaiacila e
siringila. A coloragdo com astrablau (afinidade com unidade siringila) promoveu a tonalidade
violeta como visualizado na Figura 11c. Na Figura 11b ha forte indicio de ligninas siringila na
faixa mais escura.
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Figura 11. Sec@es transversais da raque de Couroupita guianensis Aubl. coradas com safranina Ofastrablau: A,
C — Regido superior ou tecido de tensdo; B, D — Regifo inferior ou oposta ao tecido de tenséo.

Espécies de gimnospermas contém ligninas frequentemente ricas em unidades
guaiacila, enquanto que angiospermas possuem unidades guaiacila/siringilas.

4.2 Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos permitem a visualizacdo da distribuicdo da lignina no tecido
sem promover sua destruicdo. A reacdo de Madule detecta as unidades siringilas como
resultado da diferenca de coloracdo formada durante a reacdo. Quando as se¢des sdo tratadas
por esse reagente, as paredes das células que contém unidades siringilas tornam-se
predominantemente vermelhas, enquanto que as paredes das células das células que contém
unidades guaiacilas permanecem com o tom de cor amarelo. (WATANABE et al., 1997).

Embora a reacdo de Maule permita a detecgédo do tipo de lignina nas células, esta, ndo
é indicada para a visualizacdo de unidades guaiacilas visto que as unidades siringilas sdo
coradas com a tonalidade muito forte de vermelho, podendo obscurecer o amarelo das
unidades guaiacilas (WATANABE et al., 2004).

Na Figura 12 € possivel observar o efeito da reacdo de Maule sobre cortes transversais
da raque de Couroupita guianensis Aubl. indicando lignificacdo no tecido e cor vermelha nas
paredes das fibras, e tons diferentes ao longo da se¢do (unidades siringilas). Com o maior
aumento, nota-se uma coloracdo amarela na parede das células responsaveis por condugéo
(unidades guaiacilas) (Figura 12c e 12d).
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Figura 12. Segdes transversais da raque de Couroupita guianensis Aubl. submetidas a reacdo de Méule. A, B-
Tecido evidenciando faixas com diferentes tonalidades de vermelho; C, D- Unidades guaiacilas na parede dos
vasos sob a tonalidade amarela.

Em angiospermas, a lignina siringila é frequentemente associada as fibras, cuja
importancia € revelada no suporte mecéanico. Essa correlacdo leva a hipdtese que a lignina
siringila pode ser superior que a guaiacila quando incorporada as células, conferindo
resisténcia (LI, et al., 2001). Segundo MENDEN et al., 2007; WENG et al (2008), a lignina
siringila acumula-se primeiramente em células corticais esclerificadas, oferecendo suporte ao
corpo da planta e resisténcia ao ataque de patégenos.

Na espectroscopia de infravermelho do material lenhoso da raque, o sinal
correspondente a lignina guaiacila foi o que prevaleceu, embora ndo tenha sido observado
pela reagdo de Méule.
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Figura 13. Sec¢des transversais da raque de Couroupita guianensis Aubl. submetidas ao teste de Wiesner.

O teste de Wiesner, indicado para expor a presenca de lignina ou substancias fendlicas
nas estruturas celulares, constatou lignina nas células pela coloragdo rosa-violeta (Figura 13).
A reacdo com floroglucina e acido cloridrico realcou os cantos celulares das fibras e nédo
reagiu com a camada G (Figura 13b). Segundo PILATE (2004), a reagdo de coloracédo
histoldgica, como com a floroglucina, indica que a camada G é normalmente deslignificada
ou lignificada a um teor muito limitado, enquanto que a parede externa a essa camada é
fortemente lignificada.

Os resultados dos testes histoquimicos corroboram com os resultados obtidos com a
espectrometria de infravermelho, com sinais em 1252 - 1254 cm™ e 1328 - 1330 cm™,
indicando a formacdo de ligninas do tipo guaiacilica e siringilica respectivamente para o
material lenhoso da raque de Couroupita guianensis Aubl.

Figura 14. SecOes transversais da raque de Couroupita guianensis Aubl. submetidas a reacdo de Lawrens-
Takaashi. Pr- Parénquima.

O reativo de Lawrens-Takaashi (cloreto de zinco iodato) produz uma coloracéo azul
acinzentada para as paredes celulésicas e hemicelulésicas, amarelo e amarelo-alaranjado para
as lignificadas, cutinizadas e suberificadas, e negro-azulada para o amido (KRAUS &
ARDWIN, 1997).

A reacédo de cloreto de zinco e o iodo promoveram uma coloracéo azul para 0s raios
(Figura 14a) e amarela para a parede celular das fibras lignificadas (Figura 14b). Na Figura
14b, o parénquima foi corado com uma cor acinzentada, podendo ser amido em seu conteudo.
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Embora pesquisadores tenham determinado qualitativamente na camada G, que sua
composi¢cdo seja predominantemente celulésica e hemiceluldsica, estes ndo realizaram
analises fendlicas (NOBERG & MEIER, 1966). No entanto, SCURFIELD & WADROP
(1963), utilizando miscroscopia ultra-violeta e testes de cor, observaram em diversas espécies
que a camada G poderia ser parcialmente lignificada, especialmente em regiGes de transicao
entre o lenho que ndo sofre reacdo e o tecido de tensdo. 1sso pode esta relacionado com a cor
laranja observada na camada G, desprendida da parede celular, como indicada pela seta
(Figura 14b). E a reagdo com cloreto de zinco néo foi suficiente para promover uma coloracéo
azul desta camada.

4.3 Microespectroscopia no Infravermelho

Os espectros dos cortes transversal da regido superior do tecido da raque ao natural
mostram-se complexos, porém permitiram a identificacdo da presenca de lignina (Figura 15a
e 15b). Nos espectros da Figuras 15, os sinais correspondentes a presenca de lignina
expressaram fracamente suas intensidades, quando comparados com o0s espectros do material
na forma de pé (Figura 18).

A presenca dos grupos acetatos decorre da existéncia do grupamento da parede celular,
que apresenta o tipo de grupo hemicidual, além do que, o complexo Lignina-Carboidrato (L-
C) ocorre presentes até mesmo nas ligninas de Bjorkman, e sé sdo removidos por tratamento
alcalino com NaOH. Foi observado que os espectros das amostras abaixo apresentaram as
absorcbes dos trés componentes da parede celular (celulose, hemicelulose e lignina), e por
ISSO 0S espectros se mostraram tdo complexos. As amostras foram saponificadas para a
liberacdo de componente hemicelulésico principalmente sobre as ligagdes éster-lignina,
visando facilitar as atribuicdes dos sinais.

Os sinais em 1736 cm™ a 1739 cm™ (Figura 15a e 15b) ndo apareceram nos espectros
das amostras tratadas com NaOH 1%, apenas um ombro foi ligeiramente visivel. Estes sinais
correspondem ao estiramento de carbonila de éster ou de acido carboxilico existentes nas
polioses (ORTON et al., 2004), os quais ndo ocorrem também nos espectros do material em
p6 tratados com NaOH 1% por 1 hora (Figura 18). E nos espectros tratados com NaOH 1%
(Figura 15c e 15d) e tratados com acetona (Figura 15e e 15f ), permitiram melhor visualizacao
de grupos acetato e outros sinais.
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Figura 15. Fotos e espectros obtidos por infravermelho através de um microscépio nas regides da secao
transversal da raque de Couroupita guianensis, ao natural, A - Regido superior, B - Regido inferior; tratado com
NaOH 1%, C - Regido superior, D - Regido inferior; e tratados com acetona, E - Regido superior, F - Regido
inferior.
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Apesar de apresentar resultados interessantes e bem evidentes, os tecidos da raque de
Couroupita guianensis mostraram baixas respostas a microscopia no infravermelho, somados
a forma como os espectros foram registrados, ponto a ponto em uma determina area, muitas
vezes, onde ocorre baixo teor de lignina.

4.4 Espectroscopia no Infravermelho
4.4.4 Material moido

Do p6 do material lenhoso (moido) da raque de Couroupita guianensis pré-extraido
com solventes organicos neutros (ciclohexano, acetato de etila e metanol, respectivamente),
sem o isolamento da lignina, foram registrados espectros. Sendo estes da raque inteira, raque
dividida (regido superior e inferior, préximo ao tronco e proximo ao fruto) (Figura 5).

Na Figura 16, os espectros apresentam sinais correspondentes ao anel guaiacilico
(respiracdo), sendo estes: 1252 cm™, 1254 cm™ para os tratamentos A e B respectivamente e,
1253 cm™ para os tratamentos C, D. Os sinais correspondentes & presenca de unidade siringila
e de estruturas condensadas, foram: 1329 cm™ para os tratamentos A, C e D; 1328 cm™ e
1330 cm™ para os tratamentos B e E respectivamente, de acordo com as atribuicées da Tabela
1 (ABREU, 1994). A andlise permitiu estimar a presenca de lignina guaiacilica e siringilica,
sendo mais ricas em unidades guaiacila. Os espectros ndo foram muitos distintos entre as
regides analisadas.
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Figura 16. Espectros no infravermelho do material lenhoso (moido) da raque de Couroupita guianensis Aubl.
em po, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol. A — Raque inteira; B, C, D, E — Raque dividida,
sendo: B — Regido superior préxima ao tronco, C — Regido superior préxima ao fruto, D — Regido inferior
préxima ao tronco, E - Regido inferior préxima ao fruto.

Os espectros do mesmo material lenhoso pré-extraidos da parte superior e inferior,
tratados com NaOH 1% durante 10 minutos, revelaram que houve uma saponificagio parcial
do grupamento éster. O espectro da regido inferior da raque mostrou presenca de lignina
siringflica/ guaiacilica em decorréncia dos sinais 1330 cm™, 1366 cm™e 1256 cm™, 1254 cm™
respectivamente.
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superior, B - Regifo inferior.
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Os espectros dos materiais lenhosos (moido) pré-extraidos e tratados com NaOH 1%
por uma hora foram suficiente para sofrerem saponificacdo total e confirmam que as ligninas
sdo do tipo guaiacila e siringila estimadamente com proporg¢des iguais, com sinais em torno de
1330/ 1331 a 1265/ 1266 cm™, (Figura 18).
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Figural8. Espectros no infravermelho do material lenhoso (moido) da raque de Couroupita guianensis Aubl. em
po, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol tratados com NaOH 1% por 1 hora. A — Raque inteira;
B, C, D, E — Raque dividida, sendo: B — Regido superior préxima ao tronco, C — Regido superior préxima ao
fruto, D — Regido inferior proxima ao tronco, E - Regido inferior préxima ao fruto.
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Tabela 1. Atribuices dos sinais de referéncia no infravermelho de ligninas de Bjorkman, (ABREU, 1994).

-1

cm Atribuicdes dos Sinais cm™? Atribuicdes dos Sinais
Estiramento de C=0, C-C com
3412- Estiramento de O-H 1221- estiramento de C=0 sensivel a
3460 1230 substituicdo do anel aromético G
condensado > G eterificado
3000- Estiramento de C-H dos grupos . T'P'C(.)S de ligninas HGS com
. i 1116 influéncia de grupos carboxilicos e
2842 metilicos e metilénicos P
carbonilicos
1738- Estiramento de C=0 de cetonas Defor:nagao ,(r.lo planc_J) dle C-H de
1709 ndo conjugadas e de grupo ester 1140 anel aromatico gualacilico. G
condensado > G eterificado
1655- Estlramento de C=0 em f:etonas 1128- Deformacéo (no plano) de C-H
conjugadas e em aldeidos . N
1675 . 1125 (tipico de anel siringilico)
conjugados
1593- | Vibracgdo do esqueleto aroméatico | 1086- Deformacéo de C-O de alcool
1605 com estiramento de C=0 1125 secundério e de éter alifatico
Deformagéo (no plano) de C-H de
1505- 1030- anel guaiacilico mais deformacao
Vibracéo do esqueleto aromatico de C-O em alcool primério e em
1515 1095 . N
éter com contribuicdo de
estiramento de C=0 néo conjugado
1460- Deformacdo assimétrica em — pefor[nz_agao de C-H
1470 CHs e -CH, CHy- 915-925 (monohldrogenl’o_) forg plq plano do
anel aromatico sirigilico
V|brag_ao do esqueleto arorpatlco Deformacéo de C-H fora do plano
1422- combinado com deformacdo no
. . 853-858 dos H de C-2, C-5 e C-6 (anel
1430 plano de C-H, influenciado pela T
I gaiacilico)
substituicdo do anel
. s Deformagéo de C-H fora do plano
1365- Estiramento de C-H alifatico de 834-835 dos H do C-2 e C-6 (anel
1370 —CH3-CHj3 S
siringilico)
Respiracdo (breathing) do anel
1395- sirigilico Deformagéo de C-H fora do plano
com contribuicdo do estiramento | 817-827 do C- H nas posicdes 2,5 e 6 de
1330 _ . o
de C=0 e de estruturas unidades guaiacilicas
condensadas
Respiracdo (breathing) do anel
1266- g =
1970 guaiacilico com contribuigédo do

estiramento de C=0
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5 CONCLUSOES

Os resultados permitiram observar que a raque de Couroupita guianensis Aubl. possui
caracteristicas de tecido especial, e que seu baixo contetudo de lignina possivelmente
teve influencia da gravidade atraves da qual desativou as enzimas mediadoras da
biossintese da lignina a um nivel de teor de lignina equivalente as plantas herbaceas.

Os testes histoquimicos foram considerados eficientes e mostraram que em regides de
alta flexibilidade ha lignina siringilica, supostamente necesséaria a esse tipo de tecido
pela sua propriedade estrutural adquirida.

As analises micro espectrométricas expuseram a existéncia de lignina, entretanto ndo o
suficiente para afirmar o tipo de lignina predominante em uma determinada regido do
tecido.

O estudo coaduna com dados da literatura de que, tecido sob influencia da gravidade
acarreta modificagOes na lignificacéo.

Esse tecido que cresce geotropicamente a favor da gravidade, pode ser extremamente

atil para estudos do genoma em tecidos especiais em busca de genes que nao
expressam ou ndo aumentam as atividades de enzimas durante a biossintese de lignina.
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ANEXO

ANEXO 1

Espectros no infravermelho do material lenhoso (moido) da raque de Couroupita guianensis
Aubl. em po, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol. Smooth (5) / 32 scans /
resolugdo 4 (cm-1) / distancia de corrida 4000 — 400 (cm-1).
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Espectro 1. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da raque inteira de Couroupita guianensis
Aubl. em pé, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol.
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Espectro 2. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da regido superior proxima ao tronco de
Couroupita guianensis Aubl. em pd, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol.
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Espectro 3. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da regido superior proxima ao fruto de
Couroupita guianensis Aubl. em pd, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol.
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Espectro 4. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da regido inferior proxima ao tronco de
Couroupita guianensis Aubl. em pd, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol.
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Espectro 5. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da regido inferior proxima ao fruto de
Couroupita guianensis Aubl. em pd, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol.
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ANEXO 2

Espectros no infravermelho do material lenhoso (moido) da raque de Couroupita guianensis
Aubl. em po, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol tratados com NaOH 1%.
Smooth (7) , 32 scans , resolugdo 4 (cm-1) e distancia de corrida 4000 — 400 (cm-1).
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Espectro 1. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da raque inteira de Couroupita guianensis
Aubl. em pé, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol tratados com NaOH 1% por 1 hora.
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Espectro 2. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da regido superior préxima ao tronco de
Couroupita guianensis Aubl. em pd, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol tratados com NaOH
1% por 1 hora.
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Espectro 3. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da regido superior préxima ao fruto de
Couroupita guianensis Aubl. em po, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol tratados com NaOH
1% por 1 hora.
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Espectro 4. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da regido inferior préxima ao tronco de
Couroupita guianensis Aubl. em po6, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol tratados com NaOH
1% por 1 hora.
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Espectro 5. Espectro no infravermelho do material lenhoso (moido) da regido inferior proxima ao fruto de
Couroupita guianensis Aubl. em po, extraido com ciclohexano, acetato de etila e metanol tratados com NaOH
1% por 1 hora.
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ANEXO 3

Espectros obtidos por infravermelho através de um microscépio nas regifes da segdo
transversal da raque de Couroupita guianensis Aubl. Smooth (11), 128 scans , resolucdo 2
(cm™) e distancia de corrida 4000 — 700 (cm™).
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Espectro 1. Espectro obtido por infravermelho através de um microscépio da regido superior da secdo
transversal ao natural da raque de Couroupita guianensis Aubl.
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Espectro 2. Espectro obtido por infravermelho através de um microscéopio da regido inferior da secéo transversal
ao natural da raque de Couroupita guianensis Aubl.
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Espectro 3. Espectro obtido por infravermelho através de um microscépio da regido superior da secdo
transversal tratado com NaOH 1% por 1 hora da raque de Couroupita guianensis Aubl.
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Espectro 4. Espectro obtido por infravermelho através de um microscéopio da regido inferior da secéo transversal
tratado com NaOH 1% por 1 hora da raque de Couroupita guianensis Aubl.

44



115

10—

09—

08—

07—
%Transmittance

0.6 =

05—

0.4~

03—

02~

01—

3837

3745

ol
3800

246
2527
2337
2361
3563
2891
13190
2938
3311
3598 3520
T2 T T S S ST S S [ R RS IR
3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400
Wavenumber

2133

ol
2200

1943
2068
996
1650
897
1272
1468 Ui 787
1380
[ 1597 1094
1738 1510 | 1339
1430 1136
L A T T S S T S S S R S T L S R S [ S S A R
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Espectro 5. Espectro obtido por infravermelho através de um microscopio da regido superior da secdo
transversal tratado com acetona por 1 hora da raque de Couroupita guianensis Aubl.
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Espectro 6. Espectro obtido por infravermelho através de um microscopio da regido inferior da secéo transversal
tratado com acetona por 1 hora da raque de Couroupita guianensis Aubl.
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ANEXO 4

Espectros obtidos por infravermelho através de um microscopio nas regides da segdo
transversal tratado com NaOH 1% por 10 minutos da raque de Couroupita guianensis Aubl.
Smooth (11), 128 scans , resolucdo 2 (cm™) e distancia de corrida 4000 — 700 (cm™).
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Espectro 1. Espectro obtido por infravermelho através de um microscépio da regido superior da secdo
transversal tratado com NaOH 1% por 10 minutos da raque de Couroupita guianensis Aubl.
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Espectro 2. Espectro obtido por infravermelho através de um microscopio da regido inferior da secéo transversal
tratado com NaOH 1% por 10 minutos da raque de Couroupita guianensis Aubl.
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