UFRRJ
INSTITUTO DE FLORESTAS

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS
AMBIENTAIS E FLORESTAIS

DISSERTACAO

Aplicacao da biotecnologia ao estudo de lignificacéo

em espécies lenhosas

Desiane Amaral de Deus

2010



ér

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS E
FLORESTAIS

APLICACAO DA BOTECNOLOGIA AO ESTUDO DE
LIGNIFICACAO EM ESPECIES LENHOSAS

DESIANE AMARAL DE DEUS

Sob a orientacéo do professor

Dr. Heber dos Santos Abreu

¢ Co-orientacdo da Professora

Dr2 Helena Regina Pinto Lima

Dissertacdo submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestre
em Ciéncias, no Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Ambientais e
Florestais, Area de concentracio em
Tecnologia e Utilizagdo de Produtos
Florestais.

Seropédica, RJ
Fevereiro de 2010



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE FLORESTAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS
E FLORESTAIS

DESIANE AMARAL DE DEUS

Dissertacdo submetida como requisito parcial para obtengcdo do grau de Mestre em
Ciéncias, no Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias Ambientais e Florestais, Area de
Concentracdo em Tecnologia e Utilizagdo de Produtos Florestais.

DISSERTACAO APROVADA EM 26/02/2010.

Heber dos Santos Abreu. Prof. Dr. UFRRIJ
(Orientador)

Claudia Simoes. Prof®. Dr*. UERJ

Tatiana de Felice Elias. Dr* UFRRJ



582.16

D486a

Deus, Desiane Amaral de,

Aplicagdo da biotecnologia ao estudo de lignificacdo
em espécies lenhosas. / Desiane Amaral de Deus. —
2010. 77 f. :il

Orientador: Heber dos Santos Abreu. Dissertagao
(mestrado) - Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Curso de Pds-Graduacao em Ciéncias
Ambientais e Florestais. Bibliografia: f. 42-50.

1. Arvores - Teses. 2. Lophanthera lactescens — Analise
— Teses. 1. Abreu, Heber dos Santos, 1953-. 1.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Curso de
Pos-Graduagao em Ciéncias Ambientais e Florestais.
II1. Titulo.




A Lucia e Satoshi Yokota, por terem me dado a
chance de reescrever a minha historia, dedico
essa e todas as conquistas da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todos os anjos que tem colocado no meu caminho.

A Lucia Yokota e Satoshi Yokota por financiaram meus estudos, e por acreditarem na
minha capacidade de superagdo.

Ao meu querido irmao Roni que, mesmo longe, sempre me deu forcas e palavras de
conforto nos momentos mais dificeis.

Aos meus sobrinhos Kathleleen e Felipe pela alegria e docilidade.
As amigas Claudinha, Samantha, Mariana, Michele, Joyce e Camila pelo incentivo.
As amigas joseenses Regina, Wilza, Carla e Rafaela, por todo carinho e cumplicidade.

Ao André pela dedicagdo, incentivo e companheirismo, principalmente nos momentos
mais dificeis.

Ao Professor Heber pela orientacdo, incentivo e exemplo de sucesso.

A Professora Helena, anjo de luz que iluminou meus pensamentos, ¢ muito além de
orientacao nesse trabalho, me deu ensinamentos de vida.

A querida amiga Kathlyn, pela ajuda na confeccio das laminas, pelas aulas particulares, e
por toda dedicacao.

As amigas Sabrina, Ana Elisa e ao técnico Thiago por toda a ajuda e pelos momentos de
descontragao.

As professoras do Departamento de Botanica, Doria, Mercedes, Verdnica, Genise ¢ Rejane
por todo carinho com que me receberam, e principalmente pela ajuda.

Aos amigos do Laboratorio de Biotecnologia da Madeira, Jairo, Cléssio, Camila, Leticia,
Ananda, Beatriz e Regina por toda ajuda na realizacao dos procedimentos de laboratorio.

A Gisely pela ajuda com os reagentes.

Ao técnico José Carlos por toda a ajuda nos processos de extragdo e manuseio de
equipamentos.

A Tatiana pela ajuda na realizacdo dos espectros de infravermelho, pela paciéncia e
dedicacao.

Ao Mendes, que sempre me salvou nas situagcdes mais complicas de trabalho.
Aos funcionarios Ligia, Luis Claudio e a Carminha.
As funcionarias da Pos-Graduagdo Solange e Lenice por toda a ajuda e dedicacio.

Ao professor Roberto Carlos Costa Lelis por sempre esclarecer com muita boa vontade as
minhas duvidas.



Ao Fernando pela ajuda com a formatagdo, Camila, Gabriela ¢ Anakim, pelo acolhimento
com tanto carinho.

Ao Rafael Pimentel, pela ajuda na confec¢ao das pranchas.
A Capes pela bolsa concedida.

E a todas as pessoas que contribuiram de alguma forma para a realizagao desse trabalho.



RESUMO

DEUS, Desiane Amaral de. Aplicacdo da biotecnologia ao estudo de lignificacdo em
espécies lenhosas. 77p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e Florestais).
Instituto de Florestas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica - RJ,
2010.

A madeira € o quinto produto mais consumido no mercado mundial e apresenta expectativa
de crescimento de consumo de 20% para a proxima década. Sua constituicdo estrutural €
formada por celulose, hemicelulose e lignina. Plantas lenhosas, de maneira geral, possuem
alto teor de lignina, podendo alcangar valores superiores a 35% em relagdo ao seu peso
seco. Esta pesquisa teve o objetivo de estudar o processo de lignificagdo em cultura de
calos obtidas das espécies Eucalyptus grandis, E. urophylla, do hibrido E. urograndis e da
espécie Lophanthera lactescens Ducke e acompanhar esse processo em plantas de L.
lactescens cultivadas in vitro. O trabalho esta dividido em dois capitulos. O primeiro ¢é
referente a espécie L. lactescens e trata da determinag¢do de um protocolo para indugdo da
calogénese e avaliacdo do processo de lignificagdo nos calos e em raizes e caules de
plantas cultivadas in vitro. O processo de lignificagdo nas plantas foi acompanhado através
de caracterizagdo anatomica. O segundo capitulo, referente as duas espécies de Eucalyptus
e o hibrido trata do estabelecimento de protocolo para indugdo da calogénese e avaliagao
da producao de lignina nos calos produzidos a partir de diferentes tipos de explantes. Para
avaliacdo do processo de lignificacdo foram realizados testes histoquimicos e estudos de
microscopia de campo claro, fluorescéncia, espectrometria € microscopia no
infravermelho. O melhor protocolo de inducdo da calogénese em L. lactescens foi
alcancado em meio MS + 9,06 uM 2.4-D. Os calos oriundos de diferentes fontes de
explante avaliados pela espectrometria de infravermelho apresentaram lignina do tipo
guaiacilica e siringilica. Através da microscopia e espectrometria de infravermelho foi
possivel verificar que a lignificagdo em planta de L. lactescens cultivadas in vitro inicia-se
nos angulos das células, desde os tecidos mais jovens e que plantas que tiveram
crescimento limitado pelo recipiente de germinagdo apresentaram a ocorréncia de fibras
gelatinosas. Para as espécies de Eucalyptus, o protocolo que induziu uma maior produgao
de calos foi o protocolo MS + 10 pM de 2,4-D, + 2,5 uM de cinetina + 20 gL' de
sacarose. A espécie E. urophylla apresentou calos mais fridveis e maiores. Os calos
oriundos de diferentes fontes de explantes avaliados no infravermelho também
apresentaram sinais indicativos da presenga de lignina do tipo guaiacilica e siringilica.

Palavras-chave: Lophanthera lactescens; Eucalyptus spp; lignificagdo; cultura de tecido;
infravermelho



ABSTRACT

DEUS, Desiane Amaral. Application of biotechnology the study of lignifications in
woody species. 77p. (Dissertation, Master’s degree in Environmental and Forest Sciences).
Instituto de Florestas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica - RJ,
2010.

Wood is the fifth most consumed product on the world market and has the expectation of
consumption growth of 20% for the next decade. Their structural constitution is formed by
cellulose, hemicellulose and lignin. Woody plants, in general, have a high lignin content,
reaching values above 35% compared to its dry weight. This research aimed to explore the
process of lignification in callus culture obtained from Eucalyptus grandis, E. urophylla
hybrid E. urograndis and species Lophanthera lactescens Ducke and monitor this process
in plants of L. lactescens cultured in vitro. The work is divided in two chapters. The first is
related to the species L. lactescens and deals with the determination of a protocol for callus
induction and evaluation of the process of lignification in callus and in roots and stems of
plants grown in vitro. The process of lignification in plants was accompanied by
anatomical characterization. The second chapter, referring to two species of Eucalyptus
and the hybrid is the establishment of protocol for callus induction and assessment of the
production of lignin in callus produced from different types of explants. To evaluate the
process of lignification histochemical tests were made and studies of bright field
microscopy, fluorescence microscopy and infrared spectrometry. The best protocol for
callus induction in L. lactescens was achieved on MS medium + 9.06 mM 2,4 D. Callus
from different explant sources evaluated by infrared spectroscopy showed lignin guaiacyl
and syringyl type. Through the microscope and infrared spectroscopy was possible to
verify that the lignification in plant L. lactescens in vitro starts at the corners of cells,
tissues from young and that plants whose growth was limited by the container germination
showed the occurrence of gelatinous fibers. For species of Eucalyptus, the protocol that
induced a higher production of callus was MS protocol + 10 mM of 2,4-D + 2.5 mM
kinetin + 20 gL-1 sucrose. The species E. urophylla callus showed larger and more friable.
Callus from different sources of explants were also evaluated at the infrared signals
indicative of the presence of lignin guaiacyl and syringyl type.

Keywords: Lophanthera lactescens; Eucalyptus; lignification, tissue culture; infrared
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1 INTRODUCAO GERAL

Pesquisas realizadas com espécies florestais de interesse econdmico tém sido
auxiliadas por técnicas biotecnoldgicas, como por exemplo, cultura de tecidos. Nessa
técnica, pequenos fragmentos de tecido vivo, denominado explantes, sdo isolados de um
vegetal, desinfestados e cultivados em meio nutritivo asséptico (ANDRADE, 2002;
COSTA, 2006). Os explantes podem ser retirados de folha, caule ou qualquer outra parte
do vegetal capaz de responder as condi¢des do meio de cultura (TORRES, 2000).

A cultura de tecidos surgiu da teoria da totipoténcia (TORRES et al., 1998,
ANDRADE, 2002), segundo a qual, células vegetais sob estimulos apropriados sao
capazes de iniciar um novo individuo multicelular (TORRES et al., 2000) e apresenta-se
como importante ferramenta na clonagem de plantas com interesse comercial e
conservagdo de espécies vegetais ameagadas de extingdo.

No estudo dos componentes da madeira, a cultura de tecidos permite avaliar os
efeitos fisiologicos dos nutrientes, dos hormodnios vegetais e de outros constituintes
quimicos (GALLO & CROCOMO, 1995).

A formacdo da madeira ¢ um processo bioldgico com interesse econdmico
significativo e sua constituicdo baseia-se fundamentalmente em componentes
macromoleculares: celulose, hemicelulose e lignina, presentes em percentuais variaveis
(MORAIS et al., 2005).

A lignina ¢ um dos componentes majoritarios da madeira. Depois da celulose, ¢ a
substdncia macromolecular mais abundante no reino vegetal (BACHA, 2006). E um
componente estrutural que d4 a madeira propriedades de elasticidade e resisténcia bastante
unicas; tem como principais fun¢des nas plantas o aumento da rigidez da parede celular, a
propriedade de unir as células umas as outras, a redu¢do da permeabilidade da parede
celular a agua, e a protecdo contra microorganismos (HIGUCHI apud KIRK 1980;
KLOCK et al.,2005). Espécies florestais tém sido estudadas visando a compreensdo da
estrutura molecular da lignina e sua influéncia nas propriedades da madeira.

As espécies do género Eucalyptus apresentam vantagens como rapido crescimento
e grande diversidade, o que possibilita a adaptagdo desta cultura a diferentes tipos de clima
e solo, além de possibilitar sua utilizagdo para diversos fins (AMPARADO et al.,2008). A
madeira dessas espécies vem se constituindo em uma das principais fontes de matéria-
prima para as industrias brasileiras de base florestal (TRUGILHO et al.,2007). No entanto,
ainda apresenta obstidculos quanto a sua utilizagdo, como rachaduras durante seu
processamento e usinamento (ABREU et al, 2009), o que justifica investimentos em busca
de solugdes capazes de aperfeigoar tecnologicamente a utilizagdo no mais amplo aspecto
do mercado consumidor (ABREU et al.,2003). Nesse sentido, a cultura de tecidos
apresenta-se como um método alternativo na propagacdo (HIGASHI et al.,2002) ¢ estudo
(ABREU et al.,1990) de Eucalyptus spp., abrindo caminho para estudos inovadores
referentes ao género.

Apesar de adaptado as condi¢des edafoclimaticas brasileiras, o género Eucalyptus é
exotico, e o Brasil, por ser considerado o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo (SANDES & DI BLASI, 2000), apresenta potencial para fornecimento de novas
matérias-primas para o setor madeireiro.

Por esse motivo o Grupo de Estudos do Laboratorio de Biotecnologia da Madeira
do Departamento de Produtos Florestais do Instituto de Florestas, que desde 2002
concentra esfor¢cos na busca de novas ferramentas biotecnologicas para o estudo do
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processo de lignificagdo em Eucalyptus spp busca o desenvolvimento de pesquisas com
espécies brasileiras. A exploragdo e o uso mais adequado, a produgdo in vitro, e o
desenvolvimento de plantas buscando caracteristicas de interesse para a industria florestal,
tem sido meta do laboratorio.

Com este fim, foi escolhida Lophanthera lactescens Ducke (Malphighiaceac)
espécie arborea endémica da Amazonia. Nesta regido ¢ utilizada pelos nativos como agente
febrifugo sobre a malaria e tem sido alvo de estudo quimico. A partir de extratos da
madeira foi isolado um nor-triterpeno com atividades de interesse farmacologico com acao
antialgica, antitérmica e bloqueador dos canais de potassio (ABREU et al.,1990). Testes in
vitro, também mostraram atividade contra Leishmania amazonensis (DANELLI, et al.,
2009). Além do interesse farmacolédgico a espécie apresenta propriedades que possibilitam
o seu uso na industria de base florestal, como fuste ereto cilindrico, madeira de densidade
de média a alta e resisténcia a broca (TREVISAN, 2003). O conhecimento de sua
composi¢do quimica, sobretudo da lignina, mostra-se relevante, tendo em vista a
insuficiéncia de informagdes descritas na literatura (ABREU et al.,1990).

O objetivo geral do trabalho foi acompanhar o processo de lignificagdo em calos
das espécies Eucalyptus grandis, E. urophylla, E. urograndis ¢ em calos e plantulas de
Lophanthera lactescens Ducke cultivadas in vitro, afim de estabelecer possiveis modelos
de estudo de lignificagao.

Os objetivos especificos foram:

v Estabelecer a germinagdo in vitro das espécies L. lactescens, E. grandis, E
urophylla ¢ E. urograndis;

v" Induzir a calogénese a partir de diferentes tipos de explantes obtidos das plantas
germinadas in vitro;

v Avaliar a estrutura anatdémica de raiz e caule das plantas de cultivadas in vitro;

v Avaliar o processo de lignificagdo pelos métodos de infravermelho, microscopia de
campo claro e fluorescéncia em calos e plantas in vitro para L. lactescens e m calos
das espécies de Eucalyptus.

O capitulo I abordou a lignificagdo em plantas in vitro e¢ cultura de calos de
Lophanthera lactescens Ducke.

O capitulo II tratou da lignificagdo em cultura de calos de trés espécies de
Eucalyptus spp.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lignina

Em estudos realizados ha mais de 150 anos, foi verificado o interesse cientifico e
econdmico sobre a lignina (SALIBA et al., 2001). Segundo Santos (2001), o termo lignina
foi introduzido, pela primeira vez, por Anselmo Payen (1838) para designar o residuo
insolavel obtido no tratamento da madeira por acido nitrico. Peter Klason (1917) (apud
SJOSTROM, 1989) propds que a lignina seria uma substancia macromolecular constituida
de unidades do alcool coniferilico, e Freudenberg (1968) propos a primeira formula
quimica para a lignina (SJOSTROM, 1989).

Diversos autores afirmaram que a lignina permitiu a adaptacdo das plantas
aquaticas ao ambiente terrestre (MONTIES, 1989; BARCELO, 1997; INOUE et al.,1998).
Acreditava-se que esta substancia estava presente apenas em plantas vasculares e que
vegetais primitivos como fungos, liquens e algas, ndo sdo lignificados (FENGEL &
WEGENER, 1984). Porém, Martone et al. (2009), observaram a presenga de parede
secundaria e presenga de lignina na alga vermelha Calliarthron cheilosporioides
(Corallinales, Rhodophyta). Essa nova descoberta demonstra que mesmo com todos os
estudos envolvendo esse polimero, ainda existem muitos aspectos a serem avaliados.

Lignina ¢ um termo que se aplica as macromoléculas que apresentam composi¢ao
basica formada por unidades cumarilica, guaiacilica e siringilica de origem
fenilpropanoidica, com estrutura molecular tridimensional. E um termo que vem do latim,
da palavra “lignun” e significa madeira (ABREU et al.,2009), sendo detectada em maior
quantidade na parede secundaria de cé€lulas, sobretudo nas fibras, vasos e traqueideos do
xilema, dotando-os de rigidez, suporte mecanico e impermeabilidade; na periderme ocorre
em menor quantidade associado a suberina onde age como uma barreira contra patdgenos
(BROWNING, 1967; GUIMARAES et al., 2003). A lignificagdo é uma das fases finais de
diferenciagdo das células do xilema, onde a lignina ¢ depositada dentro da matriz de
carboidratos da parede celular pelo preenchimento dos vazios interlamelar; inicia-se nos
cantos da célula na lamela média e nas regides S;, ¢ se espalha através da parede
secundaria em diregdo ao limen (DONALDSON et al., 2001).

E variavel entre as espécies, tecidos, estadio de desenvolvimento e localizagdo
celular. Essas variagdes podem ser resultados de diferencas em atividades enzimaticas
entre a enzima e o substrato especifico (monolignol) de angiospermas e gimnospermas
(LEWIS & YAMAMOTO, 1990).

Algumas caracteristicas da madeira como tensdo (PILATE et al.,, 2004) ¢
compressdo (FOSKET, 1994) podem ser influenciadas pela lignificagdo. Segundo Boyd
(1972) e Sales (1986), o surgimento das tensdes de crescimento estd intimamente ligado a
lignificagdo das paredes celulares, uma vez que a lignina provoca o aumento de volume
irreversivel na parede secundaria da célula. Bidlack et al., (1992) acreditam que a
composicdo, estrutura molecular e orientagdo espacial da lignina contribuem
significativamente para as propriedades da madeira. ABREU et al., (2009) supéem que
uma mudanca induzida em relagdo ao tipo de lignina (guaiacilica ou siringilica) pode estar
relacionada com o aumento de resisténcia da madeira.

Ao processo de deposicdo de lignina nos tecidos vegetais da-se o nome de
lignificacao. Este ¢ um processo bioquimico que abrange a formagao de monolignois, o seu
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transporte ¢ a polimerizagdo na parede celular. Em um primeiro estddio (oxidagdo
horizontal) ¢ altamente mediado por enzimas intrinsecas a formagdo dos precursores
(figura 1) e ocorre no compartimento citoplasmatico (ABREU et al.,1999) Na etapa
seguinte a formagdo de lignina (oxidagdo vertical) ocorre na parede celular e caracteriza-se
pela reagdo de oxidagdo desidrogenativa dos monoligndis disponiveis. As enzimas oxi-
redutoras como peroxidases e isoenzimas correspondentes, atuam na polimerizacdo da
lignina, dentro da parede celular, formando um complexo coordenado com perdxido de
hidrogénio. A lacase entre outras oxidases também promovem oxidacdo desidrogenativa
dos monolignodis na parede celular (ABREU et al.,1990). A lignina provém da rota
biossintética do 4cido chiquimico, a partir de precursores intermediarios que sdo ativados
pelas radiacdes eletromagnéticas (PEREIRA, 2005; MONTEIRO et al, 2004). Dentre os
precursores intermediarios importantes na biossintese da lignina estio uma série de
enzimas: fenilalanina amonia-liase (PAL), cinamato-4-hidroxilase (C4H), hidroxicinamoil-
COA-ligase (4CL),4-hidroxicinamato 3-hidroxilase (C3H),5-adenosil-metionine:cafeato/5-
hidroxi (OMT), ferulato-5-hidroxilase (F5H), hidroxicinamoil COA redutase (CCR) e
cinamil alcool desidrogenase (CAD). As ligninas sdo classificadas nos seguintes grupos:
tipo G (ligninas guaiacilicas); tipo G-S (ligninas guaiacil-siringilicas); e tipo H-G-S
(ligninas 4-hidroxifenil-guaiacil-siringilicas) (CHEN, 1991; PILO-VELOSO et al., 1993).

Cadeia lateral Cadeia lateral Cadeia lateral

% OCHj = 29.52%

CH3 * CH,

Alcool cumarilico Alcool coniferilico Alcoolsinapilico

Figura 1: Precursores da lignina

Para formar os precursores terminais (ésteres de acidos fenilpropandides)
sucessivas oxidacdes ¢ metilagdes sdo descritas (CHOINOWSKI et al.,1999). O éster p-
cumarato, por exemplo, ¢ hidroxilado na posicdo meta da cadeia lateral, formando o éster
cafeato. Este precursor intermediario ¢ determinante na sintese dos demais precursores
monoligndis. Trés reagdes mediadas por cinamil 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 ocorre no compartimento citoplasmatico, incluindo a oxidagdo dos trés
monolignoéis na condi¢ao de precursores terminais.

A arquitetura molecular da lignina difere segundo a origem botanica dos taxons,
entre células e at¢ mesmo dentro da parede celular, respondendo aos efeitos abioticos e
bidticos do ambiente (LARROQUE & PLANCHON, 1990 apud PEREIRA, 2005). Sua
estrutura tem sido objeto de estudo em inumeros trabalhos cientificos, os quais
estabelecem propostas estruturais e formagao biossintética (BOERJAN, 2003). 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, os
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aspectos espaciais da subestrutura da parede celular, entre outros aspectos. Os precursores
terminais j4 mencionados anteriormente apresentam vdrios sitios reativos capazes de
constituirem ligacdes cruzadas entre si, preferencialmente sobre a cadeia lateral
(HIGUCHLI, 1980). O aumento do grau de metoxilagdo a partir dos precursores: 4cido
cumarico, acido coniferilico e acido sindpico correspondem a diminui¢do do nimero de
ligagdes intermoleculares, possibilitando a formagdo de uma rede de ligacdes
intermonoméricas na maioria envolvendo ligagdes C-C. Isso constitui base na composi¢ao
quimica e consequentemente nas formas estruturais adquiridas apds a polimerizagdo na
parede celular (ABREU et al., 2009).

2.2 Cultura de Tecidos Vegetais

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas que tem como
principio o isolamento de um explante (célula, tecido ou um o6rgdo) e o cultivo sob
condigdes de plena assepsia, em um meio nutritivo artificial (PASQUAL et al.,1998),
ampliando os conhecimentos para a compreensdo dos fendmenos bioquimicos e
fisiologicos responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento das plantas.

Segundo Higashi et al., (2002) a cultura de tecidos apresenta-se como um método
alternativo na propagagdo de Eucalyptus spp. por oferecer vantagens como: taxa mais
elevada de multiplicacdo, menor necessidade de espaco fisico, auséncia de pragas e
doengas durante o cultivo in vitro, além de ser uma técnica mais segura, gragas ao maior
controle dos fatores envolvidos.

Em espécies florestais com interesse farmacoldgico a cultura de tecidos apresenta-
se como alternativa por permitir a sele¢do e multiplicacdo em escala comercial de
variedades vegetais resistentes a pragas e outras condig¢des de estresse (ZENCK, 1998). O
sistema in vitro pode se constituir, ainda, em uma excelente ferramenta para a produgao,
em grande escala, de metabdlitos bioativos (BUFFA FILHO et al., 2001).. Outra vantagem
do uso da cultura de células para obtencdo de substiancias quimicas relaciona-se a
desvinculag¢do do processo de produgdo em relagdo a aspectos fisioldgicos do organismo,
como sazonalidade e biossintese tecido-especifica (FOWLER, 1988; DI COSMOS &
MISAWA, 1995; BARRUETO, 1999; AKALEZI et al.,1999).

O crescimento e o padrdo de desenvolvimento da maior parte dos cultivos in vitro
estdo diretamente relacionados com a composicdo do meio e a concentracdo dos
reguladores de crescimento presentes no meio (CORDEIRO et al.,2004). Entre os meios de
cultura utilizados, o0 meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) ¢ o mais usado (SILVA et
al.,2006). Entretanto, ¢ importante destacar que, para cada tipo de célula, ha a necessidade
de se empregar um meio de cultura especifico, que contenha, adequadamente, os nutrientes
e agentes indutores (suplementagdo hormonal) necessarios ao desenvolvimento das células,
pois, ¢ adequada composi¢do hormonal nos meios nutritivos que fornece as substincias
essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrio de
desenvolvimento in vitro (CALDAS et al.,1998). Além da composi¢do dos meios de
cultura, as condigdes fisicas de incubagdo, como a temperatura, umidade, intensidade,
qualidade e duragdo do periodo de luz, e o proprio genotipo do material vegetal cultivado,
influem sobre a morfogénese dos tecidos vegetais (GEORGE & SHERRINGTON, 1984).

As plantas perenes lenhosas sdo consideradas ricas em substincias derivadas do
metabolismo secunddrio como os polifenodis, os quais exercem importante papel no
metabolismo destas espécies, bem como na defesa contra predadores e microorganismos.
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Contudo, a oxidagdo fenolica constitui um dos principais problemas enfrentados para o
estabelecimento de culturas in vitro de espécies arboreas (COSTA, 2006, ANDRADE,
2006).

A propagagdo de plantas através da cultura de tecidos tem sido realizada pelo
emprego das culturas de calos, orgdos, células e protoplastos (HIGASHI et al.,2000). A
formacao de calos a partir de um explante ¢ denominada calogénese (VENTURIERI &
VENTURIERI, 2004). O calo corresponde a uma massa de células desorganizadas e
parcialmente indiferenciadas que variam quanto ao tipo, tamanho, contetido celular e
espessura da parede (FLORES et al.,1998), ou seja, ¢ um tecido amorfo e desorganizado,
formado pela intensa atividade de células vegetais (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998).

Para que haja a inducdo de calo, qualquer tecido vegetal pode ser utilizado como
explante (FLORES et al.,1998). Entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham
maior proporcdo de tecido meristematico ou que apresentem maior capacidade de
expressar a totipoténcia (FLORES et al.,1998). Em geral induz-se a formagao de calos, a
partir de explantes cultivados em meio de cultura contendo fitorregulador auxina isolado,
ou em associacao com citocinina (RIOS, 2004).

Altas concentracOes de auxinas associadas a baixas concentragdes de citocinina
propiciam o enraizamento € o balanco inverso promove a formacdo de parte aérea.
Concentracdes iguais, em geral, induzem a produgao de calos.

As citocininas pertencem a uma classe de hormonios associada ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, participando no controle da divisdo celular, alongamento
celular, crescimento e senescéncia foliar (NISHIMURA at al., 2004), além de favorecerem
a produgdo de calos embriogénicos (CHEE & CANTLIFFE, 1988). A cinetina esta
envolvida na regulagdo da dominancia apical, formacao de 6rgaos, retardamento da quebra
de clorofila, desenvolvimento dos cloroplastos, abertura e fechamento dos estomatos,
desenvolvimento das gemas e brotagdes e na regulagdo da expressdo génica (CASTRO,
2002).

As auxinas s3o produzidas nos apices caulinares, e transportadas para outras regioes
da planta. Sao caracterizadas, principalmente, pela capacidade de estimular o alongamento
celular, mas também ¢ responsavel pela formagao inicial das raizes, diferenciacdo vascular,
tropismo, desenvolvimento de gemas axilares, flores e frutos (CATO, 2006). Como auxina,
o acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos reguladores de crescimento mais
freqiientemente  utilizados (AMMIRATO, 1983; KRIKORIAN et al, 1990),
principalmente em cultura de tecidos, para indug@o de calo, e em culturas em suspensao
(GASPAR et al.,1996).

Os reguladores de crescimento como indutores exogenos da lignificagdo podem ser
testados durante a formagao de calos in vitro (CATO, 2006). Silva (2007) comprovou que
2,4-D induz a lignificacdo em calos de E. grandis, e Souza (2007) testou concentra¢des de
2,4-D e cinetina na indugdo de lignina extracelular em cultura de células em suspensdo de
E. urophylla, comprovando sua eficiéncia para estudos de lignifica¢do. Pereira (2005)
testou o 2,4 —-D em aplicag¢des realizadas direto em plantas de E. grandis cultivadas em
casa de vegetacdo, e comprovou a eficacia do regulador de crescimento no favorescimento
da lignificagdo.



2.3 Lophanthera lactescens Ducke

A familia Malpighiaceae de distribui¢@o tropical e subtropical (LORENZI et al
2008), apresenta sua maior diversidade na América do Sul (JUDD et al.,1999 apud
SILVA, 2007). Apresenta cerca de 1.300 espécies, organizadas em 75 géneros (LORENZI
et al.,2008), sendo referida como uma das dez mais bem representadas no bioma cerrado
(MENDONCA et al., 1998 apud SILVA, 2007).

O género Lophanthera possui cinco espécies, quatro delas encontradas na
Amazonia (ANDERSON, 1983). Lophanthera lactescens Ducke (anexo 9) tornou-se
popular nas ultimas décadas como arvore ornamental. Sua dispersdo ¢ bastante restrita,
sendo encontrada, naturalmente, apenas no baixo Tapajos, em matas de varzea alta. A
ocorréncia da-se tanto no interior da mata primaria densa, como em formagdes secundarias
(PAOLLI, 1997). O florescimento ocorre durante os meses de fevereiro-maio e a maturagao
dos frutos em setembro-outubro (LORENZI, 1992). Na regido sudeste do pais ¢ utilizada
para a arborizagdo urbana, pela sua beleza, quando florida, sendo indicada, para plantios
em areas degradadas de preservacdo permanente. Algumas espécies produzem frutos que
sao consumidos em grande escala no comércio e utilizados na industria de refrigerantes,
geléias e compotas (PAOLI, 1997).

Trevisan et al.(2003) ao avaliar as propriedades fisicas ¢ mecanicas da madeira de
cinco espécies florestais em fun¢do da deterioragdo em dois ambientes por um periodo de
doze meses, constataram que a densidade, a resisténcia a compressdo e os modulos de
elasticidade (MOE) e ruptura (MOR) na flex@o estatica da madeira de L. lactecens ndo
foram afetados significativamente pelo intemperismo nos ambientes estudados. Esses
autores atestaram ainda, a maior durabilidade da densidade da madeira em campo de
apodrecimento a céu aberto, maior resisténcia a compressao e menor suceptividade ao
ataque a organismos xilofagos, entre as espécies estudadas. Pégos (2007), também
confirma a resisténcia da madeira de Lophanthera, ao expor toras de madeira desta espécie
ao ataque de C. gestroi em seu trabalho e Lunz & Carvalho (2002), verificaram em seu
trabalho a resisténcia da madeira ao ataque de escolitidios.

Além das qualidades inerentes a madeira; estudos envolvendo a obtengdo e andlise
de constituintes quimicos permitiu o isolamento de terpenoides codificados como LLD-1,
LLD-3, LLD-4, LLD-7a, LLD-7b, LLD-8a ¢ LLD-8b. Alguns testes farmacoldogicos in
VIVO permitiram comprovar os principais efeitos do nor - triterpeno extraido da madeira e
codificado como LLD-3, tais como hipotermia, reducdo do tonus muscular, aumento das
secregdes bronquica e salivar, diarréia e diminuicdo do limiar para convulsdo pelo
pentilenotetrazol. Pode produzir bradicardia e contragdes ciclicas e irregulares em coracao
e ileo isolados, respectivamente, além de outros efeitos mais complexos que podem
explicar os efeitos in vivo (ABREU et al., 1990).

Em decorréncia do potencial madeireiro e farmacologico, faz-se necessario um
estudo mais aprofundado da cultura de tecidos usando esta espécie; uma vez que a
reproducao de espécies herbaceas medicinais com ciclo de vida curto, via de regra, nao
oferece maiores dificuldades, mas, a propagacdo de espécies arboreas que apresentem
substancias e caracteristicas de interesse, frequentemente se constitui um desafio devido as

limitacdes de germinacdo, desenvolvimento lento de propagulos e dificil enraizamento
(BUFFA FILHO et al., 2002).



2.4 Eucalyptus spp

As plantagdes florestais brasileiras sdo compostas, sobretudo, por espécies de
hibridos e clones de eucalipto (Eucalyptus spp.) e de pinheiro (Pinus spp.) (MORA &
GARCIA, 2000; GUIMARAES et al.,2003). Além da madeira e da celulose, os plantios
florestais podem oferecer outros produtos, como resinas, 6leos essenciais € medicamentos,
além de colaborarem para o sequestro de carbono e contribuirem para a conservacao das
florestas naturais (SOARES et al.,2003).

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae (ANDRADE, 2006), um dos
géneros predominantes da flora australiana, estendendo-se das areas subalpinas as florestas
umidas costeiras, florestas temperadas e a zona mais arida da Australia, cobrindo também a
maior area dos reflorestamentos no mundo (JUNIOR, 2004). As espécies deste género tém
merecido atencdo de empresas e instituicdes de pesquisa no Brasil devido ao aumento
crescente de novos plantios, em fun¢do dos ganhos alcangcados em produtividade florestal,
visando a atender a crescente demanda de madeira (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
SILVICULTURA, 2005). O grande niimero de espécies, a grande plasticidade ecologica e
a sua excelente producdo, tornaram-no matéria-prima de intimeras industrias florestais,
(FINGER et al.,1993), permitindo considera-lo como potencial fornecedor de uma madeira
bem definida para a produg¢ao de multiplos produtos (TRUGILHO et al.,2007).

Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, Eucalyptus. urophylla S.T. Blake e o hibrido
Eucalyptus urograndis, estao entre as principais espécies cultivadas no Brasil (SOUZA et
al., 2004; ABRAF, 2006).

O Eucalyptus grandis caracteriza-se pela maior produtividade de madeira (m’/ha)
entre as espécies (CRUZ, 2007). Possui excelente resposta silvicultural com réapido
crescimento ¢ propriedades desejaveis para usos multiplos como tronco retilineo,
resisténcia mecanica elevada e boa trabalhabilidade (TOMASELLI, 2000; ROCHA, 2004).
A madeira ¢ destinada a produgdo de celulose e papel, carvao vegetal, painéis de fibra e
aglomerado, produtos de serraria; apresentando, ainda, propriedades de isolamento térmico
e acustico (SOARES et al., 2003; ROCHA, 2004).

Eucalyptus urophylla ¢ uma espécie importante para plantios em regides tropicais
umidas devido ao excelente vigor, grande capacidade de rebrota e resisténcia ao cancro
(EMBRAPA, 2003).

Eucalyptus urograndis ¢ o hibrido resultante da combinagdo entre E. grandis ¢ E.
urophylla, e retine as melhores caracteristicas dessas espécies, como rapido crescimento,
qualidade da madeira, boa adaptagdo a condigdes adversas de solo e resisténcia a doengas
(MARQUES, 2008).

As espécies de eucalipto possuem em média a seguinte composi¢cdo quimica da
madeira: 40-62 % de celulose, 12-22 % de hemicelulose e 15-25 % de lignina (HILLIS &
BROWN, 1978). O estudo qualitativo e quantitativo de seus constituintes pode levar a
obten¢do de varios outros produtos (TRUGILHO et al.,2007), indicando a necessidade de
maiores estudos sobre cultura de tecidos do gé€nero.



CAPITULO |

LIGNIFICACAO EM PLANTAS in vitro E CULTURA DE CALOS DE
Lophanthera lactescens Ducke



RESUMO

Lophanthera lactescens Ducke (Malphighiaceae) é uma espécie endémica da Amazonia
brasileira que além de propriedades medicinais apresenta potencial para a industria de
produtos florestais. Plantas de L. lactescens foram cultivadas in vitro visando o
estabelecimento de protocolo eficiente da indu¢do de calogénese, avaliagdo de ligninas
produzidas nos calos, e avaliagdo do padrdo de lignificagao nas plantas cultivadas in vitro.
Para o estudo anatomico foram utilizadas as técnicas usuais. A lignificagdo nas paredes
celulares foi acompanhada através de microscopia de infravermelho e de fluorescéncia, e
de testes histoquimicos. A lignificacdo nas paredes celulares foi acompanhada através de
microscopia de infravermelho, fluorescéncia, e testes histoquimicos. Sinais em 1325-1330
ecm™” e 1260-1270 cm™, caracteristicos de ligninas tipo siringilica e guaiacilica foram
registrados nos calos e no caule. Sinais em 1738 cm™, indicando presenca de celulose e
hemicelulose, foram observados em caules com entorses que apresentavam fibras
gelatinosas. No calo proveniente de explante radicular e na raiz foi encontrada somente
lignina do tipo guaiacilica. Através da microscopia de fluorescéncia foi observada a
deposicdo de lignina inicialmente nos angulos das células, com o depdsito progressivo
ocorrendo na parede secunddria.

Palavras — chave: Lophanthera lactescens Ducke, calogénese, lignificacao.
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ABSTRACT

Lophanthera lactescens Ducke (Malphighiaceae) is an endemic species in the Brazilian
Amazon that besides medical properties has potential for the forest products industry.
Plants of L. lactescens were cultured in vitro towards establishing an efficient protocol for
callus induction, evaluation of lignin produced in the callus, and evaluation of the pattern
of lignification in plants grown in vitro. For anatomical study, we used the usual
techniques. The lignification in the cell walls was accompanied by micro-FTIR and
fluorescence, and histochemical tests. The lignification in the cell walls was accompanied
by micro-FTIR, fluorescence and histochemical tests. Signs in 1325-1330 and 1260-1270
cm-1 cm-1, characteristic of syringyl and guaiacyl type lignins were recorded in the callus
and stem. Signs at 1738 cm-1, indicating the presence of cellulose and hemicellulose, were
observed in stems with sprains that had gelatinous fibers. In callus from root explants and
the root was found only guaiacyl lignin type. By fluorescence microscopy we observed the
deposition of lignin in the angles of the cells initially, with the progressive deposition
occurring in the secondary wall.

Keywords: Lophanthera lactescens Ducke, callus formation, lignification.
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1 INTRODUCAO

Lophanthera lactescens Ducke, conhecida popularmente, como lofantera-da-
amazonia e chuva-de-ouro, atinge de 10-20m de altura, com tronco variando de 30-40 cm
de diametro. A espécie ¢ semidecidua, heliofita ou escidfita, seletiva higroéfita,
caracteristica da floresta pluvial equatorial da regido Amazodnica (PAOLI, 1997). A
madeira ¢ moderadamente pesada e compacta, sendo empregada na construgdo civil, como
vigas, forros, caibros, para marcenaria e carpintaria (PIO-CORREA, 1926; LORENZI,
1992; CARREIRA et al., 1991 apud PAOLI, 1997). Trevisan et al. (2003) estudaram a
durabilidade natural e a ocorréncia de térmitas em madeiras de cinco espécies (em contato
com o solo) por um periodo de dois anos, e constataram que a madeira dessa espécie foi a
mais duravel em termos de resisténcia, dureza e ataque de térmitas.

Visando o aproveitamento da biodiversidade florestal brasileira, a madeira se
destaca para industria de base florestal e, portanto o estudo da composicdo quimica
possibilita o seu melhor aproveitamento (ABREU et al., 1990). A auséncia de informagdes
sobre os aspectos bioldgicos de L. lactescens estimula o desenvolvimento de protocolos
para a cultura de tecidos, padrdes de crescimento, desenvolvimento e lignificagdo in vitro,
preenchendo as lacunas de conhecimento sobre espécies arboreas brasileiras.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia da Madeira do
Departamento de Produtos Florestais, Instituto de Florestas da UFRRJ. As sementes para a
produgdo dos explantes foram coletadas no campus dessa universidade proéximo ao
Instituto de Biologia e armazenadas a 25°C + 2 °C e umidade relativa do ar a 62%. A
espécie foi identificada e registrada sob o n° (RBR 34066), no Herbario do Departamento
de Botanica, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

2.1 Desinfestacdo e Germinacdo in vitro de Sementes de Lophanthera lactescens Ducke

As sementes foram desinfestadas em capela de fluxo laminar, com solucdo de
hipoclorito de sodio 2,5% + 0,2 mL/L de detergente tween 20 por 20 minutos, lavadas 5
vezes em agua bideionizada estéril e imersas em peroxido de hidrogénio 1% por 30
minutos, sendo posteriormente inoculadas em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
contendo 30 g.L' de sacarose e acrescido de 7 g de Agar (Vetec®). O pH foi ajustado em
5,7 e a esterilizagdo do meio foi feita em autoclave a 121 °C, 1 atm, por 30 minutos. As
sementes foram inoculadas em frascos (6 cm X 10 cm) de vidro transparente com tampa
transltiicida, contendo 50 mL de meio de cultura, sendo distribuida de 5 a 7 sementes por
frasco, perfazendo um total de 30 frascos. Os recipientes foram mantidos em sala de
germinacdo com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 °C + 1 °C, e umidade relativa
do ar a 62% por um periodo de 60 dias para a indugdo de calogénese ¢ de 9 a 20 meses
para realizacdo da caracterizagdo anatomica e estudo de lignificacao.

2.2 Estabelecimento de Protocolo para Inducdo de Calogénese

Nessa etapa foi realizado teste de inducdo de calogénese em diferentes concentragdes
do regulador de crescimento 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D), para definir o melhor
protocolo de inducdo de calos da espécie.

Apices caulinares (0,3 cm) de plantulas com idade de 20 dias, cultivas nas condigdes
descritas anteriormente, foram inoculados em meio MS, contendo 30 g.L’1 de sacarose,
18,12 uM 2,4-D, 6 g de Agar (Vetec®), pH ajustado em 5,7 e esterilizagdo em autoclave a
121 °C, 1 atm, por 20 minutos. Os explantes foram subcultivados a cada duas semanas e
em cada subcultura subdivididos para efeito de clonagem. Apds 90 dias de inducdo,
fragmentos dos calos medindo aproximadamente 0,3 cm?’, foram transferidos para novos
meios de cultura MS, modificados nas concentragdes de 2,4-D: (P;: MS + 4,53 uM 2,4-D;
P2: MS + 9,06 uM 2,4-D; P3: MS + 18,12 uM 2,4D; P4: MS + 27,18 uM 2,4-D e Ps: MS +
36,24 uM 2,4-D) e acrescido de 20 g.L"' de sacarose. Os fragmentos foram inoculados nos
meios de cultura em placas de petri; sendo distribuido 4 fragmentos por recipientes e 5
recipientes por tratamento, totalizando 20 fragmentos por tratamento. Os recipientes foram
acondicionados em BOD, onde permaneceram em auséncia de luz, a temperatura de 25° C
+ 1° C e UR de + 62%, sendo subcultivados a cada duas semanas. Ao final de 120 dias
apods a primeira subcultura, os calos foram avaliados quanto ao crescimento, friabilidade e
oxidacdo para determinagdo do meio de cultura mais eficiente na inducdo da calogénese.
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2. 3 Estudo de Lignificagdo em Calos de L. lactescens Produzidos in vitro

Ap6s a definigdo do melhor protocolo, foi induzida calogénese usando como fonte de
explantes 6rgdos vegetativos, para avaliacao de lignificagdo em calos da espécie estudada.

Segmentos de raiz (0,5 cm), apice (0,3 cm), folha (0,5 cm?) e caule (0,5 cm) de
plantas germinadas in vitro foram inoculados em meio MS acrescido de 9,06 uM 2,4-D
(P,), nas mesmas condi¢des descritas anteriormente (escuro, 25° C + 1°C, UR 62%,
subcultivadas a cada duas semanas), sendo distribuidos cinco explantes por recipientes,
totalizando cinco recipientes por tipo de explante. Apds 120 dias de indugdo, os calos
foram avaliados por espectrometria de infravermelho, teste de Wiesner (LIN & DENCE,
1992) e microscopia de fluorescéncia.

Para a andlise por espectrometria de infravermelho, os calos passaram por pré-
extragdo segundo metodologia de Bruce & West (1989). Posteriormente foram congelados
em nitrogénio liquido por 30 segundos e liofilizados por 24 horas. Apds a liofilizagdo, 1,0
mg do material seco foi misturado e triturado com 100 mg de KBr (MORALIS et al., 2005),
prensado em forma de pastilha e introduzido no compartimento do espectrometro, modelo
VARIAN 640-IRFT-IR spectrometer. Os espectros foram registrados no modo
transmitancia. Para o teste de Wiesner, foram retirados fragmentos dos calos com auxilio
de um pincel e transferidos para a solugdo do reagente preparado por uma combinagdo de
50 mL de uma solugdo de floroglucinol 2% em etanol 95% e 25 mL de 4cido cloridrico
(HCI) concentrado (LIN & DENCE, 1992). Para as analises em microscopia de
fluorescéncia, fragmentos dos calos foram transferidos para solucdo de auramina 0,01%,
por 1 minuto, lavados em 4agua bideionizada e observados em microscopio de
fluorescéncia, com filtro de excitacdo em 470-490 nm e emissdao em 515-565 nm
(BARROS & MIGUENS, 1998).

2.4 Andlise de Lignina de Raiz e Caule de Plantas de L. lactescens cultivadas in vitro
submetidos a diferentes processos de extracao.

Plantas com idade de 15 meses foram retiradas do meio de cultura, secas ao ar (+
30 °C) e posteriormente moidas (caule e raiz, separadamente) em um micro-moinho de
facas do tipo Willey 340 Modelo TE 040 e moinho de bolas giratorio para reducdo da
granulometria. Parte das amostras de caule e raiz passou por extragdo em etanol (BRUCE
& WEST, 1989) e o restante em extracdo continua em um extrator do tipo Soxhlet,
segundo a escala eliotropica: ciclohexano, acetato de etila, e metanol, durante 18 horas.
Posteriormente essas amostras foram extraidas em agua a 75 °C £ 2 °C, repetidamente, por
até 10 horas (BROWNING, 1967), secas ao ar e posteriormente em estufa a 60 °C até
adquirir peso constante.

O material obtido foi tritura ¢ moido com KBr, como descrito anteriormente na
metodologia de andlise de calos, e posteriormente foi avaliado por espectrometria de
infravermelho.
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2.5 Caracterizacdo Anatomica e Avaliagdo da Lignificacdo de Raiz e Caule de
Lophanthera lactescens Cultivadas in vitro

Para avaliacdo da estrutura anatdmica e acompanhamento do processo de
lignificagdo, foram realizados cortes transversais do caule, do 1° ao 8° entrends e das raizes
adventicias (2 a 17,5 cm da coifa) de individuos com idade entre 9 e 20 meses. As plantas
mediam entre 8 e 12 cm de altura, possuiam de 5 a 8 entrends, caule verde claro, levemente
estriado, naturalmente retilineo, e retorcido quando a planta atingia crescimento superior a
capacidade do recipiente; folhas opostas, simples com estipula na base.

As amostras de raizes analisadas apresentavam 14-17,5 cm de comprimento e
aproximadamente 1 mm de diametro. As raizes, geralmente, apresentaram cor branca,
muito delgadas e em alguns trechos acima da regido apical, ocorreram partes espessadas
seguidas de estreitamentos. Com o desenvolvimento das raizes hd o enrolamento das
mesmas no recipiente € uma mudanga de coloragdo, passando a marrom. Como o estudo
foi realizado em plantas com estadio de desenvolvimento avangado (a partir dos nove
meses de idade), ndo foi possivel definir a raiz priméria.

Secoes transversais do caule e raiz foram seccionadas com auxilio de microtomo de
Ranvier, para o preparo das laminas semipermanentes. As secdes foram clarificadas com
hipoclorito de so6dio a 50%, neutralizadas em agua acética a 1%, lavadas em agua
destilada, e coradas com mistura de azul de astra a 2% e safranina a 0,5% diluidos em dgua
(BUKATSCH, 1972). Foram montadas em ldmina e laminulas com 4gua e lutadas com
esmalte incolor.

Fotomicrografias foram obtidas com microscopio Olympus BX 51 acoplado ao
computador, provido de sistema de processamento de imagens Cell Imaging Software.

Na confec¢do de laminas permanentes o caule foi colocado diretamente em alcool
30% seguindo série alcoolica 100% e emblocadas em historresina Leica (GERRITS &
SMID, 1983). Foram feitas secg¢des transversais com 3 pm no micrétomo rotativo que
foram a seguir, coradas com azul de toluidina 0,05% (O’ BRIEN et al. 1981).

Para os testes histoquimicos foram obtidas se¢des histologicas com material fresco
para detectar: amido, pelo uso de lugol (BERLYN & MIKSCHE, 1976); lignina, pelo teste
de Wiesner (LIN & DENCE, 1992); teste de Maiiler para identificagdo do tipo de lignina
guaiacilica (coloragdo marron) e siringilica (colora¢do vermelha) (LIN & DENCE, 1992).
Esse teste foi modificado para evitar ruptura das células, utilizando-se a concentragdo de
NH4OH com dilui¢do de 50%, durante 15 segundos. A natureza dos cristais de oxalato de
calcio foi wverificada, pela dissolugdo em d4cido cloridrico sem efervescéncia
(CHAMBERLAIN, 1932) e por observa¢ao em luz polarizada; substancias lipidicas foram
evidenciadas pelo Sudan IV (JENSEN, 1962) e as substincias fendlicas, com uso de
dicromato de potéssio (GABE, 1968).

Para a microscopia de infravermelho os cortes foram colocados em recipientes de
vidro (2 cm X 4 cm), congelados em nitrogénio liquido por 30 segundos e liofilizados por
12 horas entre laminas de vidro. Apos a liofilizagdo, os cortes foram colocados sobre uma
lamina de KBr e os espectros registrados em espectrometro VARIAN 610-IRFT-IR
acoplado ao microscopio usando o modo reflectancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Estabelecimento de Protocolo para Inducéo da Calogénese

Os resultados demonstraram diferengas no crescimento (Figura 2), friabilidade e
oxidacdo entre os calos submetidos aos meios de cultura suplementados com diferentes
concentragoes de 2,4-D.

O protocolo 2 (9,06 uM de 2,4-D) apresentou os melhores resultados para
calejamento de L. lactescens, com formagao de calos de consisténcia mais friaveis e sem
apresentar sinais de oxidacdo. Em diversas pesquisas com Coffea arabica (FORNI, 1993),
Smilax japecanga (SANTOS et al., 1997) e Fragaria sp (FLORES et al., 1998), foram
obtidos efeitos similares com uso desse hormdnio em diferentes concentragdes. O
protocolo 3 (18, 12 uM 2,4-D) resultou numa maior producdo de massa calogénica; no
entanto, neste tratamento os calos apresentaram-se mais oxidados e menos fridveis,
comparado ao protocolo 2.

Apesar de Grattapaglia & Machado (1990 apud Silva 2007) afirmarem que a
inducdo da calogénese ¢ favorecida por altas concentragdes de auxinas, verificou-se que na
espécie estudada protocolos com concentracdes superiores a 18,12 uM 2,4-D apresentaram
calos menores, oxidados e pouco fridveis, sugerindo uma menor eficiéncia deste regulador
de crescimento. Por outro lado, protocolos com concentra¢des inferiores a 9,06 uM
também apresentaram calejamento de baixa qualidade (Figura 3 A e B), corroborando os
resultados encontrados por Silva 2007.
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Figura 2: Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D no tamanho e matéria fresca de calos de explante apical de L.
lactescens cultivada in vitro.

Os explantes apicais e foliares apresentaram os melhores resultados de calejamento
dentre os orgdos vegetativos induzidos. Esse resultado coaduna com Alves et al. (2004)
que obtiveram 100% de calejamento em explantes foliares de hibridos de E. grandis x E
urophylla submetidos a tratamento In vitro com reguladores de crescimento. Calos
oriundos de raiz apresentaram 30% e explantes caulinares apresentaram 70% de
calejamento. Lima et al. (2002) utilizando explantes caulinares de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) para indugdo de calogénese in vitro, observaram a formagao de calos
mesmo na auséncia de reguladores vegetais. Na avaliacdo da friabilidade, os calos oriundos
de folha e apice apresentaram friabilidade superior ao observado nos calos de origem
caulinar e radicular (Figura 3 C - F).
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Figura 3: Calos de Lophanthera lactescens. A e B - calos de explante apical induzido com MS +18,12 uM 2,4-D (A) e MS
+9, 06 uM 2,4-D (B), respectivamente; C a F - calo de explante apical, foliar, caulinar e radicular, respectivamente, induzido
com MS +9, 06 uM 2,4-D.
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3.2 Estudo de Lignificagdo em Calos de L. lactescens

O teste de Wiesner realizado indica a presenga de lignina em todas as amostras.
Calos oriundos de éapices apresentaram uma coloragdo mais intensa em todas as células
(Figura 4 A). Nos calos provenientes de raiz, folha e caule nem todas as células reagiram
ao teste (Figura 4 B - D), o que sugere que a lignina ndo tenha sido formada de forma
homogénea. A microscopia de fluorescéncia através do reagente auramina O confirmou a
presenca de lignina em todos os calos avaliados (Figura 4 E-H).

Os resultados dos testes histoquimicos corroboram os resultados obtidos com a
espectrometria de infravermelho (anexo 5). Os espectros de absor¢do na regido do
infravermelho apresentaram sinais em 1325-1330 cm’, caracteristico de respiragio
(movimento) de anel sirigilico com contribuicdo do estiramento C=0 e de estruturas
condensadas; e sinais intensos em 1266-1270 ¢cm™, caracteristicos de respiragao do anel
guaiacilico com contribuigio do estiramento de C=0O. Os sinais em 1030-1095 cm
indicam deformacdo de C-H de anel guaiacilico (ABREU, 1990). Sinais correspondentes
ao estiramento de OH em 3412-3460 cm™ e vibragio do esqueleto aromatico em 1505-
1515 cm™ também foram observados (anexo 1, espectros 1- 4).
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Figura 4: Células de calos de Lophanthera. Iactescens A - D - células de calos provenientes de explante apical,
foliar, caulinar e radicular, respectivamente, submetidas ao teste de Wiesner; E e G- células de calos de explantes
apical e caulinar vista ao microscopio optico; F e H- respectivas células submetidas a microscopia de
fluorescéncia com reagente auramina O.
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3.3 Andlise de Lignina em Raiz e Caule de Plantas de L. lactescens cultivadas in vitro
submetidos a diferentes processos de extragao.

Através da analise das amostras de caule e raiz submetidas a extracdo em etanol e
extragdo continua (ciclohexano, acetato de etila, e metanol), obtiveram-se espectros de
infravermelho que permitiram verificar a presenca de lignina (anexo 6). Os sinais em 1325-
1330 cm™ e 1260-1270 cm™ apresentaram-se claramente e com intensidades diferentes nos
espectros de caule, tanto nas amostras livres de extrativos como nas amostras tratadas com
etanol, revelando se tratar de uma lignina guaiacilica/siringilica com alta propor¢do de
unidade guaiacila (anexo 2, espectros 5 e 7). Morais et al. (2005) também observaram a
presenca de sinais indicativos de lignina do tipo guaiacilica, analisando madeira de Pinus
oocarpa Schiede ex Schltdl através de espectrometria de infravermelho. Também foi
observado sinal em 1738 cm™ de estiramento de C=0 em cetonas ndo conjugadas, de
grupo éster, indicando presenca de celulose e hemicelulose (ABREU & OERTEL, 1999).
Os espectros registrados a partir de calos caulinares ndo apresentaram estes sinais,
indicando uma caracteristica observada apenas em individuo com desenvolvimento
completo.

No orgdo raiz ndo foram evidenciados sinais caracteristicos de presenga de lignina
tipo siringilica. O mesmo ocorreu em calos obtidos a partir de explantes rediculares.
Espectros de amostras de raiz, em ambos os tratamentos (etanol e extragdo continua), e
espectros de calos radiculares apresentaram sinais em 1260-1270 cm™ caracteristico de
lignina guaiacilica. Sinais intensos em 1030-1095 cm™ indicando presenca deste tipo de
lignina também foram evidenciados. (anexo 2, espectros 6 ¢ 8).

3.4 Caracterizacdo Anatomica e Avaliagdo da Lignificacdo em Raiz e Caule de
Lophanthera lactescens Cultivadas in vitro

3.4.1 Raiz Adventicia

O estudo da raiz adventicia de L. lactescens foi realizado nas regides distal e
proximal (Figura 5 A).

A raiz, em secdo transversal, a 1-4 cm do apice radicular (regido distal), apresenta
estrutura primaria, formada inicialmente por epiderme com células altas, que logo se
expandem, constituindo os pélos absorventes (Figura 5 B ¢ C). O cortex apresenta uma
camada de células da exoderme bem desenvolvidas e que se encontram suberificadas a 3-4
cm do épice. O parénquima ¢ formado por sete camadas de células isodiamétricas,
circundadas por pequenos espagos intercelulares que se expandem na regido proximal entre
12-17,5 cm, caracterizando lacunas (Figuras 5 D). Nessa regido algumas células adjacentes
a exoderme, sofrem divisdes periclinais e anticlinais. As células da endoderme apresentam
somente estrias de caspary em toda a extensdo da raiz (Figura 5 E e F). No cilindro central,
o periciclo ¢ formado por uma camada de células parenquimaticas. O xilema primario
variou o numero de polos de diarco, triarco a tetrarco (Figura 5 C, E e G). Na maioria das
espécies de eudicotiledoneas o numero de polos de xilema varia entre os espécimes ou em
raizes diferentes de uma mesma planta (ESAU, 2000; FAHN, 1990). O numero de pdlos de
protoxilema, segundo Mauseth (1988), pode estar relacionado com o vigor da raiz e seu
diametro. Algumas vezes, numa mesma raiz em estddio de desenvolvimento avangado,
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quando mais robusta, pode haver um avango no numero de pdlos do xilema. Para Dickison
(2000), essa variacdo ¢ influenciada pelo nivel de hormoénios encontrados no &pice
radicular.

A medula ¢ formada por células parenquimadticas, que a 3-4 cm do apice, se
lignificam completamente. Somente na regido proximal as fibras do xilema encontram-se
lignificadas e espessas tornando-as conspicuas (Figura 5 H).

No tecido parenquimatico de raizes tuberosas de Heteropteris aphrodisiaca O.
Mach. (Malpighiaceae) foi observado um grande nimero de drusas e cristais prismaticos,
bem como idioblasto com polifendis (Marques et al. 2007).

Metcalfe e Chalk (1950), j4 mencionavam para a familia a presenga de cristais de
oxalato de calcio solitarios ou agrupados e células com tanino. Em L. lactescens, na regiao
distal, foi observado nas células corticais, inimeros idioblastos com substancias fenodlicas
(Figura 5 I). Nas plantas, os taninos servem para proteger contra apodrecimento e lesdes
causadas por microorganismos (FAHN, 1982). No entanto, apesar dos individuos
estudados estarem em ambiente estéril, apresentaram tais substincias, indicando outra
atividade fisiologica da espécie.
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Figura 5: Raiz adventicia de Lophanthera lactensces cultivada in vitro. A — Detalhe da raiz
adventicia. B-I — Sec@o transversal. B — Aspecto geral da raiz a 1-4 cm do apice radicular. C —
Aspecto geral, evidenciando os pélos absorventes (—) e os quatro po6los do xilema. D — Aspecto
geral da raiz na regido proximal, mostrando as lacunas (—). E — Detalhe da raiz triarca,
destacando a estria de Caspary na endoderme (—).F — Detalhe da raiz diarca lignificada e das
estrias de Caspary suberificadas (—) evidenciada pela microscopia de fluorescéncia. G — Detalhe
da lignificagdo no xilema (—), evidenciado pelo teste de Wiesner. H — Detalhe da raiz na regido
proximal, mostrando as células parenquimaticas e as fibras com paredes espessas e lignificadas
(—). I — Detalhe da regido cortical, mostrando a presenca de substancias fenolicas no parénquima
e na endoderme. Rp= Regido proximal, Rd= Regido distal; Ep= Epiderme; Ex= Exoderme; Co=
Cortex; Fl= Floema; XI= Xilema; Me= Medula; En= Endoderme; Pe= Periciclo. Barras= C=
200um. B, D, F, G, I= 100 um. E, H= 50 um.
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3.4.2 Anatomia do Caule

A seguir a descricdo anatOmica dos espécimes que apresentaram um
desenvolvimento normal, com caules cilindricos e retilineos (Figura 6 A.).

No caule, do primeiro ao terceiro entrends, em secao transversal, observa-se uma
epiderme uniestratificada, cujas células apresentam formas e tamanhos variados e paredes
periclinais externas convexas, revestida por uma cuticula delgada (Figura 6 B). Sao
observados tricomas tectores unicelulares e tricomas com dois bracos horizontais
(dibraqueados), suspensos por uma célula basal de parede espessa (Figura 6 C e D).
Metcalfe & Chalk (1950), mencionaram a presenga desses tricomas em Malpighia urens L.

O cortex, nos primeiros entrenos, € constituido por 2-3 camadas de colénquima
angular, 5-6 camadas de células parénquimaticas (Figura 6 E) e uma bainha amilécea,
geralmente conspicua até 5° entrend (nao ilustrado).

No cilindro central, observa-se a lignificagdo das fibras periciclicas, ocorrendo nos
primeiros entrends. Os elementos condutores estdo organizados em feixes colaterais,
interrompidos por células parenquimaticas, caracterizando um cilindro descontinuo (Figura
6 F). O floema ¢ formado por elementos de tubo crivado e células companheiras diminutas.
Ocorrem frequentemente, idioblastos com contetdos diversos. Essas caracteristicas
observadas em L. lactescens corroboram as descri¢des feitas por Metclafe & Chalk (1950)
para alguns géneros da familia.

O xilema, em desenvolvimento primario, apresenta fileiras radiais com 2-8
elementos condutores. E possivel acompanhar o processo de lignificagdo dos elementos de
protoxilema e metaxilema através de microscopia de fluorescéncia. Em L. lactescens, a
deposi¢do de lignina inicia-se nos angulos das células, com o deposito progressivo na
parede secundaria, corroborando a descrigdo feita por Donaldson et al. (2001). O processo
¢ finalizado com a impregnacdo ocorrendo por completo na parede secundaria (Figura 6
G). A partir do 4° e 5° entrenos, observou-se a presenca de uma a duas camadas de células
cambiais no cilindro central (Figura 6 H). No mesmo estadio, na regido cortical, entre os
primeiros estratos subepidérmicos, ocorre a diferenciagao do felogénio (Figura 6 I). Nesse
momento, observa-se nas células do primeiro estrato subepidérmico, um espessamento da
parede periclinal externa, que se estende as paredes anticlinais. A reagdo com sudan IV
confirma o inicio da suberificacdo (Figura 6 J). Segundo Metcalfe & Chalk (1950), no
inicio do surgimento da periderme, células de paredes delgadas podem apresentar um
grande espessamento na parede tangencial e de menor extensdo nas paredes laterais,
reiterando os resultados obtidos para a espécie estudada.
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Figura 6: Lophanthera. lactensces cultivada in vitro. A - Visdo geral de individuo com caule retilinio,
aos nove meses. B- C, E-J - Se¢@o transversal do caule. B — Aspecto geral do caule no 2° entrend. C —
Detalhe do tricoma tector unicelular. D — Vista frontal do tricoma tector dibraqueado. E — Aspecto geral
do coértex, mostrando colénquima angular e idioblastos com drusa (—). F — Detalhe do cilindro central,
mostrando as fibras periciclicas. G — Detalhe do processo de lignificagdo do xilema com microscopia de
fluorescéncia. H — Detalhe do cilindro central com inicio de formagdo do cambio fascicular (—). I —
Detalhe da diferenciagdo do felogénio. J — Detalhe da suberificagdo (—). Ep= Epiderme; Col=
Coléquima; Pa= Parénquima; Fl= Floema; Xi= Xilema; Fp= Fibra parenquimatica; Me= Medula; Fe=
Felogénio; Esp= Estrato subepdérmico. Barras= B= 200um; H, G, E, D= 100um; C, J, I, F= 50pum.
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Nos 7° e 8° entrends observa-se o xilema com seus elementos secundarios bem
expandidos, regido cortical reduzida e periderme formada, porém, pouco desenvolvida. Em
secdo transversal, o xilema secundario de L. lactescens apresenta os elemento de vasos
solitarios e com contorno de circular a poligonal; fibras com paredes bem espessas e limen
reduzido; raios parenquimaticos unisseriados (Figura 77 A e B). Os elementos celulares
apresentam paredes lignificadas e espessas, confirmadas pelo teste de Wiesner e
microscopia de fluorescéncia (Figura 77 C e D). Através do teste de Maiiler observa-se a
coloracdo vermelha intensa nas paredes, destacando o predominio de lignina siringilica
nessa estrutura (Figura 7 E). Esses resultados corroboram os registros obtidos através da
microscopia de infravermelho, com sinais em 1325-1330 cm™.

Diversos conteudos celulares sao identificados através dos testes histoquimicos, nos
distintos entrenos do caule de L. lactescens, desenvolvida in vitro. Substancias lipidicas
estdo presentes na cuticula, no suber e em idioblastos com paredes espessas, distribuidos
no parénquima cortical (Figura 7 F). Abreu et al. (1990) estudaram a madeira dessa espécie
e identificaram esterdides e terpendides no extrato benzénico.

Idioblastos cristaliferos, portadores de drusas de oxalato de célcio, sdo observados
nos parénquimas cortical ¢ medular, bem como no floema, desde o 2° entrend. Porém,
nota-se uma abundancia desses cristais nos 3° e 4° entrends. Foi observada apenas na
medula, a presenca de cristal poliédrico (Figura 7 G). Metcalfe & Chalk (1950),
constataram que a frequéncia desses cristais ¢ maior nas espécies do Velho Mundo que nas
espécies americanas.

Substancias fenolicas sdo também identificadas em idioblastos na epiderme, no
parénquima cortical e no floema. Como foi mencionado anteriormente, sio metabdlitos
especiais envolvidos com diversas atividades biologicas, como defesa quimica e captagao
de radicais livres (FAHN, 1982; GOTTLIEB, 1996).

Graos de amido compostos estdo presentes em grande quantidade no parénquima
cortical e medular dos caules jovens nos 4° e 5° entrenos e no parénquima radial a partir do
7° entreno (Figura 7 G e H).

25



Figura 7: Secéo transversal do caule de Lophanthera. lactescens. A — Detalhe do xilema secundario, no
7° entrend, com elementos celulares de parede espessas (—). B — Aspecto geral da periderme,
evidenciado pelo sudan IV (—). C — Lignina nas paredes secundarias, evidenciadas pelo teste de Wiesner
(—). D — Lignificagdo das células confirma pela microscopia de fluorescéncia e uso de auramina O. E —
Lignina siringilica nas paredes dos elementos do xilema, evidenciada pelo teste de Maiiler (—). F —
Presenca de idioblastos com substancias lipidicas (—), pelo sudan IV. G - Detalhe dos cristais de oxalato
de calcio na medula, tipo drusa (—) e poliédrico (3). H — Detalhe do grdo de amido (—) e da drusa (—)
na regido medular observado em microscopia de polarizagdo. Fb= Fibra; Ra= Raios parenquimaticos; Ev=
Elementos de vaso. Barras= B, D= 200um; A, C, E= 100um; F, G, H= 50 pm.
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Alguns espécimes estudados, em decorréncia do seu desenvolvimento acentuado,
apresentaram entorse no caule em todos os niveis, que resultaram em modificagcdes
estruturais (Figura 8 A).

Observa-se desde o 2° entrend a formagdo de fibras gelatinosas no floema e no
xilema, ocupando a metade do cilindro central. O cadmbio apresenta de uma a duas camadas
celulares em toda extensdo caulinar. Concomitantemente, diferencia-se o felogénio, entre
as primeiras camadas de células do colénquima. A diferenciagdo dos meristemas
secundarios e a producdo dos novos tecidos parece ser uma resposta ao grande
desenvolvimento do 6rgdo no recipiente de crescimento (Figura 8 B e C).

Espécies arbustiva-arboreas que crescem algumas vezes em encostas ou em regioes
instaveis geram galhos e troncos inclinados, que apresentam em sua estrutura interna, o
chamado lenho de reacdo. Nas angiospermas, o seu desenvolvimento da-se na por¢ao
superior, sendo denominado lenho de tra¢do. A identificagdo dessa estrutura ¢ facilmente
realizada pela presenca de fibras ou fibrotraqueides gelatinosas. Essas células apresentam
paredes com uma camada interna espessa (camada G), constituida por alfa-celulose e com
pouca ou nenhuma quantidade de lignina (COSTA, 2006). Tais fibras sdo consideradas
altamente higroscopicas, possibilitando o armazenamento de agua (PAVIANI, 1974;
LUCHI, 2004; JACOMASSI et al. 2007). Em L. lactencens, desde o 3° até o 7° entrenos, é
possivel observar essas caracteristicas da parede através dos testes de Wiesner, Maiiler e da
auramina O na microscopia de fluorescéncia (Figura 8 D, E e F). Estes resultados
coadunam com a hipdtese de que tecidos especiais de tracdo possuem ligninas com alto
teor de unidade siringilica.

O aumento da atividade cambial na metade do cilindro central e a ocorréncia de
fibras gelatinosas nos caules retorcidos de L. lactescens, parece uma estratégia de
sobrevivéncia em resposta ao ambiente de crescimento in vitro. Muito embora, Heimsch
(apud METCALFE & CHALK, 1950) tenha citado a ocorréncia de fibras gelatinosas no
lenho de espécies da familia Malpighiaceae ¢ Marques et al.( 2007), observado nas raizes
tuberosas de Heteropteris aphrodisiaca, espécie crescida no cerrado.
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Figura 8: Lophanthera lactescens propagada in vitro. A — Vista geral de individuo com caule retorcido. B-F — Secéo
transversal do caule. B — Aspecto geral do caule no 3° entrend, evidenciando fibras gelatinosas (—) e cdmbio (—). C —
Detalhe da diferenciagdo do felogénio (—). D — Detalhe das fibras gelatinosas, com teste de Wiesner, mostrando paredes
lignificadas (—) e camada G @ ). E — Detalhe da lignificacéo das paredes das fibras, utilizando o teste de Maiiler. F —
Detalhe da lignificagdo das fibras gelatinosas através da microscopia de fluorescéncia. Barras= B, D, F= 100um; C, E=
S50um.
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Através da andlise das segdes pelo infravermelho (Figura 9) foram obtidos
espectros que mostraram sinais caracteristicos de lignina em todas as regides, desde os
tecidos mais jovens (préximo ao apice) (anexo 3, espectros 1-16, anexo 7 ). Os espectros
de absor¢ao no infravermelho do 3° ¢ 4° entrends evidenciaram melhores caracteristicas
para indicar presenca de lignina. Espectros de absor¢ao da regido da periderme com sinais
em 1325-1330 cm'l, 1260-1270 cm'l, 1030- 1095 cm™ podem ser caracteristicos de
substancias fenodlicas identificadas na regido da epiderme nos testes histoquimicos. O sinal
correspondente ao estiramento de C=0O em cetonas ndo conjugadas de grupo éster, que
pode ser caracteristico de presenca celulose e hemicelulose, foi evidenciado ao longo de
todos os entrends avaliados. Abreu & Oertel, (1999) ao estudarem a propriedade de
maleabilidade do lenho de Paullinia rubiginosa Cambess também observaram a presenga
de grupamento éster que sugere a existéncia de plasticidade em diversos materiais.

As amostras obtidas através de diferentes métodos de extracdo possibilitaram a
identificacdo no infravermelho de lignina siringilca/guaiacilica no caule e lignina
guaiacilica na raiz.
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4 CONCLUSOES

Lophanthera lactescens Ducke apresenta-se como possivel modelo de estudo de
lignificacdo para espécies lenhosas, tendo em vista a observacao de acentuado
crescimento de tecidos secundarios na espécie in vitro.

A estrutura caulinar de L. lactescens in vitro apresenta uma diversidade de
conteudos celulares quando comparado a raiz, que apresenta somente substancias
fenolicas.

O processo de lignificagdo nas raizes adventicias de L. lactescens in vitro ocorre
com mais intensidade na regido proximal.

A microscopia de infravermelho associada a microscopia de fluorescéncia se
mostrou eficiente para a identificagdo da composicao da lignina in loco.

Foi observado in loco que o processo de lignificagdo em L. lactescens inicia-se nos
angulos das células.

Individuos com estresse de crescimento apresentam fibras gelatinosas e ligninas
com alto indice de unidades sinapilicas paredes das células do xilema.

O cultivo de explantes apicais em meio MS suplementado com MS +9,06 uM 2.4-
D, resultou na maior producao de calos friaveis e sem sinal de oxidagao.

Uma maior producao de lignina foi verificada em calos obtidos a partir de explantes
de apice caulinar, que apresentaram reacao mais intensa ao teste de Wiesner.

Foram evidenciadas ligninas do tipo siringilica/guaiacilica no caule e lignina do
tipo guaiacilica na raiz.
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CAPITULO Il

LIGNIFIQA(;AO EM CULTURA DE CALOS DE
TRES ESPECIES DE Eucalyptus spp
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RESUMO

O género Eucalyptus, originario da Australia, apresenta as espécies mais cultivadas em
plantios florestais no Brasil, devido principalmente, a excelente resposta silvicultural com
rapido crescimento e a propriedades desejaveis para usos multiplos da madeira. Entre essas
espécies o Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, Eucalyptus. urophylla S.T. Blake ¢ o
hibrido Eucalyptus urograndis, entre as mais importantes. A arvore possui tronco retilineo,
madeira com elevada resisténcia mecanica e boa trabalhabilidade, sendo destinada, entre
outros, a produgdo de celulose e papel, carvao vegetal, painéis de fibra e aglomerado. O
objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de indu¢do da calogénese e avaliar o
processo de lignificagdo em calos produzidos com diferentes fontes de explantes. O
protocolo que induziu uma maior produgdo de calos foi o protocolo MS + 10 uM de 2,4-D,
+ 2,5 uM de cinetina + 20 g.L"' de sacarose. A espécie E. urophylla apresentou calos mais
fridveis e maiores. Os calos oriundos de diferentes fontes de explantes avaliados no
infravermelho também apresentaram sinais indicativos da presenca de lignina do tipo
guaiacilica e siringilica.

Palavras- chave: Calogénese, Eucalyptus spp, Lignina.

33



ABSTRACT

The genus Eucalyptus, originating in Australia, presents the most cultivated species in
forest plantations in Brazil, due mainly to the excellent response to silvicultural rapid
growth and desirable properties for multiple uses of wood. Among these species,
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden and Eucalyptus urophylla S.T. Blake and the hybrid
Eucalyptus urograndis among the most important. The tree has a straight trunk, wood with
high strength and good workability, and is aimed, among others, the production of pulp
and paper, charcoal, fiber panels and crowded. The aim of this study was to establish a
protocol for callus induction and evaluate the process of lignification in callus produced
with different sources of explants. The protocol that induced a higher production of callus
was MS protocol + 10 mM 2.4-D + 2.5 mM kinetin + 20 gL-1 sucrose. The species E.
urophylla callus showed larger and more friable. Callus from different sources of explants
were also evaluated at the infrared signals indicative of the presence of lignin guaiacyl and

syringyl type.

Keywords: Callus, Eucalyptus grandis, E. urophylla, E. urograndis
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1 INTRODUCAO

Espécies de crescimento rapido como o eucalipto, apresentam determinados
obstaculos quanto ao seu aproveitamento comercial, o que justifica investimentos em busca
de solugdes capazes de aperfeigoar tecnologicamente sua utilizagdo (ABREU et al., 2003).

Pela sua importancia no setor de produgdo de papel e celulose, o género Eucalyptus
vem sendo estudado com o objetivo de se entender as vias metabolicas envolvidas no
processo de formagédo da celulose ¢ lignina (POKE et al, 2005). Com o intuito de estudar o
processo de formagao de lignina nessa espécie, o grupo do Laboratorio de Biotecnologia da
Madeira/ LBM vem realizando pesquisas na area de biotecnologia, com espécies desse
género.

Nesse capitulo sdo apresentados os experimentos realizados para determinagdo de
um protocolo eficiente de produgdo de calogénese em Eucalyptus, e identificagdo de
lignina em calos produzidos a partir de explantes de o6rgdo vegetativos das espécies
Eucalyptus grandis, Eucalyptus urophylla e o hibrido Eucalyptus urograndis.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia da
Madeira/DPF/IF/UFRRJ. As sementes para a producdo de plantulas usadas como fonte
de explantes foram adquiridas no IPEF (Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais) da
Escola Superior de Agricultura Luis de Queiroz (ESALQ) da Universidade de Sao Paulo
(USP). Essas sementes foram coletadas no Pomar de sementes por Mudas, Talhdo
A11A21 do IPEF na cidade de Anhembi, estado de Sdo Paulo.

Os procedimentos de desinfestacdo e germinagdo de sementes, realizados para as
espécies, sdo idénticos aos procedimentos realizados para L. lactescens, descritos no
capitulo anterior. As concentracdes dos reguladores de crescimento 2,4-D e cinetina
utilizadas no protocolo para inducdo da calogénese para as espécies estudadas foram
determinadas em experimentos realizados anteriormente no laboratorio.

2.1 Inducgéo de Calogénese em Diferentes Teores de Sacarose

Para avaliacdo da influéncia da sacarose na calogénese de Eucalyptus, foi utilizado
como fonte de explante, plantulas de Eucalyptus grandis com idade de 30 dias. Gemas
apicais foram e inoculada em meio MS acrescido de 0,8 g/L de antioxidante PVP, 10 uM
de 2,4-D, + 2,5 uM de cinetina, 30 g.L"' de sacarose e adicdo de 6 g de agar (Vetec”), apos
ajuste do pH para 5.7. A esterilizacdo foi feita em autoclave (121 °C, 1 atm) por 30
minutos. Apds quatro subculturas para meio de igual composi¢do em intervalos de 21 dias,
fragmentos de aproximadamente 0,3 cm do calo formado foram transferidos para meio MS
com diferentes concentragdes de sacarose (0,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 g.L'l), quatro
fragmentos por recipiente, quatro recipientes por tratamento. A avaliacdo foi realizada 60
dias apos a inoculagdo, sendo quantificado o percentual de explantes com calos friaveis. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software SISVAR
(FERREIRA, 2000).
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2.2 Lignificagdo em cultura de Calos de Eucalyptus grandis, E. urophylla e E. urograndis

Para a cultura de calos foram utilizados como fonte de explantes, segmentos de
raiz, caule, folha e apice de plantulas de Eucalyptus grandis, E. urophylla e E. urograndis
com 30 dias. Os explantes foram inoculados em placas de petri contendo meio MS com a
mesma formulagdo descrita anteriormente e teor de 2% de sacarose. Foram utilizados
explantes com 0,3 cm para apice, 0,5 cm? para explante foliar e 0,5 cm para caule e raiz;
cinco explantes por recipiente, cinco recipientes por tratamento, totalizando 25 explantes
por tratamento. Os explantes foram mantidos em BOD com temperatura de 25 °C + 1°C,
em auséncia de luz. A cada trés semanas os calos foram subcultivados para meio de cultura
de igual composi¢cdo. Apos cerca de 90 dias, os calos foram submetidos & mesma
metodologia de analise de lignificagdo descrita para L. lactescens (teste de Wiesner,
espectrometria no infravermelho e fluorescéncia).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da Concentragédo de Sacarose na Inducéo de calos em E. grandis

Maior porcentagem de calos fridveis foi obtida em meio MS suplementado com 20
g. L (60%) e 30 g. L' (40%) de sacarose (Figura 10, Figura 11 A e B). A suplementagio
do meio com 10 g. L' de sacarose resultou na produgio calos oxidados e pouco friaveis.
Concentracdes de sacarose inferiores a 20 g.L”' podem resultar em clorose na cultura,
enquanto concentragdes acima de 40 gL' podem elevar excessivamente o potencial
osmotico do meio, dificultando o desenvolvimento do material (CHONG & PUA, 1985;
FLORES et al., 1999; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).
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Figura 10: Efeito de diferentes concentragdes de sacarose na formagdo de calos friaveis de E. grandis.
Letras iguais ndo diferem estaticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

3.2 Lignificacdo em cultura de Calos de Eucalyptus grandis, E. urophylla e E.
urograndis

Em meio de cultura suplementado com concentragdo de 10 uM de 2,4-D, + 2,5
uM de cinetina, ¢ 20 g.L"' de sacarose, os calos da espécie E. urophylla apresentam
maior crescimento ¢ friabilidade, seguidos de E. grandis e E. urograndis (Figura 11 C ¢
D). Assim como observado para L. lactescens os explantes foliares e apicais
apresentaram os melhores resultados, com 80% de calejamento; enquanto que calos
oriundos de explantes radiculares obtiveram calejamento inferior a 20%. Souza & Abreu,
2007 obtiveram excelentes resultados de calejamento de explantes foliares de E.
urophylla em meio suplementado com 2,4-D. Os calos produzidos a partir de explantes
vegetativos de E. urograndis apresentaram calos oxidados, pouco friaveis ¢ de tamanho
reduzido comparado aos produzidos por E. grandis e E. urophylla.

O teste histoquimico de Wiesner indicou lignina em todos os calos, com reagao
mais intensa naqueles provenientes de explantes caulinares (Figura 11 E e F). A andlise
com fluorescéncia utilizando o reagente auramina O indica a presenga de lignina em todos
os calos (Figura 11 G e H). Hamada et al. 2003 e Silva 2007 observaram lignificagdo em
calos de explantes apicais tratados com 2,4-D em associagdo com cinetina.

A presenca de lignina do tipo guaiacilica foi observada nos espectros de calos
oriundos de explantes caulinar e apical nas trés espécies de Eucalyptus (anexo 8). O
espectro de infravermelho evidencia sinais significativos em 817-827 cm caracteristicos
de deformagdo de C=H fora do plano do C-H nas posicdes 2,5 e 6 de unidades guaicilicas e
em 1030- 1095 cm™ , indicando também a presenga dessas unidades. Os sinais em 1325-
1335 cm™ indicam a presenca de lignina do tipo siringilica nos calos oriundos de explante
radicular.

A inducdo de calogénese foi realizada com sucesso em meio MS suplementado com
10 uM de 2,4-D, + 2,5 uM de Cinetina ¢ 20 gL' de sacarose para as espécies de E.
grandis, E. urophylla e E. urograndis, no entanto, outros experimentos deverdo ser
realizados para uma melhor avaliacdo do processo de lignificacdo nessas espécie.
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Figura 11: Indugdo de calogénese em E. grandis, E urograndis e E. urophylla. A e B- Calos de explante apical
de E. grandis induzido em meio MS + 3% e 2% de sacarose, respectivamente. C - Calos de explante caulinar de
E. urophylla (1) e E. urograndis (2). D- Calo de explante caulinar de E. grandis. E- Células de calos de E.
grandis submetidos ao teste de Wiesner, evidenciando maior reatividade do calo de explante caulinar ao teste
(—). F- células vistas ao microscopio. G ¢ H - Células de E. urograndis e E. grandis submetidas a

fluorescéncia. Barras= G, H= 50um.
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4 CONCLUSOES

Existe uma variagao interespecifica na calogénese das trés espécies de Eucalyptus
em relagdo ao protocolo utilizado.

Nas espécies de Eucalyptus estudadas, os explantes apicais e foliares, seguidos dos
caulinares, foram os que apresentaram maior percentual de calejamento, em relagao
a raiz.

Calos de explantes caulinares das espécies de Eucalyptus cultivadas in vitro
apresentaram reacdo mais acentuada ao teste de Wiesner, comparado aos resultados
obtidos a partir e explantes de outros 6rgaos.

Foi observada por espectrometria de infravermelho, lignificacdo intensa e

homogénea nos calos de explantes caulinares e mais sutil e heterogénea nos calos
de outros 6rgaos.
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3 PESPECTIVAS

O trabalho de caracterizagao anatomica da espécie Lophanthera lactescens Ducke
in vitro, inédito para a espécie, tera continuidade com a caracterizagdo anatomica de
folhas de plantas.

Sera feita comparagdo anatomica de individuos germinados in vitro e in vivo.

Protocolos para cultura de células em suspensao serdo determinados para a inducao
de lignina extracelular para a espécie L.lactescens.

Os trabalhos com as espécies de Eucalyptus terdo continuidade com formulagao de
novos protocolos, de inducao de calogénese e cultura de células em suspensao
especificos para cada espécie.
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ANEXOS

Anexo | - Espectros no Infravermelho de calos pré-extraidos em etanol (BRUCE &
WEST, 1989) de explante apical, foliar, caulinar e radicular de plantas de Lophanthera
lactescens Ducke cultivadas in vitro. Smooth (9) / 32 scans / resolugdo 4 (cm™) / distancia
de corrida 4000 — 400 (cm™)

Anexo Il - Espectros no Infravermelho de caule e raiz de plantas de Lophanthera
lactescens Ducke cultivadas in vitro, pré-extraidas em etanol (BRUCE & WEST, 1989) ¢
totalmente livre de extratos soluveis (BROWNING, 1967). Smooth (9) / 32 scans /
resolugio 4 (cm™) / distancia de corrida 4000 — 400 (cm™).

Anexo 11l - Espectros obtidos por Microscopia de Infravermelho de sec¢des no plano
transversal de plantas de Lophanthera lactescens Ducke cultivadas in vitro. Smooth (9) /
32 scans / resolucio 4 (cm™) / distancia de corrida 4000 — 400 (cm™).

Anexo IV - Espectros no Infravermelho de calos pré extraidos em etanol (BRUCE &
WEST, 1989) de explantes caulinar, foliar, apical e radicular, de plantas de Eucalyptus
urophylla, Eucalyptus urograndis e Eucalyptus grandis cultivadas in vitro. Smooth (9) / 32
scans / resolucdo 4 (cm™) / distancia de corrida 4000 — 400 (cm™).

Anexo V - Atribui¢ao dos sinais no infravermelho das ligninas de calos de Lophanthera
lactescens Ducke cultivadas in vitro.

Anexo VI - Atribuicdo dos sinais no infravermelho dos espectros do caule e raiz de
Lophanthera lactescens Ducke cultivadas in vitro, pré-extraidas em etanol e livre de
extrativos.

Anexo VII - Atribui¢do dos sinais a partir de espectrometria de infravermelho de se¢des no
plano transversal do caule de plantas de Lophanthera lactescens Ducke germinadas in
vitro. Pe = Periderme; Co = cortex; Xi = Xilema; Me = Medula.

Anexo VIII - Atribuicdo dos sinais de espectrometria de infravermelho de calos de
Eucalyptus grandis, E. Urophylla e do hibrido E. urograndis.

Anexo IX — Lophanthera lactescens Ducke no campus da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro.
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Anexo 1: Espectros no Infravermelho de calos pré-extraidos em etanol (BRUCE & WEST,
1989) de explante apical, foliar, caulinar e radicular de plantas de Lophanthera lactescens
Ducke cultivadas in vitro. Smooth (9) / 32 scans / resolugio 4 (cm™) / distancia de corrida
4000 — 400 (cm™)
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Espectro 1: Infravermelho de calo de explante apical de plaﬁta;sde L. lactescens Sinais indicativos de lignina (—).
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Espectro 2: Infravermelho de calo de explante foliar de plantas de L. lactescens. Sinais indicativos de lignina (—).

52



%Transmittance

%Transmittant

25—

LL 1 Caule Smooth 9

24—

23~

22—

21-

20~

19—

18-

s 2367 20

1259 33
16—

15—

14~

13-

12-

3401 121

T T T S L S R S R E S L ST H S S T B S T L S R L S (SR U S I S L S I S I SR
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

VYIRS

Espectro 3: Infravermelho de calo de explante caulinar de piémtas de L. lactescens. Sinais indicativos de lignina
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Espectro 4: Infravermelho de calo de explante radicular de plantas de L. lactescens. Sinais indicativos de
lignina (—).
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Anexo 2: Espectros no Infravermelho de caule e raiz de plantas de Lophanthera lactescens
Ducke cultivadas in vitro, pré-extraidas em etanol (BRUCE & WEST, 1989) e totalmente
livre de extratos soluveis (BROWNING, 1967).

Caule de L lactescens pré-extraido em etanol.
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Espectro 5: Infravermelho do caule de planta de L. lactescens, pré extraido em etanol. Sinais indicativos de lignina
(/. Sinal indicativo de celulose e/ou hemicelulose (  ).O

24= Raiz de L lactescens pré-extraido em etanol.
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Espectro 6: Infravermelho da raiz de planta de L. lactescens, pré extraido em etanol. Sinais indicativos de
lignina (—).
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Caule de L lactescens livre de extrativos.
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Espectro 7: Infravermelho do caule de planta de L. lactescens, livre de extratos soltveis. Sinais indicativos de
lignina (—).
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Espectro 8: Infravermelho da raiz de planta de L. lactescens, livre de extratos soltveis. Sinais indicativos de
lignina (—).
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Anexo 3: Espectros obtidos por Microscopia de Infravermelho de sec¢des no plano
transversal de plantas de Lophanthera lactescens Ducke cultivadas in vitro.
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Espectro 9: Espectro de Infravermelho de sego transversal de caule de L. lactescens, 2° entreno, regido da
periderme.
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Espectro 10: Espectro de Infravermelho de secdo transversal de caule de L. lactescens, 2° entrend, regido do
cortex.
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18-, Regido do xilema do caule de Lophantera, 2° entren6. Smooth (9)
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Espectro 11: Espectro de Infravermelho de segdo transversal de caule de L. lactescens, 2° entrend, regido do xilema.
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Regido da medula do caule de Lophantera, 2° entrend. Smooth (9)
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Espectro 12: Espectro de Infravermelho de segdo transversal de caule de L. lactescens, 2° entrend, regido da medula.
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Espectro 13: Espectro de Infravermelho de secdo transversal de caule de L. lactescens, 3° entrend, regido da
periderme.
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Regi&o do cortex do caule de Lophantera, 3° entrend. Smooth (9)
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Espectro 14: Espectro de Infravermelho de sec@o transversal de caule de L. lactescens, 3° entreno, regido do cortex.
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Espectro 15: Espectro de Infravermelho de seg@o transversal de caule de L. lactescens, 3° entrend, regido do xilema.
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Regi&o da medula do caule de Lophantera, 3° entrené. Smooth (9)
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Espectro 16: Espectro de Infravermelho de secao transversal de caule de L. lactescens, 3° entreno, regido da medula.

0228 Regido da periderme do caule de Lophantera, 4° entrené. Smooth (11)
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Espectro 17: Espectro de Infravermelho de secdo transversal de caule de L. lactescens, 4° entrend, regido da
periderme.
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Regi&o do cortex do caule de Lophantera, 4° entrend. Smooth (9))
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Espectro 18: Espectro de Infravermelho de secéo transversal de caule de L. lactescens, 4° entreno, regido do cortex.
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Espectro 19: Espectro de Infravermelho de secéo transversal de caule de L. lactescens, 4° entreno, regido do xilema.
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52~ Regido da medula do caule de Lophantera, 4° entrené. Smooth (9)
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Espectro 20: Espectro de Infravermelho de secao transversal de caule de L. lactescens, 4° entreno, regido da medula.
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Espectro 21: Espectro de Infravermelho de secdo transversal de caule de L. lactescens, 5° entrend, regido da
periderme.
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13- Regido do cortex do caule de Lophantera, 5° entren6. Smooth (9)
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Espectro 22: Espectro de Infravermelho de secéo transversal de caule de L. lactescens, 5° entreno, regido do cortex.

Regido do xilema do caule de Lophantera, 5° entrené. Smooth (9)

22=
%Transmittance

20=

3498 0
0.6= 2361 6

[ T R T T T T T S S T [ S R R I S R S U I B B R I SR A |
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400

Wavenumber

1 1 1 | 1 1 | v
2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Espectro 23: Espectro de Infravermelho de segfo transversal de caule de L. lactescens, 5° entrend, regido do xilema.
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23~ Regido da medula do caule de Lophantera, 5° entrené. Smooth (9)
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Espectro 24: Espectro de Infravermelho de secao transversal de caule de L. lactescens, 5° entreno, regido da medula.
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Anexo 4: Espectros no Infravermelho de calos pré extraidos em etanol (BRUCE & WEST,
1989) de explantes caulinar, foliar, apical e radicular, de plantas de Eucalyptus urophylla,
Eucalyptus urograndis e Eucalyptus grandis cultivadas in vitro. Smooth (9) / 32 scans /
resolucio 4 (cm™) / distancia de corrida 4000 — 400 (cm™).
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Espectro 25: Infravermelho de calo de explante caulinar de plantas de E. urophylla. Sinais indicativos de presenga
de lignina (—).
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Caule de E. urograndis 3 Smooth (9)
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Espectro 26: Infravermelho de calo de explante caulinar de plantas de E. urograndis. Sinais indicativos de
presenca de lignina (—).
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Espectro 27: Infravermelho de calo de explante caulinar de plantas de E. grandis. Sinais indicativos de presenga de
lignina (—).
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Folha de E. urophylla 2 Smooth (9)
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Espectro 28: Infravermelho de calo de explante foliar depfall_tas de E. urophylla. Sinais indicativos de presenga de
lignina (—).
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Espectro 29: Infravermelho de calo de explante foliar de plantas de E. urograndis. Sinais indicativos de presenga de
lignina (—).
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26= Folha de E. grandis 3 Smooth 9
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Espectro 30: Infravermelho de calo de explante foliar de plantas de E. grandis. Sinais indicativos de presenga de
lignina (—).

Apice de E. urophyila 3 Smooth (9)

%Transmittance

= 3374 1586

' ‘38‘0[‘) o ‘36‘306 o ‘31‘101‘) o ‘32‘00‘ o ‘30‘0(‘) o ‘28‘0[‘) o ‘26‘0(‘) o ‘21‘106 o ‘22‘0(‘) o 5606 o ‘18‘06 o ‘16‘0(‘) o ‘1)!06 o ‘12‘00‘ o ‘10‘0‘0 o ‘S‘OC‘I o ‘6‘00‘ o ‘4‘00‘
Espectro 31: Infravermelho de calo de explante apical de plantas de E. urophylla. Sinais indicativos de presenga de
lignina (—).
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Espectro 32: Infravermelho de calo de explante apical de plantas de E. urograndis. Sinais indicativos de presenga
de lignina (—).
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Espectro 33: Infravermelho de calo de explante apical de plantas de E. grandis. Sinais indicativos de presenca de
lignina (—).
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Espectro 34: Infravermelho de calo de explante radicular de plaf;{éé de E. urophylla. Sinais indicativos de presenga de
lignina (—).
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Espectro 35: Infravermelho de calo de explante radicular de planf:as de E. urograndis. Sinais indicativos de presenca
de lignina (—).
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Espectro 36: Infravermelho de calo de explante radicular def)iamntaS de E. grandis. Sinais indicativos de presenca de
lignina (—).
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Anexo 5: Atribui¢do dos sinais no infravermelho das ligninas de calos de Lophanthera
lactescens Ducke cultivadas in vitro.

~ -1
Absor¢des em cm

cm’ Atribuicdes Apice Caule Folha Raiz

3412-3460  Estiramento de O-H 3441 3441 3445
3000-2842  Estiramento de C-H dos grupos metilicos e metilénicos 2935 2932 2933 2932

1738-1709  Estiramento de C=0O em cetonas nao conjugadas, de
grupo éster

1655-1675  Estiramento de C=0 em cetonas conjugadas e em 1654 1654 1656
aldeidos conjugados

1593-1605  Vibragdo do esqueleto aromatico com estiramento de
C=0

1505-1515  Vibragao do esqueleto aromatico 1515 1509 1517 1506
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1460-1470

1422-1430

1365-1370

1325-1330

1266-1270

1221-1230

1140

1030-1095

Deformacao assimétrica em —CH; e —CH, —CH,-

Vibragdo do esqueleto aromatico combinado com
deformagdo no plano de C-H influenciado pela
substitui¢do do anel

Estiramento de C-H alifatico de —CH;-CHj;

Respiracdo  (breathing) do anel sirigilico com
contribuigdo do estiramento de C=0 e de estruturas
condensadas

Respiragdo (breathing) do anel guaiacilico com
contribui¢do do estiramento de C=0

Estiramento de C=0, C-C com estiramento de C=0
sensivel a substituicdo do anel aromatico G condensado
> @ eterificado

Deformacdo (no plano) de C-H de anel aromatico
guaiacilico.

Deformacgao (no plano) de C-H de anel guaiacilico mais
deformagdo de C-O em alcool primario ¢ em éter com
contribuigdo de estiramento de C=0 ndo conjugado

1425 1425

1370 1371

1335 1334 1335 1331
1267 1269 1268 1268

Anexo 6: Atribui¢do dos sinais no infravermelho dos espectros do caule e raiz de
Lophanthera lactescens Ducke cultivadas in vitro, pré-extraidas em etanol e livre de

extrativos.
Absor¢des em cm
Extragdo em Livre
| ) etanol Extrativos
cm’ Atribuicdes
Caule Raiz Caule Raiz
3412-3460  Estiramento de O-H 3422 3405 3427 3399
3000-2842  Estiramento de C-H dos grupos metilicos e metilénicos 2931 2933 2928 2928
1738-1709  Estiramento de C=0O em cetonas ndo conjugadas, de grupo 1738 1721 1736 1720
éster

1655-1675  Estiramento de C=0 em cetonas conjugadas e em aldeidos 1654 1655 1655 1621

conjugados
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1593-1605

1505-1515

1460-1470

1422-1430

1365-1370

1325-1330

1266-1270

1221-1230

1086-1125

1030-1095

Vibragdo do esqueleto aromatico com estiramento de C=0
Vibragdo do esqueleto aromatico

Deformacéo assimétrica em —CH; e -CH, —-CH,-

Vibragdo do esqueleto aromdtico combinado com
deformagdo no plano de C-H influenciado pela substituicao
do anel

Estiramento de C-H alifatico de -CH;-CHj;

Respiragdo (breathing) do anel sirigilico com contribuigao do
estiramento de C=0 e de estruturas condensadas

Respiragdo (breathing) do anel guaiacilico com contribuigdo
do estiramento de C=0

Estiramento de C=0, C-C com estiramento de C=0O sensivel
a substituicdio do anel aromatico G condensado > G
eterificado

Deformacéo de C-O de alcool secundario e de éter alifatico
Deformacdo (no plano) de C-H de anel guaiacilico mais

deformagdo de C-O em alcool primario e em éter com
contribui¢@o de estiramento de C=0 ndo conjugado

1510

1460

1423

1327

1261

1048

1511

1461

1423

1378

1271

1071

1516

1456

1424

1372

1326

1268

1025

1516

1444

1371

1270

1056
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Anexo 7: Atribuicdo dos sinais obtidos a partir de espectrometria de infravermelho de secdes no plano transversal do caule de plantas de

Lophanthera lactescens Ducke germinadas in vitro. Pe = Periderme; Co = cortex; Xi = Xilema; Me = Medula

= T
Absorg¢des cm

cm’ Atribuigdes dos Sinais Regido do 2° Entrend Regido do 3° Entrend Regido do 4° Entrend Regido do 5° Entrend
Pe Co Xi Me Pe Co Xi Me Pe Co Xi Me Pe Co Xi Me

3412-3460 Estiramento de O-H 3438 3493 3389 3442 3447 3389 3396 3448 3442 3437 3388 3457 3405 3384

3000-2842 Estiramento de C-H dos grupos metilicos e 2935 2936 2938 2936 2930 2936 3941 2932 2928 2944 2937 2942 2927 2938 2951 2934
metilénicos

1738-1709 Estiramento de C=0 em cetonas nao 1741 1739 1733 1733 1734 1725 1738 1726 1738 1725 1738 1737 1737 1736 1741 1737
conjugadas, de grupo éster

1675-1655 Estiramento de C=0 em cetonas conjugadas 1644 1651 1645 1643 1646 1644 1644 1642 1646 1640 1652 1645
e em aldeidos conjugados

1505-1515 Vibragdo do esqueleto aromatico 1511 1523 1511 1515 1514 1512 1513 1515 1514 1415

1422-1430 Vibragao do esqueleto aromatico 1418 1423 1422 1423 1429 1424 1424 1424 1422 1424 1426 1425 1425 1422 1424
combinado com deformacéo no plano de C-
H influenciado pela substituicdo do anel

1365-1370 Estiramento de C-H alifatico de -CH;-CHj, 1370 1370 1367 1369 1369 1368 1368 1370 1370 1368 1369 1369 1381 1369

1325-1330 Respiragdo (breathing) do anel sirigilico 1331 1331 1329 1333 1327 1330 1331 13124 1331 1332 1330 13329 1324 1330
com contribui¢do do estiramento de C=0 e
de estruturas condensadas

1266-1270 Respiragdo (breathing) do anel guaiacilico 1278 1271 1262 1253 1265 1263 1256 1262 1247 1253 1273 1240
com contribui¢do do estiramento de C=0

1140 Deformagao (no plano) de C-H de anel 1148 1151 1153 1136 1155 1154 1153 1136 1154

aromatico guaiacilico. G condensado > G
eterificado

1030-1095 Deformagao (no plano) de C-H de anel 1036 1056 1069 1033 1060 1057 1085 1058 1074 1059 1077 1056 1053 1056 1089 1056

guaiacilico
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Anexo 8: Atribuicdo dos sinais de espectrometria de infravermelho de calos de Eucalyptus grandis, E. urophylla e do hibrido E. urograndis.

cm’

3412-3460

3000-2842

1738-1709

1675-1655

1593-1605

1505-1515

1460-1470

1422-1430

1365-1370

1325-1330

1266-1270

Atribuigdes dos Sinais

Estiramento de O-H

Estiramento de C-H dos grupos metilicos
e metilénicos

Estiramento de C=0 em cetonas ndo
conjugadas, de grupo éster

Estiramento de C=0 em cetonas
conjugadas e em aldeidos conjugados

Vibragdo do esqueleto aromatico com
estiramento de C=0

Vibragédo do esqueleto aromatico

Deformagdo assimétrica em —CHj3 e —
CH,—CH,-

Vibragdo do esqueleto aromatico com
deformacdo no plano de C-H
influenciado pela substitui¢do do anel

Estiramento de C-H alifatico de —CHj3-
CH;,

Respiragdo (breathing) do anel sirigilico
com contribui¢do do estiramento de C=0
e de estruturas condensadas

Respiragdo do anel guaiacilico com
contribui¢do do estiramento de C=0

Apice
3400

2927

1655

1541

1452

1444

1370

1335

E. grandis
Folha Caule
3400 3378
2928 2929
1655 1654

1527
1444
1432
1370 1370
1335 1333
1248 1256

Raiz

3391

2929

1655

1541

1527

1452

1444

1370

1335

Absor¢des cm !

E. urophylla

Apice Folha

3364 3368
2929 2930
1631 1622
1383 1384
1359 1354
1264 1257

Caule

3362

2929

1713

1622

1385

1351

Raiz

3367

2933

1703

1646

1515

1369

Apice

E. urograndis

Folha

3400

2928

1799

1655

1541

1527

1458

1431

1325

1260

Caule

3391

2929

1654

1522

1452

1444

1370

1335

Raiz

3391

2931

1654

1541

1522

1452

1432

1370

1335
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continuacao

1221-1230

1140

1128-1125

1030-1095

915-925

853-858

817-827

Estiramento de C=0, C-C com 1233
estiramento de C=0O sensivel a
substituigdo do anel aromatico G
condensado > G eterificado

Deformagdo (no plano) de C-H de anel 1154
aromatico guaiacilico. G condensado > G
eterificado

Deformagdo (no plano) de C-H (tipico de 1154
anel siringilico)

Deformagao (no plano) de C-H de anel 1049
guaiacilico mais deformagao de C-O em

alcool primario e em éter com

contribuicdo de estiramento de C=0 ndo
conjugado

Deformagdo de C-H (monohidrogénio)
fora do plano do anel aromatico sirigilico

Deformagdo de C-H fora do plano dos
H do C-2, C-5 e C-6 (anel gaiacilico)
Deformagdo de C-H fora do plano do C-

H nas posigdes 2,5 e 6 de unidades
guaiacilicas

1235 1234
1156
1150
1058 1051 1042

1056

921

859

822

1057

925

871

824

1057

873

827

1222

1058

876

827

1231

1161

1041

817

1233 1236

1151 1151
1047 1054
895
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Anexo 9 — Lophanthera lactescens Ducke no campus da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro.

N

Individuo arbéreo de L. lactescens Ducke. A: Vista do individuo no Campus; B: Detalhe do tronco colunar; C:
Inflorescéncia; D: Detalhe do ramo com folhas opostas; E: Detalhe da inflorescéncia em racemos terminais
pendentes; F: Detalhe do fruto seco.
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