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RESUMO

PEREIRA, Regina Paula Willemen. Atenuacdo do processo de lignificacdo em
Eucalyptus grandis (Hill ex Maiden) por GA; e BAP. Seropédica; UFRRIJ, 2005. 90p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e Florestais). Instituto de Florestas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2005.

Esta pesquisa foi realizada com o intuito de entender a atuagcdo dos reguladores de
crescimento acido giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre o sistema de
lignificagdo de Eucalyptus grandis (Hill ex Maiden). Apds aplicacdo dos reguladores,
foram realizadas andlises das plantas tratadas com GAs; e BAP combinados e isolados.
Esses reguladores foram aplicados por um sistema de atomizacdo em diferentes niveis de
concentragdes. Foram realizadas analises anatomicas, incluindo testes de cor como Méule
e Wiesner, analises quimicas tal como a obtengdo de lignina insoliivel (Klason) e lignina
dioxano. Analises utilizando a espectrometria de infravermelho, teor de metoxila (Método
de Seizel) e proteina total (Método Kjedahl) foram também realizadas. Através da
determinagdo do teor de lignina, pode-se estimar a existéncia de sinergismo do tratamento
G11Cpij cujas concentragdes foram de 49,13 uM e 111 uM de GAj3 e BAP respectivamente.
Esse tratamento reduziu o teor de lignina em aproximadamente 20%. Apesar de mantida a
relagdo G/S (unidades basicas de lignina — Guaiacila/Siringila), de acordo com os espectros
no infravermelho, a andlise de metoxila revelou que as ligninas presentes nas plantas
tratadas sdo dos tipos GS, HG, o que significou a participagdo dos reguladores na formacao
dos precursores da lignina induzindo alteragdo na estrutura molecular da lignina. O teste de
cor de Miule e Wiesner corrobora com os resultados positivos para a presenc¢a de unidades
siringila e presengca de lignina respectivamente. Os tratamentos ndo alteraram

significativamente os valores de proteinas totais.

Palavras chave: Lignifica¢do, Eucalyptus grandis, acido giberélico, 6-benzilaminopurina



ABSTRACT

PEREIRA, Regina Paula Willemen. Atenuation of ligninification process in Eucalyptus
grandis (Hill ex Maiden) by GAs3; and BAP. Seropédica; UFRRJ, 2005. 90p. Dissertation
(Master Science in Environmental and Forest Sciences). Instituto de Florestas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2005

This research was caried out to understand the behavior of growth regulators (giberelic acid
(GA;3) e 6-benzilaminopurin (BAP) on lignification system of Eucalyptus grandis
(FORMER Hill Maiden). After GA; (alone) and BAP (combined) applications, analyses
were carried out. These regulators were applied by a atomization system at different
concentrations levels. Anatomical analysis, including Méule and Wiesner test as well as
chemical analysis such as insoluble (Klason) and dioxane lignin were carried out as well.
Infrared spectroscopy, methoxyl determination (Seizel Method) and total protein (kjedahl
Method) were performed. Synergism was suggested for GpjCj; treatment, at following
concentrations: 49,13 uM e 111 uM. These treatments decreasing around 20% of lignin. In
spite of infrared spectra that showed G/S composition, lignin GS, HG were confirmed by
methoxyl content, suggesting regulators action on lignin biosynthesis and lignin structural
modification. Positive Miule and Wiesner test were observed, while protein did not

modified significatively.

Key words: Growth regulators, Eucalyptus grandis, giberelic acid, 6-benzilaminopurin



1. INTRODUCAO

A madeira estd cada vez mais presente em uma variedade de produtos finais que
requerem qualidade e menos desprendimento na sua obtengdo por parte da industria. Um
possivel caminho para atingir esses objetivos estd na experimentagdo e na manipulagdo da
matéria-prima. Os resultados dessas manipulagdes podem servir de ferramentas, como, por
exemplo, as proporcionadas pela bioquimica, anatomia da madeira, engenharia genética,
entre outras.

A madeira devido suas diversas utilizagdes e finalidades interfere na economia dos
paises industrializados, entdo estudos que adicionem informacdes intencionando melhorar e
facilitar o seu uso ¢ cada vez mais exigido (LEWIS & SARKANEN, 1998).

O conhecimento das propriedades quimicas, fisicas e de bioquimicas da lignificacdo ¢
importante pela sua fungdo e por estar altamente associada a producao celulose de plantas
lenhosas, principalmente aquelas economicamente utilizadas (HATFIELD & RALPH,
1999; MICIC et al, 2002).

A caracterizag¢do de enzimas e genes envolvidos na rota metabolica da lignina contribui
para o melhor entendimento dos mecanismos de regulacdo envolvidos na biossintese da
lignina (FUKUDA, 1996). Essas investiga¢des permitem verificar a alteragdes do processo
de lignificacdo por modulagdo da atividade enzimatica (LAUVERGEAT et al., 1995) ou
pela expressdo dos genes em orientacdo reversa ou anti-senso (HALPIN et al., 1994;
HIBINO et al., 1995; BAUCHER et al., 1996). O entendimento e a manipulagdo dos
elementos envolvidos na regulacdo desses genes possibilitard a obtencdo de plantas
(arboreas e forrageiras) com teores de ligninas mais adequados aos diversos fins industrial e
pecuario (LEWIS & SARKANEN, 1998). Nesse sentido, os estudos anatomicos,
bioquimicos e genéticos (ALONI, 1987; ROBERTS, 1988; FUKUDA et al., 1985,
FUKUDA, 1992; FLECK & HARBERD, 2002) relacionando a aplicabilidade exdgena de
reguladores de crescimento com as fases de desenvolvimento, diferenciacdo (YE, 2002;
MAUSETH, 1988) e genes envolvidos nos processos enzimaticos da biossintese da lignina
(BIEMELT et al., 2004), tém sido cada vez mais enfatizados. Alguns destes estudos tém
obtido avanco no que se refere a interacdo dos hormonios vegetais no processo de
lignificagdo.

O uso de dois reguladores de crescimento acido giberélico (GAs3) e 6-
benzilaminopurina (BAP), isolados ou em combina¢do, de duas das importantes classes de
hormonios vegetais (giberelinas e citocininas) ja foi pronunciado em alguns experimentos
com diversas finalidades como: ativagdo de gene envolvido na regulacdo da floragdo em
Sinapis Alba (FOSTER et al., 1997, BONHOMME et al., 2000); na conservagdo do
maracuja doce (Passiflora alata Dryander) pos-colheita (SILVA et al., 1999); no aumento
do comprimento dos cachos de uva de mesa ‘Centennial Seedless’, que so foi significativo
pela aplicacdo de GAs3 (PIRES & BOTELHO, 2000), aplicacio de GA3 em banana pos-
colheita, retardando a degradagdo da clorofila e conseqiientemente do amadurecimento
(MCDONALD et al., 1997). No entanto sdo poucas as informagdes relacionando esses
reguladores de crescimento com plantas cuja utilidade seja a madeira, principalmente as de
valor econdmico.

Para diminuir essa falta de informagdes, esse trabalho teve como objetivo geral
compreender o processo de lignificagdo do Eucalyptus grandis com perspectiva de
formagdo de lenho alterado e sua aplicabilidade como ferramenta para melhoria da
qualidade de produtos florestais. Os objetivos especificos foram: criar modelo de estudos



com a possibilidade de aplicagdes; analisar o0 mecanismo hormonal na formagao da lignina
com a interferéncia das aplicacdes exdgenas de acido giberélico e 6- benzilaminopurina e
comparar as alteragdes quimicas e anatomicas das plantas tratadas com a testemunha.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lignificacdo

A lignina consiste de macromoléculas complexas que contém unidades bdsicas
quimicamente distintas, todos os quais sdo os alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico
majoritariamente (HIGUCHI, 1997). O 4&cido cumarico ¢ modificado entdo por
hidroxilagdo, metilacdo e reducdes para formar os monoligndis (BAO et al., 1993),
derivados dos acidos ferulico, e 5-hidroxiferalico (SATO et al., 1993, 1995). Todas estas
reacdes bioquimicas ocorrem no compartimento citoplasmatico, enquanto a polimerizacao
ocorre na parede celular (ABREU et al., 2001).

Durante crescimento e desenvolvimento normal as paredes das células, de espécies
lenhosas sdo modificadas para realizar fungdes especificas, tornando-as lignificadas para
promover condigdes necessdrias para transporte axial de 4dgua e um crescimento
verticalizado (BERNARDS & RAZEM, 2001).

Segundo BOSISIO (1995) a participagio da lignina na fisiologia dos vegetais
superiores teve inicio a partir das traqueéfitas pteridofitas (licopodiales) e perpetua até hoje
entre as Gimnospermas e Angiospermas. As substancias derivadas da rota do 4cido
chiquimico, principalmente as ligninas, sdo mais exigentes, devido ao diferencial de
oxidagdo ocorrido durante milhdes de anos atras sobre plantas primitivas (GOTTLIEB,
1989; GOTTLIEB et al., 1995).

Atualmente, a maior aplicagdo da engenharia genética em arvores cuja utilidade
principal ¢ a qualidade da madeira, tem sido a alteracdo da biossintese de lignina,
resultando em plantas com menor teor de lignina ou com modificagdes em sua composi¢ao
(VAN DOORSSELAERE, 1995; HU, 1999).

A complexa especificidade das ligagdes na formacao da lignina tem exigido cada
vez mais estudos, dessa forma, recentes experimentos in Vitro, entre eles o realizado por
HATFIELD & VERMERRIS (2001), reproduziram a distribuicdo dessas ligacdes em
lignina nativa, tendo como resultado a afirmacdo com plantas mutantes e transgé€nicas que
ha plasticidade metabolica na biossintese de lignina.

LI et al., (2003) usaram Agrobacterium para co-transferir os genes antisenso 4CL ¢
senso CAld5H em alamo tremedor (Populus tremuloides) para confirmar a hipotese que a
quantidade e reatividade da lignina sdo reguladas por genes distintos da biossintese de
monolignoéis, e os resultados constataram uma reducdo de até 40% de lignina com um
aumento de 14% de celulose em plantas antisenso 4CL, e em plantas senso CAId5SH houve
um aumento trés vezes maior da relacdo S/G sem alterar o teor de lignina; constataram
também que estes efeitos foram independentes, mas aditivos com plantas que expressam
ambos os transgenes, tém até 52% menos lignina, uma relacdo de S/G mais alta 64% e 30%
mais celulose, e, ainda, que um aumento da relacdo S/G também acelerou a maturagiao da
célula em caule de xilema secundario, apontando um papel para porgdes de lignina
siringilica em coordena¢do com a biossintese da parede secundaria do xilema.

Em muitos experimentos, YE, et al., (1994) mostraram que varias enzimas e genes
envolvidos no caminho dos fenilpropanodides foram identificados e caracterizados.



Modificagdes significantes na biossintese da lignina foram descobertas, como, cafeoil CoA
O-metiltransferase ¢ essencial para biossintese de lignina e o acido cafeico O-
metiltransferase controla a sintese de unidades siringila em lignina (LI, et al., 2000).

As substancias das unidades cumarila e siringila, respectivamente, sdo depositadas
na fase inicial de lignificagdo a principio na parede primaria ¢ lamela média e em seguida
na parede secundaria de células do xilema, dessa forma, a composi¢do da lignina envolve
processos de desenvolvimento e de espaco (BOERJAN et al., 2003). A relagdo de unidades
guaiacila e siringila foi modificada nas células do xilema ¢ do floema do Coleus spp por
auxina e acido giberélico (ALONI et al., 1990).

A constitui¢do, assim como a arquitetura molecular da lignina, ¢ definida por um
sistema enzimatico complexo responsavel pela formagdo biossintética dos precursores
intermediarios e finais (Fig.1), enquanto as peroxidases tém sido quase especificamente
responsaveis pela fase determinante da polimerizagdo na parede celular (LAUVERGEAT et
al., 1995). As peroxidases sdo enzimas glicosiladas distribuidas em plantas,
microorganismos e animais, ocorrendo também como isoenzimas e podem ter sua atividade
afetada por processos externos como mudancas no fotoperiodo, ataque de patdogenos, etc
(ELFSTRAND et al., 2002). No caso da lignina, a peroxidase catalisa reacdes de
oxiredugdo levando a reducdo do peroxido de hidrogénio (CHEN et al., 2002). A atividade
da peroxidase estd presente principalmente na parede celular de tecidos propicios a
lignificacao (KHINDARIA & AUST, 1996). Outras oxidases também ja foram descritas no
processo de polimerizacao da lignina

ABREU et al. (2001) propde duas etapas durante a formagdo da lignina, oxidagao
horizontal (mediadas totalmente por enzimas) que ocorrem dentro do compartimento
citoplasmatico e a oxidacao vertical (parcialmente mediada por enzimas) que ocorre na
parede celular, respectivamente. Através de um processo de oxireducdo forma-se o radical
fenoxidos e, estruturas de ressondncia que em seguida sofrem reagdes de acoplamento, cujo
processo dirigente ainda ndo estd claramente definido (LEWIS & SARKANEN, 1998).
Portanto, todos esses detalhes sobre a organizacdo estrutural devem contribuir
extensivamente com as propriedades fisicas e mecéanicas da madeira. De acordo com esta
visao a presenga de ligacdes do tipo B-O-4 tem papel importante nas propriedades da
madeira (ABREU et al., 1999).

Especialistas em bioquimica da madeira tém interesse pelo controle da biossintese
de lignina e sua deposi¢do nas camadas da parede celular, entdo, o conhecimento da
distribui¢do de lignina contribui para a produgio de pasta quimica de polpa celulosica, onde
a lignina é o principal entrave operacional (WHETTEN, & SEDEROFF, 1995). A
progressiva taxa de crescimento das arvores, o volume dos troncos e o encurtamento no
tempo de rotagdo sdo fatores observados com o objetivo de obter arvores produzindo mais
biomassa por unidade de area para a utilizacdo da madeira com a finalidade estrutural
(ERIKSSON & MORITZ, 2002).
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Figura 1. Formagao biossintética dos precursores da lignina.

Entretanto, o teor de lignina e seu perfil estrutural, t€m sido considerados como
fatores determinantes na utilizacdo de madeira para diversos fins, neste sentido foi
mostrado que o gene regulador na biossintese do horménio vegetal giberelina, no alamo
hibrido (Populus tremula x Populus tremuloide) tem papel importante na taxa de
crescimento e biomassa (ERIKSSON & MORITZ, 2002). As arvores transgénicas tém
maior niumero de fibras no xilema que as espécies do tipo selvagem, sendo que, as fibras
longas sdo desejaveis na producdo de papel mais resistente, no entanto, ndo ha, até o
momento, comprovacdo da possivel influéncia das técnicas silviculturais tradicionais de
produgdo influenciando nesta caracteristica (CHELIAK & ROGERS, 1990). Entdo, o
conhecimento e¢ a manipulacdo dos elementos envolvidos na regulacao desses genes
possibilitara a obtencao de plantas com teores de ligninas mais adequados aos diversos fins
industriais (VAN DOORSSELAERE, 1995; HU et al., 1999).

A lignina confere rigidez e prote¢do as plantas, sendo atuante nas paredes das
células dos vegetais lenhosos e quando depositada no estadio inicial de lignificacao ¢ rica
em unidade guaiacila com estruturas condensadas, ao passo que a lignina depositada
posteriormente se torna rica em unidade siringila (LEWIS & SARKANEN, 1998). Ha a
possibilidade de que, com os tratamentos hormonais, haja uma interferéncia no sistema
gendmico gerando expressdes enzimaticas que medem a formacao da lignina na parede
celular (HIGUCHI, 1997). As caracteristicas da lignina atuando como agente de defesa ¢
importante principalmente na planta jovem, pois, nessa fase, a planta estd mais suscetivel a
interferéncias bidticas e abiodticas que podem afetar o seu pleno desenvolvimento (ABREU,
1994). A composi¢do ¢ conseqiiéncia da rota biossintética do acido chiquimico até os
precursores intermediarios para a formacdo das ligninas, no entanto, a relacdo da
composi¢do da lignina e as suas respectivas estruturas quimicas adquiridas e seus efeitos
sobre a madeira tém sido pouco pesquisados (WHETTEN et al., 1998; ABREU, 1994;
LEWIS & YAMAMOTO, 1990).

A atuacdo dos hormonios intrinseca a diferenciagdo celular altera o processo de
lignificacao, nestes termos, 0s passos inerentes a formacgao da lignina sao afetados, de modo
que plantas podem produzir certas quantidades e tipos diferentes de lignina, se o ciclo dos
hormonios forem alterados (FUKUDA & KOMAMINE, 1982).

2.2 Eucalipto

Como ¢é citado em MOURA & GUIMARAES (2003), o género Eucalyptus tem
mais de 500 espécies e ¢ o mais plantado no mundo. A producdo de polpa de papel tem
destaque na demanda de madeira nos paises industrializados, incluindo o Brasil



(BARREIROS et al., 2002).

Uma grande propor¢do da varia¢do nas propriedades quimicas e fisicas da madeira ¢
controlada por genes expressados durante diferenciagdo do xilema, e o acesso ao gene
receptor para o estudo da base molecular das propriedades da madeira requer o isolamento,
caracterizagdo e mapeamento deste gene expressado no xilema, um tecido que forma a base
da madeira, que ¢ transformado em milhdes de dolares pela industria de polpa celuldsica
(KIRST et al., 2001). Em relacdo ao Eucalyptus grandis (Hill ex Maiden), CROMER et al.,
(1993), afirma que ¢ uma importante espécie comercial que pode alcancar alta taxa de
crescimento se a nutricdo e d4gua nao forem limitados.

2.3 Hormonio vegetal e suas implicacdes fisioldgicas e morfoldgicas nas plantas

O conceito classico de hormonio envolve trés elementos fundamentais: sintese de
influéncia quimica em um organismo; transporte ¢ a agdo da atividade quimica em um
segundo organismo para controlar um processo fisiologico especifico (WEYERS et al.,
1987).

Os hormonios vegetais controlam o processo de xilogénese (ZIMMERMANN &
BROWN, 1971). Andlises de alta resolugdo de distribuicdo de auxina em tecidos da regido
cambial, combinado com a analise de plantas transgénicas com distribui¢do de auxina
marcada, sugerem que auxina prové informacdo de localizagdo para a morte de células do
meristema e provavelmente também para a duracdo de expansdo de células. Para
HINOJOSA (2000) os hormdnios vegetais, ou fitormonios, sdo substancias organicas
naturais, nao sdao vitaminas nem nutrientes € em pequenas concentragdes S0
biologicamente ativas, possuem a capacidade de promover, inibir e modificar, causando
alteragdes fisiologicas e/ou morfologicas (CASTRO, 1988; VIEIRA & MONTEIRO,
2002). Depois da descoberta da auxina, algumas investigagdes conduziram a descoberta de
outros hormonios: pesquisas em patdgenos de plantas conduziram a giberelina; esforcos
para cultivar tecidos conduziram a citocininas; o controle de abscisdo e dorméncia
conduziram ao acido abscisico; e os efeitos do gas iluminacdo e fumaca conduziram ao
etileno (DAVIES, 1995). Toda espécie viva (vegetal e animal), possue substincias
elaboradas que sao transportadas para diferentes orgdos, e produzem efeitos fisiologicos
tais como ativacao do desenvolvimento geral e a diferenciacdo de determinados tecidos, ou
mesmo a regulacdo das reagdes metabolicas, e, recentemente, substancias como poliaminas,
jasmonatos, acido salicilico, brassinosterdides e o peptideo de sistemina foram somados a
esta lista de substancias que agem como hormoénios vegetais (DAVIES, 1995). Hormodnios
vegetais tém um papel ativo essencial, controlando o crescimento e desenvolvimento de
plantas e ¢ geralmente descrito como uma substidncia organica sintetizada em uma
determinada parte da planta (FUKUDA, 1996). Os hormdnios vegetais sdo distinguidos
por terem importantes papéis na diferenciagdo do xilema e floema (ROBERTS et al., 1988).
Segundo ROBERTS (1988), muitos, se ndo todos os processos fisiologicos parecem ser
regulados por duas ou mais dessas classes de hormonios (auxina, etileno, citocinina,
giberelina) simultaneamente ou em alguma ordem seqiiencial. Os hormonios atuam sobre
proteinas chamadas de receptoras e os sinais hormonais sdo freqiientemente amplificados e
avancam por rotas bioquimicas através de substincias intermediarias chamadas de



mensageiros secundarios (NAGATA, 1995). Muitas das respostas a hormonios vegetais sao
mediadas através de mudangas na expressdo génica dentro do nucleo, sendo os genes
especificos ativados ou desativados como resultado da agdo hormonal. Finalmente, os
hormoénios afetam o crescimento celular ao causar mudancas na arquitetura e nas
propriedades quimicas da parede celular (FUKUDA, 1996). Este fenomeno ¢ influenciado
pelo hormonio auxina, assim como o aumento da sintese protéica, respiragdo para fornecer
a energia necessaria, ¢ a entrada de dgua na célula (DAVIES, 1995). H4 a possibilidade de
que com tratamentos hormonais, haja uma interferéncia no sistema genomico gerando
expressdes enzimaticas que medeiam a formagdo da lignina dentro da parede celular
(HIGUCHI, 1997).

O 4cido 3-indol-acético ¢ a tUnica auxina de ocorréncia natural conhecida e
dependendo do tecido envolvido e outras circunstancias, a auxina pode estimular a divisao
de células, alongamento e a diferenciacdo celular (BANDURSKI & NONHEBEL, 1984).

A auxina ¢ indubitavelmente o principal hormoénio na diferenciacdo do floema e do
xilema (THOMPSON & JACOBS 1966, ALONI, 1980; SACHS, 1984; WARREN &
WARREN, 1984). A auxina ¢ definida como um regulador do crescimento das plantas, o
qual estimula o alongamento das células do broto e assemelha-se ao 4cido 3-indol-acético
no espectro da atividade fisiologica (DAVIES, 1995). A base molecular para a acdo da
auxina em qualquer processo fisiologico, ainda permanece desconhecida, mas, em
experimentos com células isoladas do mesofilo de Zinnia spp foram obtidos os primeiros
sinais do espessamento da parede secundaria em 77 horas de cultura em cinetina, porém,
ndo ¢ precisamente conhecido em que duragdo de tempo, a auxina atua neste mesmo
periodo (FUKUDA & KOMAMINE, 1980). A auxina pode ter fungdes reguladoras
também no RNA e na sintese de proteina entre 24 e 60 horas em cultura de tecido, e isto
envolve possivelmente a sintese de enzimas ou tubulinas durante a citodiferenciacao
(FUKUDA & KOMAMINE, 1983). Depois de 77 horas, mudangas nas peroxidases
(MASSUDA & FUKUDA, 1983) e enzimas ligadas a lignificagdo (FUKUDA &
KOMAMINE, 1982), ndo sdo detectadas durante a xilogénese. Porque a inibi¢do da
atividade da enzima PAL (fenilalanina amoénia—liase) e lignificacdo, ndo impedem a
formagdo da parede secundaria durante a xilogénese, e a lignificagdo ndo parece essencial
para a iniciacdo da xilogénese (SMART & ARMHEIM, 1985).

E discutido ha muito tempo que auxina representa um papel essencial na atividade
cambial em plantas lenhosas, e sua atuagdo promove pequena divisdo celular, mas as
derivadas do cambio formadas sofrem uma diferenciagao normal e espessamento da parede
da célula (WAREING, 1958; BRUCK & PAOLILLO, 1984). A auxina ¢ indubitavelmente
o hormonio mais importante para a diferenciagao do floema e do xilema (THOMPSON &
JACOBS 1966, ALONI 1980, SACHS, 1984; WARREN & WARREN, 1984).

As paredes celulares crescem tanto em espessura quanto em area, € sua extensao ¢
um processo complexo sobre o controle bioquimico do protoplasto, sendo um processo de
afrouxamento da estrutura da parede, assim como o aumento da sintese protéica, respiragao
para fornecer a energia necessaria e a entrada de 4gua na célula sdo comandados pela
auxina (ROBERTS et al., 1988).

O AIA (Acido indol acético) exdgeno demonstrou, através de raizes isoladas de
Raphanus sativus ser necessario a inicia¢do e crescimento cambial (TORREY & LOOMIS,
1967). O crescimento do cambio vascular ¢ inibido quando os fornecimentos de AIA
endogenos para a regido do cambio sdo diminuidos pelo arrancamento de brotos,
desfolhamento ou pela aplicacdo de um inibidor de AIA (LITTLE & SADVIGE, 1987,



SUNDBERG et al., 1990). A ocorréncia do AIA (Acido indol acético) na zona cambial tem
sido confirmada em muitas espécies de coniferas (LITTLE et al. 1978; FUNADA ET AL.
1987; SAVIDGE, 1990). Em Pinus sylvestris, o AIA esta principalmente, presente na zona
cambial (SUNDBERG et al., 1990). Enquanto em Pinus contora este mesmo horménio
mantia papel importante na diferenciagdo do xilema (SAVIDGE et al., 1982). A quantidade
de AIA na zona cambial difere também em relacdo ao peso da copa da arvore, quando um
conjunto de células vasculares do caule do Coleus spp foi excisado, percebeu-se que as
células do parénquima e dos elementos de traquedides diferenciaram-se perceptivelmente
(FUNADA et al, 1987).

O inibidor enddgeno que foi mais examinado com relagdo a diferenciag@o vascular é
o acido abscisico, ¢ as opinides sdao divididas em relagdo as propriedades regulatorias em
citodiferenciagdo (ROBERTS, 1988). De acordo com WODZICKI & WODZICKI (1980)
ha uma acumulagao gradual de 4cido de abscisico na zona cambial e no floema mais jovem
na regido basal de caule de Pinus silvestre, proxima do fim da estagdo de crescimento.
Aumentos em dacido de abscisico podem inibir o transporte polar de auxina e, como
resultado, tarda o colapso da autdlise dos protoplastos durante a fase final de diferenciacao
de traqueodides (ROBERTS, 1988). Uma demora na citodiferenciagdo retarda a fase de
maturacdo e resulta na formacdo de traqueodides espessos caracteristicos de lenho tardio de
conifera (ROBERTS, 1988). A aplicagdo apical de 4cido abscisico reduziu a amplitude de
transporte morfogénico de auxina de acordo com WODZICKI et al. (1979). JENKINS
(1974) demonstrou que o acido abscisico injetado no caule de muda de Pinus radiata
durante formac¢ado de lenho juvenil produz uma redugdo no didmetro radial de traquedides e
diminui a atividade mitdtica das células do cambio vascular.

O etileno ¢ um hormodnio vegetal que afeta varios aspectos da formacao da madeira,
inclusive crescimento em diametro, lignificagdo e formacdo de lenho de reacdo
(YAMAMOTO & KOZLOWSKI, 1987a). Para o entendimento do papel do etileno na
formacgao do lenho, foi escolhido o 4lamo como modelo, e neste experimento foi focada a
formagdo do lenho de reacdo (ANDERSSON et al., 1987). Para ROBERTS (1976) em seus
experimentos, o etileno foi um hormdnio oculto na inicia¢do da diferenciacdo de elemento
de traquedide. No entanto, evidéncias, ligam o etileno a diferenciacdo de elementos dos
traquedides, inclusive efeitos na citodiferenciagdo durante cultura de tecidos de plantas, ele
também promove a diferenciagdo de floema em mudas de Ulmus spp (YAMAMOTO et al.,
1987a), Pinus spp (YAMAMOTO & KOZLOWISK, 1987b) e Thuja spp (YAMAMOTO
& KOZLOWSKI, 1987).

Ha dados que apdiam a hipdtese de que o etileno tem um efeito sinergistico sobre a
xilogénese na presenca de auxina e citocinina, controlando a lignificagao nas células de
xilema diferenciado pela regulacdo da atividade da peroxidase na parede (MILLER et al.,
1985). Em relagdao aos caminhos ligados a biossintese de polifendis, como a lignina,
procedem de observagdes que durante a gomose no Prunus spp e o kino no Eucalyptus, sdo
caminhos mediados pelo etileno (NELSON & HILLIS, 1978 OLIEN & BUKOVAC,
1982). Dessa forma, os principais papéis do etileno, estariam ligados a regulagdo da PAL
(fenilalanina-amodnia-liase) e da peroxidase que sao enzimas participativas da biossintese de
lignina (GASPAR et al., 1982). Os papéis do etileno na diferenciagdo do xilema sdo
desconhecidos, uma hipotese € que o etileno controla a lignificacao diferenciando células
de xilema pela regulacdo de atividade da peroxidase na parede celular (MILLER et al.,
1985).

Xiloglucam ¢ um polssacarideo importante na parede das células vegetais em



crescimento (TAKEDA, et al., 2002). Em experimento, o xiloglucam foi incorporado a
parede de células de segmentos de caule de ervilha e induziu o rearranjo dos microtibulos
corticais de transversal para longitudinal, entretanto, o oligossacarideo da parede
solubilizou xiloglucam que foi adsorvido pela parede da célula e manteve os microtubulos
na orientagdo transversal, isto propde que o metabolismo do xiloglucam controla o
alongamento das células vegetais (HAYASHI et al., 1994). Xiloglucam ocorre amplamente
nas paredes primdrias de plantas superiores, possui uma cadeia principal 1,4-B-glucam com
ramificagdes de  1,6-a-xilosil. A cadeia principal de 1,4-B-glucam pode ligar-se,
especificamente, a celulose das microfibrilas através de ligagdes de ponte de hidrogénio
(HAYASHI et al, 1994). O xiloglucam provavelmente contribui para a rigidez da parede da
célula formando ligagde cruzadas como as microfibrilas adjacentes (HAYASHI, 1989).

O brassinolideo, lactona esteroidal promove o crescimento do vegetal quando
aplicado as plantas em concentra¢des abaixo de 10 pug/ml, o produto da Brassica, nome
latim da planta a qual foi isolada, e o sufixo “olide” ¢ caracteristico das lactonas
(MARUMO et al., 1968). Depois do isolamento e identificacdo do brassinolideo, varios
esteroides relacionados estruturalmente foram isolados. Brassinolideo ¢ o primeiro e o
mais ativo componente da familia dos brassinosteréides (BROSA et al., 1996).

As poliaminas por PHILLIPS et al. (1987) tem um papel na indugdo da divisdo e
alongamento de células (DAYKIN, et al., 1997) e xilogénese em explantes excisados de
tubérculo de alcachofra dormente (Helianthus tuberosus). As poliaminas em presenca de
auxina e citocinina promovem uma seqiiéncia de processos que se inicia com uma fase de
ativacdo (0-24h); atividade mitdtica (24-48h) e diferenciacao de xilema (depois de 48h)
(FRIEDMAN et al., 1986; PHILLIPS et al., 1987).

Alguns estudos apontam que as poliaminas estdo envolvidas nos sistemas dos
protoplastos de muitas plantas (HUHTINEN, et al., 1982); e que também ha um aumento
nos niveis desse hormdnio depois de aplicagdo de giberelina em ervilhas anas crescidas sob
luz (KAUR-SAWHNEY, et al., 1986).

A diamina-oxidase e a poliamina-oxidase que estdo relacionadas com as poliaminas,
ocorrem esporadicamente no reino vegetal e tém sido enfatizadas por estarem presentes no
grao de cevada (Hordeum vulgare L.) em desenvolvimento e também por terem um
possivel papel na producio de perdxido de hidrogénio requerido pela peroxidase envolvida
na formacao da lignina (ASTHIR, et al., 2002).

Nas plantas superiores distingue-se o meristema apical e o lateral, enquanto os
meristemas apicais sao responsaveis pelo crescimento primario por gerar raizes € brotos, os
meristemas laterais promovem o crescimento secundario freqiientemente associado com a
formagdo da madeira (MAUSETH, 1988) Populus por exemplo apresenta um sistema
modelo para o estudo de xilogénese, sendo a forma¢ao da madeira (xilema secundario) um
processo ordenado de desenvolvimento que envolve divisdo, expansdo, deposi¢cdo de parede
secundaria, lignificagdo e morte programada das células (KOZLOWSKI et al., 1991).
Devido o lenho ser formado em um ambiente variavel e sujeito ao controle de
desenvolvimento, as células de xilema sdo produzidas em diferentes tamanhos, formas,
estrutura de parede, textura e composicao (MAUSETH, 1988).

O meristema cambial parece ser impossibilitado de disponibilizar suas reais
necessidades dos hormonios vegetais auxina e giberelina, e, sendo o broto o principal local
da sintese de auxina, fica evidente a relacdo entre a atividade cambial e o crescimento axial
(LITTLE & SAVIDGE, 1987).

Em um estudo detalhado da transicdo do lenho juvenil para lenho tardio em



coniferas LARSON (1962), enfocou que variagdes nas caracteristicas dos traqueoides
podem estar relacionadas as mudangas no nivel de auxina produzida pelas aciculas, em
resposta ao fotoperiodo entre outros fatores ambientais.

As informagdes advindas da anatomia e da fisiologia contribuiram para o
conhecimento de que as classes de hormoénios até entdo conhecidas apresentam uma
importante contribui¢do na xilogénese (RICHARDSON, 1960). A expressiva interferéncia
hormonal na xilogé€nese, que atua diretamente nos processos bioquimicos e estruturais do
lenho, pode ser controlada de acordo com o objetivo a que se destina a utilizacdo da
madeira (HIGUCHI, 1997).

2.4 Giberelinas

As giberelinas se originam de uma ramificag¢do da rota dos diterpendides (HEDDEN
& KAMIYA, 1997; BIEMELT, et al., 2004), e sua biossintese (OLSZEWSKI et al., 2002;
IWASAKI et al., 2003), de acordo com a localizagdo e natureza da enzima envolvida
(AACH et al., 1997), pode ser dividida em trés maiores estddios (HEDDEN & PHILLIPS,
2000). A formagao da GA ¢ iniciada pela ciclizagdo de geranil-geranil difosfato no plastidio
(LICHTENTHALER et al., 1997). Logo, a GA;-aldeido ¢ formada pela agdo de citocromo
P450-dependente mono-oxigenase sobre o exterior do reticulo endoplasmatico
(HELLIWELL et al., 2001). A GAj;-aldeido ¢ a primeira GA produzida, é, portanto, o
precursor de todas as outras giberelinas, sao formadas no citosol em um sistema metabdlico
complexo, variando entre espécies, fase de desenvolvimento e tecido especifico
(KOBAYASHI, et al., 1996).

Em experimento realizado com segmentos tirados de caules de plantas de erva mate,
com 22 anos de idade, usando as giberelinas GA|, GAs, GA4 ¢ GA7; em meio de cultura
solido com concentragio de (0,1- 1- 10 mg.I"") SANSBERRO et al., (2000) chegaram aos
seguintes resultados: as giberelinas GA; e GA4 promoveram significativamente a producgao
de brotos maiores que 5 mm comparado com o controle quando as doses foram de 5 mg .I"
e 1-5 mg 1! respectivamente; GA; ¢ GA7 ndo tiveram efeitos ou foram inibidores nas
diferentes concentragdes.

Ja em um experimento realizado por SARKAR et al., (2004) foram usadas mudas de
cevada (Hordeum vulgare L.) com o intuito de relacionar os niveis de giberelinas, altura e
tolerancia ao estresse; para isso as plantas foram expostas a uma temperatura de 50°C por
trés horas e frio intenso e as mudas que ficaram em casa de vegetacdo foram tratadas com
inibidores de giberelina. A analise destas plantas revelou uma correlagdo negativa entre a
altura e a tolerancia ao estresse, € também que as mudas mais baixas com menores niveis
de giberelinas ativas para o crescimento sdo mais tolerantes ao estresse.

Outra caracteristica relacionada aos efeitos das giberelina especialmente a GAj foi
observada por MOTA et al., (2002) quando trabalhavam em um experimento com banana.
Eles observaram que esta giberelina afetou o comego da degradacdo do amido e mudou o
padrao das atividades da amido-fosforilase.

As pesquisas ndo se restringem somente as frutiferas; segundo DUNBERG &
ODEN (1983) varios relatorios tém relacionado as giberelina com os processos de
desenvolvimento e diferenciacdo sexual em espécies de coniferas. Neste sentido
FERNANDEZ et al., (2003) realizaram um experimento quantificando as giberelina GA,
GA;3, GA4, GA7, GAy, ¢ GAy em cones masculinos de arvores jovens ¢ maduras de Pinus
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radiata através da combinagdo da espectrometria, cromatografia e o0 monitoramento de ions
selecionados; e tiveram como resultados niveis mais altos de GA; e GAy e niveis mais
baixos de GA4 em brotos vegetativos juvenis comparados com os brotos mais maduros,
nao houve nenhuma diferenca em relacdo a idade para as giberelinas GA;, GAs e GAy. A
giberelina também estd envolvida na atividade cambial e ¢ sabido que existe forte
sinergismo com a auxina no desenvolvimento normal do cambio (WANG et al., 1992).
Com a atuagdo somente da giberelina o cAmbio sofre uma divisdo, mas sem diferenciacao
celular (WAREING, 1958; DENNE & WILSON, 1977).

No experimento realizado com entrenés de segmentos de caule de arroz alagado
(Oryza sativa L.) AZUMA et al., (2003) examinaram os efeitos interativos do etileno,
giberelina e acido abscisico a uma baixa umidade relativa, embora o etileno sozinho
dificilmente promoveu o alongamento de entren6é de se¢des do caule, a uma umidade
relativa de 30%, ele intensificou o alongamento de entrend induzido por GAs; ja com o
acido abscisico este efeito promotor ndo foi encontrado nos entrends tratados com etileno
ou com GA; a 30% de umidade relativa ou nos entrends tratados com etileno e/ou
giberelina a 100% de umidade relativa.

ASTHIR, et al., (2004) relacionaram o aumento de giberelina induzida com os
niveis de poliamina e amina-oxidases em epicdtilo, raiz e folha de mudas de cevada
(Hordeum vulgare L.) e concluiram que houve um significante aumento na taxa de
alongamento do epicétilo e folha em mudas de cevada da cultivar Maythorpe tratadas com
acido giberélico comparada com a cultivar Golden Promise e que as poliaminas podem
representar um papel em giberelina induzida no alongamento de epicotilo e folha de
cevada.

MICHAELS, et al., (1999) realizaram um experimento onde o mutante de
Arabidopsis (ga 1-3) que contem um supressor em uma enzima que catalisa um passo
prematuro na sintese de acido giberélico.

Ao contrario da citocinina, a qual estimula a atividade mitdtica na presenca da
auxina nas culturas de tecido, as giberelinas ndo tém forte efeito no progressivo numero de
células em suspensdo das culturas em que a biossintese da giberelina endégena tem sido
bloqueada (RAPPAPORT, 1980). As giberelinas ativas mostram muitos efeitos
fisiologicos, cada um depende do tipo de giberelina presente bem como a espécie de planta
e entre os varios processos fisioldgicos induzidos pelas giberelinas, estd o estimulo ao
alongamento do caule (HEDDEN & PROEBSTING, 1999), estimulando a divisdo e
alongamento de célula (DAVIES, 1995; KENDE & ZEEVAART, 1997). O crescimento
longitudinal envolve o alongamento de unidades funcionais do caule como folha, broto
axilar, entreno subjacente depois de um periodo de dorméncia (crescimento fixo) ou a
iniciacdo simultanea e extensdo de novas células do caule (crescimento livre), ou alguma
combinacdo destes dois processos (LANNER, 1976). Com relagdo a estimulacdo do
crescimento longitudinal (WANG et al., 1995) sabe-se que as giberelinas afetam tanto a
plasticidade das paredes celulares como também o componente osmodtico do potencial
hidrico responséavel pela entrada de dgua nas células vegetais (PHARIS et al., 1991). Ao
promoverem a biossintese de enzimas que hidrolisam o amido, a sacarose e a frutose, as
giberelinas contribuem para o aumento da concentracdo de solutos e conseqiientemente
para a reducao do potencial hidrico no interior das células (CASTRO, 1988).

As fibras sdo células longas e estreitas, com paredes secundarias espessas que sao
normalmente lignificadas, sua principal funcao ¢ o suporte e sdo encontradas no xilema e
no floema e surgem de iniciais axiais que se alongam muito durante sua maturacao (ALONI
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et al., 1990). Um tipo novo de diferenciacdo, em que células de parénquima entre a
rediferenciagdo de elementos vasculares longitudinais para formarem fibras de floema
regenerativas, foram induzidas em torno de feridas em entrends jovem de Coleus
(ALONIL1976). As fibras regenerativas sdo relativamente lentas para diferenciar e podem
ser observadas em 3 semanas ou mais depois de feridas. Elas alongam-se principalmente
pelo crescimento intrusivo de seus fins basais e apicais (ALONIL,1976). Borrifando as
folhas de plantas intactas com GAjz aumentou o nimero de fibras em juta (SIRCAR &
CHAKRAVERTY, 1960), aumentou a duracdo de fibras em linho (ATAL, 1961), e
aumentou o niumero ¢ tamanho de fibras em outros géneros (STANT, 1963).

SACHS (1972) estudou a diferenciagdo de fibras de floema primario nos elementos
de ervilha (ALONI & GAD, 1982) e achou que a diferenciaciao destes elementos depende
de incentivos que originam nos primodrdios de folhas muito jovens, logo, a remocao deste
primordio impediu a formacao dos elementos de fibra.

Estudos de diferenciagao de fibra de floema primario em Coleus tem mostrado que a
diferenciacdo de fibras ¢ induzida por estimulos que originam em folhas jovens (ALONI,
1978) bem como em folhas maduras (ALONI, 1976, 1978). O uso da excisdo combinada
com partes injuriadas do caule em Coleus tem mostrado que os sinais de diferenciagdo de
fibras originam nas folhas e no fluxo da seiva em uma forma estritamente polar das folhas
para as raizes. Experimentos que realizaram injurias em plantas de ervilha revelaram que os
estimulos indutivos translocam-se polarmente ao longo do eixo da planta, e induzem fibras
ao longo do seu caminho em caule e raiz (GAD & ALONI, 1984).

Seguindo o enfoque da relacdo das folhas com as fibras, ALONI (1979) mostrou
que o papel das folhas na diferenciagdo de fibras de floema primario em Coleus pode ser
substituido por aplicagdes exdgenas de combinacdo de AIA e GAj, considerando que o
GA; sozinho ndo mostrou efeito visivel sobre a formacao da fibra. Evidentemente a GAj3 s6
pode afetar a diferenciagdo da fibra de floema na presenga de auxina, portanto,
combinagdes de AIA com GAj; substituem completamente o papel das folhas em
diferenciagdo de fibra de floema, qualitativamente e quantitativamente (ALONI, 1979). O
efeito dos reguladores de crescimento, concluiu ALONI (1979), sobre a diferenciagdo de
fibras, porém, diminuiu consideravelmente com distancia a crescente da fonte de aplicagao.
Estas conclusdes explicam a diminui¢do provavelmente no nimero de fibras e o seu
aumento no tamanho ao longo do eixo da planta desde as folhas aos apices das raizes
(DENNE & WHITBREAD, 1978; ALONI & GAD, 1982; DODD, 1985).

Quando véarias combinagdes de ambos os reguladores de crescimento eram
aplicadas com lanolina em caules decapitados, concentracdes altas de AIA estimularam a
diferenciagdo rapida de fibras com paredes secundarias espessas, considerando que niveis
altos de GA; produziram fibras longas com paredes delgadas (ALONI, 1979). A indug¢do de
fibras longas pela GA3 ¢ compativel com os constatados em estudos recentes no efeito de
GA; aplicado por pulverizagao em folhas de plantas intactas (ATAL, 1961; STANT, 1963).
A presenca combinada de ambos os reguladores de crescimento (auxina e giberelina) ¢
exigéncia para a diferenciacdo de fibras de xilema secundario em Populus (DIGBY &
WAREING, 1966) ¢ em Phaseolus (HESS & SACHS, 1972). Concluiu-se em
experimentos realizados com aplicacdo AIA e GAj;, que tanto a diferenciacdo de fibras
quanto a conducao de elementos nos filamentos vasculares resultam de uma dependéncia
comum sobre o movimento polar de AIA, a diferenca, porém, estd na diferenciacdo de
elementos de conducao e fibras, € que esse necessita de um estimulo adicional, isto ¢, GA3
(ALONI, 1979; RIDOUTT et al., 1996). As giberelinas sdo hormoénios vegetais que
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induzem o alongamento de células do xilema assim como a diferenciacdo do floema e
combinada a auxina aumenta a diferenciacdo das fibras floematicas (FUKUDA &
KOMAMINE, 1982) ¢ promovem o crescimento de caule e folha (SUN & GUBLER,
2004).

2.5 Citocininas

Citocininas sdo um grupo de hormonios vegetais que promovem divisdo de célula e
exercem um importante papel na regulacdo de varios processos bioldgicos relacionados ao
crescimento ativado, aumento da atividade metabdlica e no desenvolvimento de plantas
(LARA, et al., 2004).

Baseada em evidéncias experimentais KAPCHINA-TOTEVA & YAKIMOVA
(1997), ap6s subculturarem noés isolados de um tipo de roseira (Rosa hybrida L.) cultivados
In vitro, testaram dois tipos de citocininas com trés concentragdes diferentes e concluiram
que 1.0 uM de N°-benziladenina (BA) acelerou a atividade da peroxidase (enzima ligada a
biossintese de lignificagao).

Varios processos morfogenéticos (divisdao celular, ampliagdo e diferenciacdo,
desenvolvimento de flores e fruto, crescimento de gema, dominéncia apical e senescéncia)
sdo controlados por sistemas complexos desenvolvidos pelo metabolismo e regulacao das
citocininas em plantas superiores (AUER, 1997).

Os reguladores de crescimento da classe das citocininas sao muitos empregados em
experimentos biotecnologicos, devido sua atuacdo na célula (FUKUDA & KOMAMINE,
1985; SAKS et al., 1984; ALONI, 1982).

As citocininas sdo reguladores de crescimento de plantas que estimulam a divisdo
celular, e quando sao adicionadas exdgenamente ao tronco da arvore, estimulam a atividade
cambial ¢ a inducdo de auxina (FUKUDA & KOMANINE, 1985; MORK & MORK,
2001). Os estudos descrevem sobre o efeito sinergistico da cinetina e auxina sobre a
xilogénese envolvida em segmentos excisados de caules de ervilha (SOROKIN et al., 1962;
SOROKIN & THIMANN, 1964) e em cultura de tecidos de tabaco (BERGMANN, 1988).
No entanto, a presenga de cinetina teve o objetivo de bloquear a xilogénese durante a
cultura de segmentos de caule excisado de Coleus (FOSKET & ROBERTS, 1964). Em
experimentos com cultura de tecido, a citocinina foi reconhecida por estimular a divisao
celular e por controlar a diferenciagdo de elementos de traquedides (DALESSANDRO &
ROBERTS, 1971) e fibras de xilema secundario (ALONI, 1982). O papel da citocinina foi
estudado durante a diferenciacdo em plantas de Helianthus annuus (SAKS et al., 1984).
ALONI (1982) mostrou que a citocinina ¢ requerida durante as fases iniciais de
diferenciagdo da fibra, embora as mais recentes fases de maturagdo da fibra podem
acontecer na auséncia de citocinina e também que a correlagdo entre o desenvolvimento do
corpo da planta e a diferenciacdo de seus tecidos suportes podem surgir de uma
dependéncia comum nos mesmos sinais de controle de retroalimentagdo broto/raiz.
Realmente, experimentos com plantas intactas de Helianthus apoiaram esta visdo ¢
indicaram que a diferenciagdo do xilema secundario ¢ dependente de um sinal que origina
nos apices das raizes, isto €, sobre a citocinina (SAKS et al., 1984). A citocinina aplicada
ao caule de Coleus aumentou a sensibilidade para a auxina sendo que uma pequena
quantidade de auxina induziu a formag¢ao de vasos condutores (FUKUDA & KOMAMINE,
1982; FUKUDA 1989).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Implantagdo do experimento no viveiro

A primeira fase do experimento ocorreu no viveiro do Instituto de Florestas da
UFRRJ, onde as sementes foram germinadas em tubetes com capacidade de 53cm’,
preenchidos com o substrato (60% de composto orgéanico, 20% de argila, 10% de areia e
10% de vermiculita). Foram utilizadas sementes certificadas do IPEF de procedéncia
conhecida de Eucalyptus grandis (Hill ex Maiden). No viveiro foram feitas trés adubagdes
e tratos silviculturais normais para a formagdo de plantas sauddveis (raleio, limpeza,
irrigacdo). Apods 80 dias foi feita repicagem para 45 tubetes com capacidade de 3,8L, tendo
uma planta por tubete.

3.2 Casa de vegetacao

A segunda fase ocorreu na casa de vegetacao do Departamento de Solos do Instituto
de Agronomia da UFRRIJ. Fase onde foram realizadas as aplicagcdes dos reguladores de
crescimento.

A primeira aplicagdo foi feita aos 90 dias (segunda quinzena do més de Junho). Nas
aplicagdes hormonais cada uma das quarenta e cinco (45) plantas recebeu através do uso da
técnica por capacete de atomizagdo (Fig.2) — sistema constituido por uma camara (garrafa
PET) e usando um sistema proprio para nebulizagcdo, onde foram colocadas as solucdes de
reguladores de crescimento, e um compressor - os 09 tratamentos com as respectivas
concentragdes: GA3 (49,13 uM e 98,26 uM); BAP (111 uM e 222 uM). Solugdes aquosas
dos reguladores de crescimento do 4cido giberélico (GA3), 6-benzilaminopurina (BAP) e
testemunha (G Cjo)) utilizou-se as seguintes simbologias para posteriores combinagdes:
G[1] (49,13 LLM), G[z] (98,26 },LM); C[1] (1 11 },lM), C[z] (222 },lM) (& égua bideionizada
para as testemunhas. O experimento foi estabelecido da seguinte maneira: G (13; G 23 Cpiy;
C[z]; G [1]C[1]; G [1]C[2]; G [Z]C[l], G [2]C[2] (S G[O]C[()] (testemunha) utilizando as respectivas
concentragdes, com cinco repeticoes cada tratamento e delineamento estatistico
inteiramente casualizado.

Cada vaso recebeu 350 mL de agua somente sobre o substrato durante toda a
segunda fase do experimento, sendo que nos dias mais quentes foram feitas duas irrigagdes.
Também nesta fase foram feitas medidas diarias de temperatura e luz. As aplicacdes eram
iniciadas sempre as 5 horas da manha.
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A

Sistema de nebuliza¢do com a solucéo

A

Capacete feito de PET

A
—

Mangueira que leva o ar

Compressor

Figura 2. Sistema de aplicagdo do horménio por capacete de atomizagdo sobre as plantas
em casa de vegetacao.

3.3 Preparacao das solugdes de reguladores de crescimento

Para preparar as solucdes de GA3, 49,13 uM desse regulador de crescimento foram
preparadas solubilizando 17 mg deste produto em agua com algumas gotas de KOH 1M,
colocado em um baldo volumétrico de 1000 mL. O mesmo foi feito para 98,26 uM de GAs,
solubilizando 34 mg.

Para preparar as solu¢des de BAP, foi utilizado 25 mg desse regulador de
crescimento para solubilizar em é4gua + gotas de HCl IM e colocado em um baldo
volumétrico de 1000 mL e completado com agua bideionizada até 1L. O mesmo foi feito
para 50 mg de BAP.

Antes das aplicacoes foi adicionado as solucdes dos reguladores de crescimento 3
pg de uma solucdo aquosa concentrada do tensoativo (classe de espalhante adesivo; grupo
quimico alquil fenol etoxilado e composi¢ao alquil fenol poliglicoléter de concentragdo de
250 g/L) para cada 15 mL de solugdo de reguladores de crescimento inclusive na agua
bideionizada da testemunha. Este produto tem a capacidade de diminuir a superficie de
tensdo de liquidos nas folhas para facilitar a penetragdo da solugdo, garantindo a eficiéncia
de absorcao.

Todas as solugdes foram acondicionadas sob refrigeragdo.
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3.4 Aplicacao

Um recipiente confeccionado com uma garrafa PET revestiu a parte aérea das
plantas durante as aplicagdes. O tempo de aplicagdo por planta foi de 2 minutos/planta,
comecando sempre as 5 horas da manha nas mesmas condi¢des de fluxo e pressdo. Foram
feitos sete aplicacdes com um intervalo de 10 dias entre as aplicagdes. No término dos
tratamentos foi dado um intervalo de 10 dias para coletar as plantas tratadas para o comego
das andlises. Este intervalo foi definido para melhor visualizar o efeito da ultima aplicacao.

3.5 Coleta do material vegetal

A coleta do material foi realizada separando as partes do caule, determinando cada
uma para um tipo de andlise e acondicionando-as devidamente em local apropriado
(refrigerado): a parte proxima a base foi utilizada para estudos de anatomia e até antes do
terceiro entrend para analise quimica.

Os cortes anatdmicos, montagem de laminas, captura de imagens, medigdes de
fibras e vasos foram realizados no Laboratério de Anatomia Estrutural do Centro de
Pesquisas do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro. As analises quimicas foram realizadas nos
Laboratorios de Quimica e de Biotecnologia da Madeira do DPF do Instituto de Florestas
da UFRRYJ, e no Laboratdrio de Produtos Naturais de Far-Manguinhos, FIOCRUZ.

3.5.1 Preparacao do material para analise citologica

O primeiro segmento das bases dos caules (a partir de 1 cm) — usados para os cortes
transversais - foram coletadas de todos os tratamentos e colocados imersos imediatamente
em frascos contendo solugdo conservadora (FAA): 5 mL de formol, 90 mL de alcool etilico
e 5 mL de acido acético (JOHANSEN, 1940).

O segundo segmento foi retirado dos caules — para a dissociacdo — foram coletados
e imersos em frascos contendo solugdo conservante: 150 mL de glicerina, 300 mL de alcool
e 400 mL de agua. As mensuracdes microscopicas foram feitas determinando a espessura
da parede do vaso, didmetro do vaso (corte transversal), comprimento de vaso, espessura da
parede de fibra, comprimento de fibra, diametro de fibras, didmetro do limen de fibra
(macerado).

3.5.2 Teste de cor do reagente de Maule

O procedimento para este teste (LIN & DENCE, 1992) foi realizado em trés etapas:
com permanganato de potassio 1%; dacido cloridrico 3% e hidroxido de amonio
concentrado. Foram feitos vdarios cortes citoldgicos transversais em micrétomo com
espessura de 20 p retirados do segmento do caule a uma mesma altura para todos os
tratamentos (acima de 1 cm a partir da base do caule). Esses cortes foram colocados em
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uma placa de Petri (uma para cada tratamento) ¢ imersos em solugdo de permanganato de
potassio a 1% por 5 min a temperatura ambiente. A solugdo foi descartada e a amostra
lavada duas vezes com agua bideionizada e entdo tratada com uma solugdo de acido
cloridrico a 3% até a cor passar de marrom escuro a marrom claro. Quando necessario,
adicionou-se acido cloridrico 3% para facilitar a descarga da cor escura. A solugdo de acido
cloridrico foi descartada, e a amostra lavada duas vezes com agua. O passo seguinte foi o
tratamento com o hidréxido de amonio concentrado. O teste de Méaule ¢ um procedimento
analitico de reacdo de cor sobre o sobre o tecido ou lignina para verificacdo da presenca de
unidades siringila. Na reacdo de Maiule, o permanganato de potassio ¢ reduzido pela
madeira a dioxido de manganés, que ¢ depositado sobre a fibra; o posterior reage com acido
cloridrico, formando cloro que reage com a lignina (NAKANO & MESHITSUKA, 1992).
Este teste compreende a seguinte reagdo (Fig. 3) (IITYAMA & PANT, 1988):

X —1f

Figura 3. Reagdo de Méule

3.5.3 Teste de cor do reagente de Wiesner

O reagente foi preparado por uma combinagdo de 50 mL de uma solugdo de
floroglucinol 2% em etanol 95% e 25 mL de 4cido cloridrico concentrado. O reagente nao ¢
muito estavel, logo a solugdao de floroglucinol foi armazenada em um vidro ambar (com
rolha de vidro) e misturado com o 4cido cloridrico imediatamente antes do uso. Quando o
reagente foi aplicado em forma de gota sobre o corte de tecido lenhoso, apareceu
instantaneamente uma cor violdcea avermelhada (ADLER et al., 1948). Este teste
compreende a seguinte reagao (Fig. 4):
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Figura 4. Reac¢do do teste de Wiesner

3.5.4 Dissociacao

A dissociacdo foi feita com o segmento do caule retirado logo acima do segmento
utilizado para os cortes transversais. A dissociagdo foi feita com o objetivo de mensurar os
elementos anatdmicos e observar os elementos de vasos e de fibras isoladamente. Os
segmentos de caule selecionados para a maceracdo foram cortados longitudinalmente
(reduzidos a filetes) e a amostra de cada tratamento foi submersa em solucdo (1:1) de dgua
oxigenada e acido acético, ficando por 48 horas na estufa a 60° C, para a dissociagdo do
material. Depois de dissociado o material foi lavado com 4gua bideionizada e corado com
safranina alcodlica 1%.

3.6 Preparacdo do material para analise quimica

A parte do caule utilizada para a andlise quimica foi a retirada da parte superior dos
segmentos usados para os estudos anatomicos até antes do terceiro entrend. Esses
segmentos de caule reservados para a andlise quimica (cinco repeti¢des de cada tratamento)
foram descascados e acondicionados em camara fria e depois moidos.

3.6.1 Obtencao do material lignocelulosico livre de extrativos

Uma certa quantidade de material moido e seco passou por um conjunto de
peneiras, para ser homogeneizado. Essas amostras passaram por uma extragdo continua de
vinte e quatro horas (para cada solvente) em um extrator do tipo Soxhlet utilizando os
solventes segundo a série eluitropica: ciclo hexano, acetato de etila, metanol e por fim uma
extracdo com agua (BROWNING, 1967).

Apo6s o término da extragcdo o material soliivel foi concentrado em um evaporador
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rotatério, armazenado em um dessecador até ficar completamente seco e pesado (para
quantificar os extrativos).

3.6.2 Obtencao da percentagem de proteina total

Esta andlise foi realizada na EMBRAPA Agrobiologia. Para obtenc¢do da proteina
total de cada tratamento, foi usado o material livre de extrativos. Foi quantificado o teor de
Nitrogénio total através do método kjedahl (BODDEY, et al., 1983; BREMMER, 1965b;
LOUREIRO & BODDEY, 1986).

O material necessario foi: tubos de digestdo de 80 mL; erlenmeyer de 125 mL;
Kjeltec auto analyzer; balanga com precisdo de 1 mg; 4cido sulfurico P.A.; solucdo de
hidroxido de sodio 44,4%:; solucgdo indicadora de acido borico 1% e solucao de THAM (Tri
hidroxi amino metano) 0,03N.

Reagentes

Solugdo de hidréxido de sédio 44,4% - foram pesados 444 g de hidroxido de sodio e
dissolveu de 0,8 L de 4gua, transferiu para um baldo de 1 L e aferiu o baldo. Solugdo
indicadora de acido borico 2%.

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

Procedimento

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

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

Com a normalidade do acido, colocou-se o tubo de digestao com amostra no Kjeltec
auto analyzer.

3.6.3 Obtencao do material livre de proteina

Devido a utilizagao de tecido jovem — onde a quantidade de proteina ¢ proeminente
— foi feito um tratamento para solubilizar a proteina total.

Um grama material livre de extrativos foi colocado em erlenmeyer de 250mL (um
erlenmeyer por tratamento) com 40 mL de solugdo de pepsina (1% em 4acido cloridrico 0.1
N) que ficaram em banho-maria a 40°C (13 horas para padronizar todas as amostras).

Ap0s este periodo as amostras foram filtradas em um funil de placa sintetizada sob
vacuo: foram lavadas duas vezes com 48 mL (para cada lavagem) com agua quente;
12,8mL de acido sulfirico (H,SO4) (5%). Em seguida a amostra foi tranferida para um
baldo de vidro com 240 mL de H,SO4 (5%) e colocada em refluxo por uma hora.

Novamente foi transferida para um filtro e sob véacuo: a amostra foi lavada trés
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vezes com 48 mL de 4gua bideionizada quente (para cada lavagem); duas vezes com 32 mL
de etanol (para cada lavagem) e duas vezes com 24 mL de éter (para cada lavagem).

3.7 Lignina insolavel de Klason

Trezentos miligramas de amostra seca (livre de extrativos e proteina) foram
transferidas para um tubo de ensaio, adicionando-se 3mL de 4cido sulfurico 72%. Foram
maceradas com um homogeneizador mecanico de tecidos (Potters — B. Braun Biotech
Internacional) por 3 minutos e maceracdo manual continua durante 1 hora. Os tubos de
ensaio durante a maceracdo foram mantidos a uma temperatura entre 25 a 30°C em banho-
maria. O material foi transferido para um baldo (um para cada tratamento) de 250mL e
diluido a solu¢do de acido sulfurico, adicionando 84mL de agua bideionizada. O material
ficou em refluxo por 4h seguidas e deixado em repouso para sedimentagdo da lignina. A
solugdo de lignina acida foi filtrada em um cadinho de porcelana tarado e colocado em
estufa a 105°C. Por ultimo os filtros contendo as amostras foram pesados calculando-se a
porcentagem de lignina na madeira (EFFLAND, 1977).

Célculo para a percentagem de lignina:

% lignina = [peso seco(mg)/peso da amostra em mg (300mg)] * 100

3.8 Lignina dioxano

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

Inicialmente, foi dissolvido 50mg de lignina em 5ml de piridina, em
seguida, adicionado 5ml de anidrido acético, na proporcao (1:1) durante 48
horas. Depois, a lignina foi recuperada, da mistura reacional em éter etilico
por precipitagdo e lavada cuidadosamente com este mesmo solvente.
Posteriormente, foi seca a frio no dessecador de vidro, com KOH sob vacuo
durante trés dias (ABREU, et al., 2002).

3.9 Determinacéo do teor de metoxila por RMN

A determinag¢do do teor dce metoxila foi realizada por espectroscopia
de RMN'H em um aparelho Bruker AMX-360. Os espectros foram
registrados em cloroféormio deuterado com as ligninas Dioxano acetiladas de
cada tratamento. A determinacdo foi realizada pelo método descrito por
(Abreu & Freirel1995).

3.10 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros da madeira livre de extrativos foram registrados com as amostras
moidas em um moinho gitatorio de bolas em ago inoxidéavel, durante 24 horas. Por se tratar
de espectros de madeira, as atribui¢des foram feitas segundo um padrdo (lignina de
Bjorkman Gallesia gorazema) por onde as séries correspondentes as ligninas foram
atribuidas. Os espectros foram registrados em aparelho de espectrometria no IV por
transformada de Fourier, Perkin-Elmer. Para essa analise foi usada 2 mg de amostra de
material lignocelulosico e 200 mg de KBr.

3.11 Delineamento estatistico

O experimento implantado ¢ fatorial completo com delineamento inteiramente
casualizado, sendo composto de trés fatores e cada fator com trés niveis. Para as analises
anatomicas (diametro, limen, espessura de parede e comprimento de fibra; diametro,
comprimento e espessura do vaso) foram usadas 25 repeti¢des, para a lignina de Klason 3
repeticdes e para a altura e diametro da planta foram usadas 5 repeti¢des. Foram feitos
testes de normalidade (5% de probabilidade), andlises de variancia, teste de Tukey (5% de
probabilidade), testes de homogeneidade de variancias (Hartley, Cochran e Bartlett) para
todos os tratamentos.

Segundo STORK et al. (2000), os tratamentos que compdem cada fator sdo os
niveis do fator e as combinagdes entre os niveis dos fatores formam os tratamentos do
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experimento fatorial.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os dados analisados tiveram distribui¢do normal, quando submetidos ao teste
de Kolmogorov-Smirnov, ao nivel de significancia de 5% para teor de lignina, altura final,
diametro final, didmetro da fibra, limen da fibra, comprimento da fibra, espessura da
parede da fibra, comprimento do vaso, didmetro do vaso e espessura da parede do vaso. Foi
também verificada a homogeneidade das variancias, pelo teste de Bartlett com a mesma
significancia.

4.1 Diametro da fibra

Através da andlise de variancia e pelo teste de Tukey, realizados para o didmetro da
fibra foi possivel perceber que em presenca de ambas concentragdes de GAsz (Gyij e Gpa)
houve um aumento no didmetro da fibra, além de uma diferenca significativa em relacdo a
testemunha (Tab. 1). Resultado semelhante se confirmou em Pinus radiata, quando um
pequeno teor de giberelina ¢ adicionado ao caule dessa planta, além da formagado de xilema
no caule, houve também um aumento no diametro do traqueideo (PHARIS, et al., 1981).

Em presenga dos tratamentos Cjj; € Cp2; que usaram BAP também aumentaram o
diametro da fibra (15,88 pum e 16,22 um) (Fig.5) em relagdo a testemunha, porém o
aumento do diametro das fibras proporcionados pela presenga dos tratamentos com o GA3
foram maiores.

Figura 5. Fibras do tratamento Cp;; (111 uM de BAP).

As combinagdes (Fig. 6) entre o0 GA3 e BAP (Gp11Cpiy € Gp11C2;) ndo apresentaram
diferencas significativas entre si. J4 os tratamentos Gp21Cpij e Gp2)Cpz apresentaram diferenga
entre si, sendo que em presenca do tratamento GpCpy), os didmetros das fibras foram
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compativeis com os tratamentos Gpjje Gy, 1sto €, aumentaram.

Tabela 1. Comparag¢des multiplas entre as médias do diametro de fibra (um)

GA;
G Gy Grz
Cio 13,33aA 20,39bB 20,37bA
BAP Cpy 15,88aB 14,87aB 15,78aB
Cp 16,22aB 15,42aB 19,64bAC

Nota: letras mintsculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiuisculas entre linhas, a 5% de significancia; GA; (4cido giberélico), Gy, (auséncia de GAj), Gy,
(presenca de 49,13 uM de GA;), Gz (presenga de 98,26 uM de GAj;), Cjo) (auséncia de BAP), C;;; (presenga
de 111 uM de BAP), Cp;; (presenca de 222 pM de BAP).
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Figura 6. Interagdes dos tratamentos para o didmetro da fibra.

4.2. Diametro do lamen da fibra
As comparagdes entre as médias (Tab. 2) mostraram que em presenga dos

tratamentos Cpaj, Gpi7, Gpzj € G2jCyz), 0s didmetro do limen da fibra aumentaram, diferindo
significativamente da testemunha (7,41 pm).
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A Figura 7 mostra as variacdes no didmetro do limem da fibra de acordo com os
diferentes tratamentos.

Tabela 2. Comparagdes multiplas entre as médias do didmetro do lumen de fibra (um)

GA;
G Gy Grz
Cpop 7.41aA 13,59bA 12,61bA
BAP Cpy 9,48aA 8,31aB 9,10aB
Cp 11,52aB 9,44bB 11,66aA

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiuisculas entre linhas, a 5% de significancia; GA; (4cido giberélico), Gy, (auséncia de GAj), Gy,
(presenca de 49,13 uM de GA;), Gz (presenga de 98,26 uM de GAj;), Cjo) (auséncia de BAP), C;;; (presenga
de 111 uM de BAP), Cpy; (presenca de 222 pM de BAP).
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Figura 7. Interagdes dos tratamentos para o diametro do lumen da fibra.

Na auséncia de GA3, o tratamento com a maior concentragdo de BAP (Cypy)) diferiu
significativamente da testemunha e aumentou o diametro do limen da fibra. O tratamento
Cp1; ndo diferiu significativamente dos tratamentos que usaram a combinacdo de GAj e
BAP como G[l]Cm, G[Q]C[l], G[l]c[z] (¢ G[O]C[o] (testemunha),
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4.3.Comprimento da fibra

Os tratamentos Gy € Gpzj que usaram as duas concentragdes isoladamente de GA3
ndo tiverem diferenga significativa entre si, porém, em relacdo a testemunha, a presenca
desses tratamentos diminuiram o comprimento da fibra de Eucalyptus grandis (Tab.3).
No entanto, ndo foi esse o resultado para o comprimento de fibra do xilema em plantas de
Populus robusta (DIGBY & WAREING, 1966) quando o GA; foi aplicado em presenga de
AIA e também para plantas téxteis como o canhamo quando o mesmo foi aplicado as folhas
desta planta (ATAL, 1961); pois em ambos os casos o comprimento das fibras foram
aumentados. ALONI (1979) constatou que altos niveis de GA3 produziu fibras mais longas
em Coleus e aumentou ndo s6 o tamanho, mas também o numero de fibras em varios outros
géneros (STANT, 1963).

Uma redugdo significativa no comprimento da fibra em relacdo a testemunha foi
percebido com a presenga do tratamento Cp;j. No entanto, em presenga da maior
concentra¢do de BAP (Cpy;), ndo houve diferenca significativa em relag@o a testemunha.

Os tratamentos que usaram a combinagdo de GAz e BAP (G1)Ci; € G2)Cpyp) ndo
diferiram-se significativamente entre si em relagdo ao comprimento da fibra. O mesmo
ocorreu com os tratamentos GpCp e GpCpj, porém ambos aumentaram
significativamente o comprimento da fibra (Fig 8).

Tabela 3 Comparagdes multiplas entre as médias do comprimento de fibra (um)

GA3
Giop Gy Gz
Cpoj 568,83aA 516,21bA 518,67bA
BAP Cry 460,52aB 526,66aA 525,47aA
Ci 592,27aA 588,88aB 597,23aB

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiuisculas entre linhas, a 5% de significancia; GA; (4cido giberélico), Gy, (auséncia de GAj), Gy,
(presenca de 49,13 uM de GAj;), Gy (presenca de 98,26 pM de GAj), Cyo; (auséneia de BAP), Cpy; (presenca
de 111 uM de BAP), Cpy; (presenca de 222 pM de BAP).
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Figura 8. Interagdes dos tratamentos para o comprimento da fibra.

4.4. Espessura da parede da fibra

Na auséncia de GAj3, o tratamento Cpj destacou-se por reduzir a espessura da parede

da fibra, diferenciando-se significativamente da testemunha e do Cjj. Entretanto, o Cpy

quando combinado com a maior concentracdo de GAj, aumentou a espessura da parede

(GpiCr2).

Em presenca do tratamento Gy e G, aumentou a espessura da parede da fibra
(Tab. 4) de plantas de Eucalyptus grandis se comparada a testemunha, ja os tratamentos
Gz e Gp2Cppy ndo diferenciaram-se significativamente entre si (Fig. 9).

Tabela 4.Comparagdes multiplas entre as médias de espessura da parede de fibra (um)

GA3
G Gy Grz
Crop 1,06aA 1,20bA 1,31bA
BAP Cpy 1,13aA 1,13aA 1,17aA
Ci 0,82aB 1,07bA 1,35¢A
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Nota: letras minusculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiusculas entre linhas, a 5% de significancia; GA; (4cido giberélico), Gy (auséncia de GAj), Gy
(presenca de 49,13 uM de GAj), Gy (presenga de 98,26 pM de GAj), Co (auséncia de BAP), Cy; (presenca
de 111 uM de BAP), Cpy; (presenca de 222 uM de BAP).
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Figura 9. Interagdes com destaque para Gpjem relagdo aos outros tratamentos.

4.5 Comprimento do vaso

As comparagdes entre as médias para o comprimento do vaso mostraram (Tab. 5)
que em presenga dos tratamentos Gy e G2 ndo houve diferenca significativamente entre si
e em relagdo a testemunha.

Na auséncia de GA3, o tratamento Cjy; diferenciarou-se significativamente entre
a testemunha e o Cppjdiminuindo o comprimento do vaso.

A citocinina induz indiretamente a formacdo de vaso em Coleus, pois quando ¢
adicionada ao caule dessa planta, aumenta a sensibilidade para a auxina que em pequeno
teor induz a formacao de vasos (HIGUCHI, 1997), porém no estudo relacionando aplicagdo
exdgena, este hormonio representado nesse experimento pelo regulador de crescimento
BAP (citocinina sintética), ndo pareceu relevante no que se refere ao comprimento de vaso
em Eucalyptus grandis com 6 meses de idade.

As interagdes giberelina com citocinina dos tratamentos GpCpi; € GpCpip ndo
diferenciaram significativamente para o comprimento do vaso (Tab. 5) em relacdo ao
tratamento Cpj) que usou somente a citocinina (BAP) na concentragdo 111pM. O mesmo
aconteceu com a segunda concentragdo de BAP (Cpy)) que ndo diferiu significativamente
dos tratamentos Gy11C2; € G21Cp2;.

No que se refere ao comprimento do vaso, os tratamentos Cpjje Cppj foram os tnicos
que se diferenciaram significativamente um do outro.
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Tabela 5 Comparagdes multiplas entre as médias do comprimento do vaso (um)

GA3
G Gy Grz
Cpop 324,56aA 299,64aA 328,88aA
BAP Cpy 271,24aB 298,08aA 321,80aA
Cr 333,68aA 308,76aA 328,36aA

Nota: letras mintsculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiuisculas entre linhas, a 5% de significancia; GA; (4cido giberélico), Gy, (auséncia de GAj), Gy,
(presenca de 49,13 uM de GA;), Gy (presenga de 98,26 uM de GAj;), Cjo) (auséncia de BAP), C;;; (presenga
de 111 uM de BAP), Cp;; (presenca de 222 pM de BAP).

4.6. Diametro do vaso

Na auséncia de GAj3 para o didmetro do vaso (Tab. 6), o tratamento Cp; aumentou
significativamente didmetro do vaso em relagdo a testemunha e também em relagdo aos
tratamentos C[l], G[l]c[z], G[Z]C[z] € G[Z]C[l].

Os tratamentos que usaram as duas concentragdes isoladamente de GA3 (Gypiy e Gpy))
tiveram diferenga significativa, aumentando o diametro do vaso em relagdo a testemunha,
mas nao diferenciaram-se entre si. Os tratamentos que combinaram o GA; com a menor
concentracdo de BAP, que foram Gp1Cpij e Gp2jCpij ndo diferenciaram entre si, mas tiveram
diferenca significativa em relagdo ao tratamento Cpy.

Todos os tratamentos diferenciaram-se significativamente da testemunha,
aumentando o didmetro do vaso, sendo o mais expressivo o tratamento Cpy).

Tabela 6 Comparagdes multiplas entre as médias do diametro do vaso (um)

GA;z
Giop Gy Gz
Cpoj 39,02aA 55,16bA 55,04bA
BAP Cry 45,92aB 54,79bA 53,23bA
Ci 59,41aC 50,08bA 50,14bA

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiusculas entre linhas, a 5% de significancia; GA; (4cido giberélico), Gy, (auséncia de GAj), Gy,
(presenca de 49,13 uM de GAj;), Gy (presenca de 98,26 pM de GAj), Co; (auséncia de BAP), Cpy; (presenca
de 111 uM de BAP), Cpy; (presenca de 222 uM de BAP).

4.7 Espessura da parede do vaso
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Na auséncia de BAP, o tratamento Gp;; aumentou significativamente a espessura da
parede do vaso (Tab. 7). No entanto, na presenga da menor concentragdo de GAj (Gpip), ndo
houve diferenca significativa em relacao a testemunha (Fig. 10).

ZAKRZEWSKI (1983) cita que em varias angiospermas lenhosas, a aplicagdo de
GA; estimulou a atividade cambial sem induzir a diferencia¢do de vasos.

Tabela 7. Comparag¢des multiplas entre as médias da espessura da parede do vaso (um)

GA;
Gpop Gy Gpy
Crop 1,29aA 1,27aA 1,57bA
BAP Cry 1,41aB 1,40aB 1,41aA
Ciy 1,48aB 1,51aB 1,43aA

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiusculas entre linhas, a 5% de significancia; GA; (4cido giberélico), Gy (auséncia de GAj), Gy
(presenca de 49,13 uM de GAj), Gy (presenca de 98,26 pM de GAj), Co; (auséncia de BAP), Cy; (presenca
de 111 uM de BAP), Cp,; (presenca de 222 uM de BAP).

(a) (b) ()

Figura 10. Mostra vasos dos tratamentos Gyj; (a), GjojCioj (b) € Cp17(c) em corte transversal.

4.8. Lignina insoluvel (Klason)

A determinacdo do teor de lignina mostrou que houve diminuicdo em todos os
tratamentos em relagdo a testemunha (Tab. §).

Na auséncia de BAP, o tratamento Gpy; teve um teor de lignina mais reduzido que o
tratamento Gpij € GioCpoj- E na auséncia de GA3, o tratamento que mais reduziu o teor de
lignina foi o Cyy;.
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Os tratamentos Gp;1Cy1j € Gppyndo diferenciaram-se entre si e foram as redugdes mais
expressivas em relacdo a testemunha.

O GA; sozinho estimulou a produgdo de lignificagdo em hipocoétilos de Prunus
spachiana (NAKAMURA, et al., 1994).

O tratamento Gp)Cpp; foi o Unico tratamento que ndo diferenciou-se em relagdo a
testemunha.

Tabela 8. Comparagdes multiplas entre as médias do teor de lignina insoluvel Klason (%)

GA;
G Gy Gpy
Crop 29,64aA 27,74bA 23,42cA
BAP o 25,36aB 23,37bB 25,35aB
Ciy 27,64aC 28,57bC 29,57¢C

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiusculas entre linhas, a 5% de significancia; GA; (4cido giberélico), Gy (auséncia de GAj), Gy
(presenca de 49,13 uM de GAj), Gy (presenca de 98,26 pM de GAj), Co; (auséncia de BAP), Cy; (presenca
de 111 uM de BAP), Cpy (presenca de 222 uM de BAP).

4.9.Diametro na base do caule

Na auséncia de BAP, o tratamento que se destacou por aumentar o didmetro na base
do caule foi 0o Gpp;. Como pode ser constatado, os outros tratamentos usados (Tab. 9) ndo
tiveram diferenca significativa em relacdo a testemunha e também entre eles, no que se
refere ao didmetro na base do caule das plantas de Eucalyptus grandis aos seis meses de
idade.

Tabela 9. Comparagdes multiplas entre as médias dos didmetros (cm) na base dos caules
das plantas aos 6 meses

GA;z
Giop Gy Gz
Cpoj 0,73aA 0,81aA 0,90bB
BAP o 0,75aA 0,81aA 0,80aA
Ci 0,78aA 0,82aA 0,87aA

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiusculas entre linhas, a 5% de significancia; GAj; (dcido giberélico), Gy (auséncia de GAj), Gy
(presenca de 49,13 uM de GAj;), Gy (presenca de 98,26 pM de GAj), Co; (auséncia de BAP), Cpy; (presenca
de 111 uM de BAP), Cpy; (presenca de 222 pM de BAP).

4.10 Altura do Eucalyptus grandis na coleta

Entre os varios processos fisioldgicos promovidos pelas giberelinas ativas, esta o
alongamento do caule (Fig. 11). Isso pode ser comprovado (Tab. 10) principalmente nos
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tratamentos (Gpzj, Gp21Cpij € Gp21Cpz)) onde a maior concentracdo do GAs foi usado. Porém, o
aumento na altura proporcionado pelo tratamento Gyjtambém foi significativo em relagdo a
testemunha.

J& os tratamentos Cjjj € Cpp) ndo promoveram efeito sobre a altura, sem diferenca
significativa em relagdo a testemunha. Na auséncia de BAP, o Gy, foi o nico que além de
ter se diferenciado significativamente em relacdo a testemunha, diferenciou-se em relagdo a
todos os outros tratamentos. Esse destaque para o tratamento Gy foi devido ao expressivo
aumento em altura proporcionado pela maior concentra¢do de GAs.

Os tratamentos Gy11Cp23, G(11Cpi7 € G ndo diferenciaram-se significativamente entre
S1.
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Figura 11. Um representante de cada tratamento da esquerda para a direita (Gpij, Gpzj, Cpips
C[z], G[l]C[1], G[1]C[2], G[z]c[l], G[z]c[z], T) um dia antes da coleta, mostrando o efeito sobre
a altura.

Tabela 10. Comparagdes multiplas entre as médias da altura (cm) das plantas aos 6 meses

GA;
G Gpy Gpy
Crop 64,00aA 88,80bA 132,40cA
BAP Crj 67,00aA 83,80bA 111,40cB
Ciy 71,40aA 83,20bA 111,40cB

Nota: letras minusculas distintas mostram as diferencas significativas para o teste de Tukey entre colunas e
letras maiusculas entre linhas, a 5% de significancia; GA; (4cido giberélico), Gy (auséncia de GAj), Gy
(presenca de 49,13 uM de GAj), Gy (presenca de 98,26 pM de GAj), Co; (auséncia de BAP), Cy; (presenca
de 111 uM de BAP), Cp,; (presenca de 222 uM de BAP).

4.11. Resultado do teste de cor do reagente Maule

O resultado do teste de cor do reagente Miule confirma a presenca de unidades

siringila.

Fig. 15 - C[z] Fig. 16 - G11Cpy;

Fig. 17 - G[l]C[z]
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Fig. 18 - G21Cp1; Fig. 19 - G21Cpy Fig. 20- Gj0)Cio;

Figuras 12 a 20. Correlagdes fotomicrograficas dos cortes transversais de cada tratamento com
indicagdes positivas de presenca lignina siringila (teste de Méule)

4.12. Teste de cor do reagente Wiesner

A cor vermelho violdceo que aparece nos cortes depois de aplicado o método

Wiesner, mostrou um resultado positivo para a presenca de lignina (Figs. 21-29).

Figura 21 - Gy Figura 23 - Cpy




Figura24 - C Figura 26 - G C
g 2 Figura 25 - G[l] C[l] g -0

Figura 27- Gy Cpy Figura 28 — Testemunha (T)

Figura 29 - G[z] C[z]

Figuras 21 a 29. Correlagdes fotomicrograficas dos cortes transversais de cada tratamento
com indicagdes da presenca lignina (teste de Wiesner)

4.13 Resultados do teor de metoxila por RMN

A espectroscopia por meio de ressondncia magnética nuclear (RMN) ¢ uma importante
ferramenta analitica que caracteriza as estruturas moleculares dos componentes da parede
celular Ralph, (1998); sendo empregada no estudo das ligninas extraidas (Lu & Ralph,
1995) e sintetizadas em laboratorio (Ralph, 1995). Para obtencao dos resultados do teor de
metoxila foi usada amostra da lignina dioxano de cada tratamento (Tab. 11).

Como a RMN foi utilizada como ferramenta de diagnostico, nao foi realizada a
comparagdo estatistica (Fukushima & Hatfield, 2003). A reducdo dos teores de
carboidratos contaminantes foi reduzida com a utiliza¢ao de solugdo 4cida de dioxano para
a obtencdo de lignina. Os resultados que podem ser observados no grafico (Fig. 30)
realizados a partir dos espectros no (Anexo X). O tratamento Gp;)Cpz) foi o menor teor de
metoxila, sendo que os tratamentos Gy € G obtiveram o mesmo valor em metoxila e
também a maior percentagem em relacao aos outros tratamentos inclusive a testemunha. As
pequenas diferencas proporcionadas pelos tratamentos com GA3 e/ou BAP ndo foram
suficientes para alterar a composi¢ao das ligninas. As analises dos espectros de RMN
(Anexo X) indicou a presenga de grupos metoxilicos com lignina guaiacilica e siringilica.

Tabela 11. Teor de metoxila (%) obtidos por RMN
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Tratamentos % OCHj;

Gy 22,30
Gy 22,30
Cry 22,22
Crz 22,19
GuCry 22,10
GuCry 21,70
GpCry 22,20
GpCry 19,90
T 22,0

% OCH3

25

20

15

e % OCH3

10

G[1] G[2] C[1] C[2] G[1]Cc[1] G[1]C[2] G[2]C[1] G[2]C[2] T

Figura 30. Resultados do teor de metoxila de cada tratamento

4.14 Resultados do infravermelho

A espectrometria do infravermelho ¢ uma técnica analitica indispensavel ao estudo
da lignina Esse método foi utilizado para determinar a composi¢cdo das subunidades de
lignina em plantas de tabaco modificadas por transgenia em comparagdo com as nao
modificadas (OGRAS, et al., 2000).

As ligninas de angiospermas dicotiledoneas contem dois tipos majoritarios de
unidades constitucionais nomeadas de guaiacila e siringila, em geral a razdo G/S supera 2-
1, sendo que alteragdes nesta razdo podem alterar as propriedades da madeira (DIXON, et
al., 2001).
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Dessa forma podemos analisar empiricamente a propor¢ao das unidades guaiacila e
siringila (Tab 11).

Foram observados os principais sinais: 3500 cm'l, 3000-2980 cm'l, 1740 cm'l, 1690
em™, 1670 cm™, 1600 cm™, 1500 cm™, 1460 cm™, 1328 cm™ ¢ 1268 cm™ (BROWNING,
1967).

E ¢ interessante perceber que mesmo com uma relagdo de 2,57-1 (G/S), o
tratamento Gp;1Cj1jndo aumentou o teor de lignina em comparagdo com a testemunha (Tab.
8). O mesmo ¢ valido para todos os tratamentos, pois tiveram diferenca significativa entre
si e com a testemunha, tendo a ultima o maior teor de lignina, o que leva a afirmar que ha
atividade desses reguladores na deposicdo de lignina (Tab 8).

A citocinina (BAP), principalmente em sua maior concentracdo (222uM)
representada pelo tratamento Cpp), proporcionou um sensivel aumento na relagdo G/S, e
quando foi combinada com ambas concentracdes de acido giberélico (GA3) nos tratamentos
(G11Cp21 € Gp2)Cr2y), mas esse pequeno aumento também pode ser percebido no tratamento
Cpp (111 pM), onde foi usado exatamente a metade da concentragdo de Cppj(Tab. 11).

O acido giberélico (GA3) (para videiras), em uma cultivar (Sultana) de uva de mesa
com poucas sementes, estimulou a atividade da peroxidase soluvel de pedicelos pds-
floragdo (PEREZ & MORALES, 1999). O que leva a afirmar a atividade deste horménio na
deposi¢do de lignina.

Tabela 12. Percentagem das unidades de lignina através de transmitancia por
infravermelho

Tratamentos G (%) S (%) G/S
Gy 71,43 28,57 2,50
Gy 71,95 28,05 2,56
Cry 73,04 26,96 2,71
Cr 71,98 28,02 2,57
GuCry 72,04 27,96 2,57
GuCry 73,27 26,73 2,74
GpCry 72,46 27,54 2,63
GpCry 73,17 26,83 2,72

71,70 28,30 2,53

Nota: GA; (4cido giberélico), Gyo; (auséncia de GAsj), Gy (presenca de 49,13 uM de GAj), Gy (presencga de
98,26 uM de GA;3), Cig) (auséncia de BAP), Cpy; (presenga de 111 uM de BAP), Cpy; (presenga de 222 pM de
BAP).

4.15 Proteina total por tratamento

Os resultados da proteina total foram obtidos de material livre de extrativos,
portanto a percentagem de nitrogénio adquirida pelo método kjedahl foi das proteinas. O
tratamento Gp;; provavelmente restringiu ou desativou a formagdo de precurssores do alcool
sinapilico, entre as enzimas que poderiam ser afetadas, supde a F5H, CL4 e OMTS,
entretanto, para o tratamento Gy;;Cp2; que indicou maior teor de unidade siringila, a atuagdo
desse tratamento que combinou GAjz e BAP pode ter ativado as enzimas acima citadas.
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Dessa forma, a agdo sinergistica do GAs; e BAP nas concentragdes (49,13 uM e 222 uM),
pode estar relacionando os sistemas enzimaticos do citoplasma. Os outros tratamentos
também tiveram alteracdes, mas pouco significativas, isto coaduna com a hipotese acima
levantada, sobre a desativagdo enzimatica, ja que nos tratamentos Gpjj houve diminui¢do
sensivel em alguma atividade enzimatica. Assim como a redu¢do do teor de lignina em
GrCray-

A natureza dos vestigios das proteinas sintetizadas ¢ desconhecida, no entanto,
parece que elas podem ser isoperoxidases associadas a lignificagio (MASSUDA &
FUKUDA, 1983) ou enzimas envolvidas na biossintese dos componentes da parede celular
(NORTHCOTE, 1985). Com presenca de isoperoxidases como a extensina e outras
proteinas estruturais.

A percentagem de proteina (Tab. 12) dos tratamentos contendo qualquer das duas
COHC@H’[I‘&QGGS de giberelina (G[l], G[z], G[l]C[l], G[1]C[2], G[Z]C[l], G[Q]C[z]), houve uma
sensivel reducdo, enquanto que os tratamentos contendo somente a citocinina (Cpj; € Cpay)
em ambas concentra¢des, ndo diferiram da testemunha, sendo os Unicos tratamentos que
ndo reduziram o teor de nitrogénio (Fig. 31). Talvez porque as concentracdes usadas de
citocininas ndo permitiram maiores mudangas quantitativas e/ou qualitativas, porém, os
tratamentos Cjjj e Cpz) conseguiram manter a percentagem de nitrogénio e provavelmente a
mesma atividade enzimatica.

FOSKET & TEPFER, (1978) relataram que a citocininas efetua mudangas
qualitativas e quantitativas em sintese de proteinas. A sintese de RNA e proteina ocorrendo
entre 24 e 60 horas tem relagao com a xilogénese ¢ a citocinina pode ser funcional durante
estes processos de sintese (FUKUDA & KOMAMINE, 1985).

E mais recentemente, ANANIEV, et al., (1987) conduziram um estudo sobre o
efeito de duas citocininas sobre a sintese de RNA em nucleo isolado removido de
cotilédones de abobora-moranga (Curcubita pepo) e verificaram que entre 4-6 horas, as
duas citocininas resultaram em um aumento de atividade da RNA-polimerase I, e esta
enzima ¢ responsavel pela biossintese de RNAr.

Tabela 13 Percentagem de nitrogénio total por tratamento

Tratamentos %Nitrogénio
G 0,22
Gy 0,19
Cr 0,25
Cp 0,25
GiCryg 0,21
GiCry 0,22
G[Z]C[l] 0,19
G2Cry 0,22
T 0,25

Nota: GA; (4cido giberélico), Gjo; (auséncia de GAj3), Gy (presenca de 49,13 uM de GA;), Gy (presenca de
98,26 uM de GAj3), Cjg) (auséncia de BAP), C;y; (presenga de 111 uM de BAP), Cp;; (presenca de 222 uM de
BAP).
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Figura 31. Correlagao de proteina total com teor de lignina.

4.16 Correlacdes entre os dados anatomicos (fibra e vaso) com o teor de lignina
insoltvel (Klason)

4.16.1Tratamento Gy

O tratamento Gy; proporcionou uma reducdo significativa no teor de lignina em
relacdo a testemunha, entretanto este mesmo tratamento conferiu um aumento significativo
em relacdo a testemunha no diametro da fibra e no limen de fibra; ja na espessura da
parede da fibra, este tratamento nido proporcionou diferenga significativa em relacdo a
testemunha e o comprimento da fibra diminuiu. Podemos considerar que este tratamento ao
reduzir o teor de lignina teve uma relagdo importante no aumento do didmetro do lumen da
fibra. Isto estd de acordo com o fato de que células com baixo teor de lignina possuem
paredes delgadas e limen com diametro aumentado.

Em relagdo ao vaso, este tratamento dif da fibraerenciou-se da testemunha
aumentando o didmetro do vaso, a espessura da parede do vaso ndo se diferenciou em
relacdo a testemunha, o comprimento do vaso ndo diferenciou-se significativamente da
testemunha. Dessa forma o aumento do didmetro do vaso e a insignificancia em relacdo a T
do comprimento do vaso, ndo devem ter sido influenciados pelo teor de lignina, pois o
mesmo reduziu com esse tratamento em relagao a T.

38



4.16.2. Tratamento Gy

o

O tratamento Gpj proporcionou uma reducdo significativa de lignina em relagdo
testemunha, entretanto, este tratamento teve uma diferenga significativa em relagdo a
testemunha aumentando o didmetro, o didmetro do limen, a espessura da parede da fibra; e
diminuiu o comprimento da fibra.

O que leva a crer que o teor de lignina depositada na parede da fibra contribuiu para
diferenciar os resultados anatomicos de espessura da parede e didmetro da fibra.

Em relacdo ao vaso, este tratamento diferenciou-se da testemunha aumentando o
diametro do vaso, da espessura da parede do vaso, o comprimento do vaso ndo diferenciou-
se significativamente da testemunha. Dessa forma o aumento do didmetro do vaso e a
insignificancia em relacdo a T do comprimento do vaso, ndo devem ter sido influenciados
pelo teor de lignina, pois 0 mesmo reduziu com esse tratamento em relagdo a T.

4.16.3.Tratamento Cyy

O tratamento Cp; proporcionou uma reducdo significativa do teor de lignina em
relagdo a testemunha, entretanto, este tratamento levou a um aumento significativo em
relagdo a testemunha aumentando o didmetro da fibra, ndo aumentou significativamente o
diametro do limen da fibra e a espessura da parede da fibra.

O nao aumento significativo do didametro do limen da fibra e a espessura da parede
da fibra também podem ter sido atribuidos a redu¢@o na concentracao de lignina.

Em relacdo ao vaso, este tratamento diferenciou-se da testemunha: aumentando o
diametro do vaso; ndo diferiu na espessura da parede do vaso e quanto ao comprimento do
vaso teve diferenca significativamente em relagdo a testemunha. Dessa forma o aumento do
diametro do vaso e a insignificancia em relagdo a testemunha do comprimento do vaso, nao
devem ter sido influenciados pelo teor de lignina, pois o mesmo reduziu com esse
tratamento em relacdo a testemunha.

4.16.4. Tratamento Cpy

Esse tratamento reduziu o teor de lignina em relagdo a testemunha, no
entanto, houve um aumento no didmetro da fibra em relacdo a testemunha, aumento
também no diametro do limen da fibra, ja em relagdo a espessura da parede da fibra, com
este tratamento, houve uma significativa redug¢do, sendo a menor medida em relagdo a
todos os outros tratamentos. Dessa forma, o aumento no didmetro da fibra deve ter sido por
algum processo natural de expansdo foram da parede ou mesmo proporcionada por outro
componente da parede celular diferente da lignina, sendo que a mesma reduziu.

Em relagdo ao diametro do vaso, este tratamento proporcionou o maior didmetro em
relagdo a testemunha, na espessura do vaso, ¢ em relagdo ao comprimento do vaso, este
tratamento proporcionou o maior comprimento em relacdo a testemunha.

Dessa forma o aumento do didmetro e comprimento do vaso, ndo devem ter sido
influenciados pelo teor de lignina, pois a dimensao foi desses foi a maior proporcionada por
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este tratamento em relagdo a testemunha, e, no entanto, o teor de lignina neste mesmo
tratamento ndo aumentou. Considera-se entdo que as dimensdes aumentadas foram
influenciadas por outro componente da parede celular diferente da lignina.

4.16.5. Tratamento Gy1; Cyy

O tratamento Gp;Cy1j proporcionou uma redugdo significativa do teor de lignina em
relagdo a testemunha. Neste tratamento o didmetro da fibra e o diametro do limen da fibra
com os menores valores em relagdo aos outros tratamentos, porém sem significativa
diferenca em relagdo a testemunha. Também, apesar de ndo ter mantido a menor espessura
da parede da fibra, esse tratamento ndo alterou de forma significativa as relagdes entre o
diametro da fibra, didmetro do diametro do limen da fibra e espessura da parede da fibra,
mantendo o equilibrio proporcionado pela reducao no teor de lignina.

Em relacdo ao vaso, este tratamento diferenciou-se da testemunha aumentando o
diametro do vaso, mas, ndo diferiu na espessura da parede do vaso. Dessa forma o aumento
do didmetro do vaso e a insignificancia em relagdo a testemunha do comprimento do vaso,
ndo devem ter sido influenciados pelo teor de lignina, pois 0 mesmo reduziu com esse
tratamento em relacdo a testemunha.

4.16.6 Tratamento Gy Cpy

O tratamento Gp}Cp2; proporcionou uma redugdo do teor de lignina significativa em
relacdo a testemunha; em relacdo a testemunha, o menor valor. Esses tratamentos nao
diferenciaram-se em diametro da fibra, em do diametro do limen da fibra ¢ também na
espessura da parede da fibra.

A redugdo no teor de lignina proporcionada por este tratamento contribuiu para
manter o didmetro da fibra, o limen e espessura com os valores baixos, ndo tendo
significativa diferenca em relacdo a testemunha.

Em relagdo ao vaso, este tratamento diferenciou-se da testemunha aumentando o
diametro do vaso e também a espessura da parede do vaso. Dessa forma o aumento do
diametro do vaso e a insignificancia em relacao a testemunha do comprimento do vaso, nao
devem ter sido influenciados pelo teor de lignina, pois o mesmo reduziu com esse
tratamento em relagdo a testemunha.

4.16.7 Tratamento Gp Ciy

O tratamento Gp»Cy1 proporcionou uma redugdo significativa do teor de lignina em
relagdo a testemunha; aumentando o didmetro da fibra, ja o didmetro do limen da fibra
manteve-se sem diferenga significativa em relacdo a testemunha que foi o menor valor, € na
espessura da parede da fibra. Este tratamento ndo diferenciou-se da testemunha.

O didmetro da fibra deve ter aumentado por expansdo da parede primaria ou com o
aumento de outro componente diferente da lignina, pois a mesma foi reduzida em relagao a
testemunha. Essa reducgdo ¢ a provavel causadora do equilibrio entre o limen e a espessura
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da parede da fibra que ndo aumentaram em relacdo a testemunha. Neste caso pode ter
havido sinergismo.

Em relacdo ao vaso, este tratamento diferenciou-se da testemunha aumentando o
diametro do vaso, ndo diferiu espessura da parede do vaso, o comprimento do vaso nao
diferenciou-se significativamente da testemunha. Dessa forma o aumento do didmetro do
vaso e a insignificancia em relagdo a testemunha do comprimento do vaso, ndo devem ter
sido influenciados pelo teor de lignina, pois 0 mesmo reduziu com esse tratamento em
relacdo a testemunha.

4.16.8 Tratamento Gy Ciz

O tratamento Gp21Cpz;ndo proporcionou diferenca significativa do teor de lignina em
relacdo a testemunha, sendo que os mesmos foram os maiores valores. Este tratamento
proporcionou aumento no didmetro da fibra em relacdo a testemunha, o0 mesmo aconteceu
com o diametro do limen da fibra e também com a espessura da parede.

As dimensdes aumentadas do diametro da fibra e espessura da parede conduzem a
idéia de que o tratamento Gpaj Cppj contribuiu com essas modificagdes devido a quantidade
de lignina pareada com a testemunha que foi o maior valor.

Em relacdo ao vaso, este tratamento diferenciou-se da testemunha aumentando o
diametro do vaso, ndo diferiu espessura da parede do vaso, o comprimento do vaso nao
diferenciou-se significativamente da testemunha. Dessa forma o aumento do didmetro do
vaso ¢ a insignificancia em relagdo a testemunha do comprimento do vaso, ndo devem ter
sido influenciados pelo teor de lignina, pois 0 mesmo reduziu com esse tratamento em
relacdo a testemunha.

4.16.9 Tratamento Go Cig) (Testemunha)

A testemunha teve a maior quantidade de lignina em relagdo aos tratamentos, exceto
ao tratamento G Cp.

Em relacdo ao diametro da fibra, a testemunha teve o menor valor, exceto os que
ndo se diferenciaram significativamente (GpCpij € G1;Cp2j). O menor valor também a
testemunha manteve no limen, exceto os que nao se diferenciaram significativamente que
foram G[l]C[l], G[z]c[l], G[l]c[z] € C[l].

A espessura da parede das fibras da testemunha, ndo foi nem o menor e nem o maior
valor e diferenciou-se significativamente dos tratamentos Cjaj, Gpzj€ Gp21Cpay.

E possivel dizer que o teor de lignina na testemunha foi mais distribuida ao longo do
comprimento da fibra, pois apesar de maior quantidade de lignina neste tratamento, a
espessura da parede e o didmetro da fibra ndo tiveram um aumento consideravel, apesar do
limen ter tido o menor valor.

Em relagdo ao diametro do vaso e espessura da parede, a testemunha diferenciou-se
de todos os tratamentos. O que refor¢a a idéia de que todos tratamentos influenciaram de
alguma forma no processo de lignificacdo e conseqiientemente nas dimensdes anatomicas.
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5.CONCLUSOES

De acordo com os resultados, a aplicacdo exdgena de ambos os reguladores de
crescimento GAsz e BAP interferem no teor de lignina e na morfologia anatomica do
xilema do Eucalyptus grandis, no entanto, ndo modificaram a composi¢do quimica
das plantas - como pode ser observado pelos espectros de RMN - dessa forma,
pode-se tratar de processo epigenético;

Foram desenvolvidas plantas tratadas com os reguladores de crescimento (GAj3 e
BAP), atenuando o teor de lignina, principalmente o tratamento Gp;Cjij;

Esse trabalho serve na formulacdo de um modelo de estudo para as caracteristicas
quimicas e anatomicas de plantas de Eucalyptus grandis com seis meses de idade
como base para diversas pesquisas e aplicacdes;

Foi possivel de forma geral e eficiente analisar o mecanismo hormonal na formagao
da lignina;

As alteragdes quimicas e anatdmicas foram comprovadas relacionando as plantas
tratadas com a testemunha e

As abordagens quimicas e anatOmicas garantem que o caminho da ligacao
lignina/reguladores de crescimento sdo abundantes em informagdes, descobertas e
aplicabilidades, garantindo mais uma ferramenta na busca da flexibilizacdo do
processo de lignificagdo proporcionando plantas e produtos com caracteristicas
favoraveis.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados permitem considerar que mesmo tendo sido mantido uma maior
percentagem para a unidade de lignina guaiacila (G>S), o que ¢ normal em angiospermas, a
pequena expressividade, porém consideravel, diferenga para alguns tratamentos, leva a crer
na possibilidade de uma interferéncia, principalmente dos tratamentos (Cpi;, GpiiCpy,
G1Cr21, G21Cpiy € Gp21Cp2y), diminuindo a expressao das enzimas para a unidade siringila ou
um aumento na expressdo das enzimas para a unidade guaiacila para as concentragdes
utilizadas nesse trabalho. Em angiospermas os elementos de vaso do xilema secundario e as
células do xilema primario tém a composicdo enfatizada em unidades guaiacilicas em
lignina, e isso sugere uma pressdo evolutiva das plantas na terra para que o caminho e a
regulacao de biossintese dos alcoois coniferilicos sejam conservados (LI, et al., 2000).
Dessa forma podemos considerar que com aplicagdes destes reguladores de crescimento
(GA; e BAP) com as mesmas ou diferentes concentragdes ao longo do ciclo de vida da
planta, pode haver respostas significativas concernentes a composicdo da lignina em
angiospermas.

Quanto ao teor de lignina, podemos considerar que todos os tratamentos em relacao
a testemunha diminuiram o custo energético na lignificacdo, sendo o excedente, energias
redistribuidas ou outras formas de producdo metabdlica, com uma taxa de carboidrato
maior, isso devido a diminui¢cdo no conteudo de lignina (AMTHOR, 2003) principalmente
dos tratamentos G[z] e G[l]C[l].

O presente estudo confirma os varios aspectos interligados ao processo de
lignificagdo, com a possibilidade de aplicacdo, pois a atenuagdo sobre a deposicao de
lignina, mesmo sem mudanc¢a composicional ¢ um resultado que beneficia direta e/ou
indiretamente uma gama de consideragdes sobre lignificacdo e o produto florestal. Também
corrobora com o fato de que manipular os processos metabdlicos que alteram o teor de
lignina e/ou a composicao, ndo significa que a planta necessariamente tenha que perder sua
capacidade de sustentagdo ou algo parecido.
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Anexo | — Médias das medidas microscépicas dos vasos

Tabela 14. Médias das medidas dos elementos de vaso (um)

Tratamentos Comprimento Diametro Espessura da parede
G 299,64 55,2 1,3
Gy 328,88 55,0 1,6
Cy 271,24 45,9 1,4
Cr 333,68 59,4 1,5
GiCpyg 298,08 54,8 1,4
GiCry 308,76 50,1 1,5
Gp1Cpg 321,80 53,2 1,4
GCry 328,36 50,1 1,4
T 324,56 39,0 1,3
Anexo Il — Médias das medidas microscopicas das fibras

Tabela 15. Médias das medidas das fibras (pum)

Espessura  da

Tratamentos Diametro Limen Comprimento parede
G 20,40 13,59 516,21 3,40
Gy 20,38 12,62 518,67 3,88
Cy 15,88 9,48 460,52 3,20
Cp 16,22 11,52 592,27 2,35
GiCpyg 14,88 8,31 526,66 3,28
GiCrz 15,42 9,45 588,88 2,99
Gp1Cpyy 15,79 9,10 525,48 3,34
Gp1Cr 19,65 11,67 597,24 3,99
T 13,33 7,41 568,83 2,96
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Anexo |11 - Medidas com o coeficiente do microscopio (elementos de vaso)

Tabela 16. Elementos de vaso do tratamento Gy

Minima Média Maxima Desvio Padrio
Comprimento 200,00 299,64 455,00 69,35
Diametro 41,5 55,2 75,1 7,97
Espessura de Parede 0,8 1,3 2,1 0,29

Tabela 17. Elementos de vaso do tratamento G

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Comprimento 236,00 328,88 429,00 60,98
Diametro 424 55,0 66,7 6,24
Espessura de Parede 1,1 1,6 2,2 0,28

Tabela 18. Elementos de vaso do tratamento Cpj;

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Comprimento 169,00 271,24 411,00 66,12
Diametro 36,4 45,9 54,5 4,62
Espessura de Parede 0,9 1,4 1,9 0,24

Tabela 19. Elementos de vaso do tratamento Cp;

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Comprimento 233,00 333,68 464,00 67,89
Diametro 444 59.4 72,7 7,47
Espessura de Parede 1,2 1,5 2,1 0,24
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Tabela 20. Elementos de vaso do tratamento Gp1+Cy;

Minima Média Maxima
Comprimento 151,00 298,08 470,00
Diametro 42.4 54,8 75,8
Espessura de Parede 1,2 1,4 1,6

Desvio Padrio

77,00
7,32
0,13

Tabela 21. Elementos de vaso do tratamento Gpi1+Cpa

Minima Média Maxima Desvio Padrio
Comprimento 209,00 308,76 471,00 74,44
Diametro 33,3 50,1 64,7 7,92
Espessura de Parede 1,3 1,5 1,9 0,16

Tabela 22. Elementos de vaso do tratamento Gpj+Cpy

Minima Média Maxima Desvio Padrio
Comprimento 179,00 321,80 441,00 72,82
Diametro 42,0 53,2 71,7 7,56
Espessura de Parede 1,1 1,4 1,8 0,17

Tabela 23. Elementos de vaso do tratamento Gp+C;

Minima Média Maxima
Comprimento 227,00 328,36 507,00
Diametro 40,0 50,1 64,0
Espessura de Parede 1,3 1,4 1,9

Desvio Padrao

75,24
6,29
0,15

Tabela 24. Elementos de vaso do tratamento T

Minima Média Maxima
Comprimento 221,00 324,56 470,00
Diametro 333 39,0 46,6
Espessura de Parede 1,0 1,3 1,6

Desvio Padrao

63,80
3,47
0,15
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Anexo IV - Medidas com o coeficiente do microscopio (fibras)

Tabela 25. Fibras do tratamento G

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 16,00 20,40 26,00 2,48
Limen 9,00 13,59 18,00 2,36
Comprimento 326,97 516,21 740,60 112,82
Espessura de 2,30 3,40 5,50 0,73
Parede
Tabela 26. Fibras do tratamento Gy

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 13,80 20,38 24,00 2,72
Limen 6,00 12,62 17,00 2,66
Comprimento 417,94 518,67 630,28 67,52
Espessura de Parede 2,00 3,88 5,50 1,01
Tabela 27. Fibras do tratamento Cyy;

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 9,00 15,88 20,00 2,42
Limen 4,40 9,48 14,40 2,33
Comprimento 337,16 460,52 721,26 85,49
Espessura de Parede 2,00 3,20 5,00 0,71
Tabela 28. Fibras do tratamento Cpy

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 12,00 16,22 23,00 2,95
Lumen 6,80 11,52 17,50 2,72
Comprimento 449,48 592,27 709,19 58,64
Espessura de Parede 1,40 2,35 3,50 0,57
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Tabela 29. Fibras do tratamento G 1+Cpy

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 8,00 14,88 20,00 3,34
Limen 4,00 8,31 13,60 2,81
Comprimento 290,28 526,66 806,35 131,65
Espessura de Parede 1,15 3,28 5,00 0,98
Tabela 30. Fibras do tratamento G1j+Cpy

Minima Média Maxima Desvio Padrao
Diametro 8,00 15,42 21,00 2,71
Lumen 4,00 9,45 14,00 2,22
Comprimento 449,13 588,88 707,96 71,76
Espessura de Parede 1,70 2,99 4,00 0,63
Tabela 31. Fibras do tratamento Gpo1+Ciy;

Minima Média Maxima Desvio Padrio
Diametro 13,00 15,79 21,00 2,30
Lumen 6,00 9,10 13,00 1,99
Comprimento 355,55 525,48 731,91 103,03
Espessura de Parede 1,90 3,34 5,50 0,85
Tabela 32. Fibras do tratamento Gpj+Cyy

Minima Média Maxima Desvio Padriao
Diametro 14,70 19,65 28,00 3,41
Lumen 8,00 11,67 17,00 2,49
Comprimento 415,84 597,24 830,72 94,58
Espessura de Parede 2,50 3,99 7,00 0,98
Tabela 33. Fibras do tratamento T

Minima Média Maxima Desvio Padrio
Diametro 9,50 13,33 18,00 2,33
Lumen 3,00 7,41 11,00 2,01
Comprimento 391,61 568,83 703,56 85,65
Espessura de Parede 2,00 2,96 4,70 0,68
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Anexo V - Extrativos

Tabela 34. Extrativos de todos os tratamentos

C. hexano A. de etila Metanol H20
G 0,16 0,37 1,21 2,43
Gy 0,22 0,40 2,74 1,71
Cy 0,26 0,69 1,29 1,90
Cp 0,14 0,35 1,21 1,78
GiCpyy 0,40 0,52 0,86 1,84
G1Crz 0,27 0,53 1,12 2,35
Gp1Cpyy 0,18 0,38 1,06 1,70
Gp1Crz 0,19 0,29 0,96 1,94
T 0,30 0,39 3,62 4,50

Anexo VI — Tabelas completas da analise de variancia

Tabela 35. Analise de variancia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre o didmetro de fibras de
Eucalyptus grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GAj) 2 2243074 0,000000%*
C (BAP) 2 121,6728 0,000000*
GxC 4 162,0397 0,000000%*
Residuo 216 7,659026

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

Tabela 36. Analise de variancia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre o lumen de fibras de Eucalyptus
grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GA) 2 52,1520 0,000185*
C (BAP) 2 109,9000 0,000000*
GxC 4 135,5968 0,000000*
Residuo 216 5,830978

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



Tabela 37. Analise de variancia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre o comprimento de fibras de
Eucalyptus grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GA3) 2 813,2 0,909823
C (BAP) 2 151968,0 0,000000
GxC 4 28744.6 0,011133
Residuo 216 8601,551

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

Tabela 38. Analise de variancia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre a parede de fibras de Eucalyptus
grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GA3) 2 1,417713 0,000000%*
C (BAP) 2 0,232768 0,028257*
GxC 4 0,391928 0,000113*
Residuo 216 0,064195

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

Tabela 39. Analise de variancia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre o comprimento do vaso de
Eucalyptus grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GA3) 2 11458,54 0,098464
C (BAP) 2 14586,03 0,052749
GxC 4 7536,26 0,191374
Residuo 216 4890,281

*Existe diferenca estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de significancia.
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Tabela 40. Analise de variancia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre o didmetro do vaso de Eucalyptus
grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GA) 2 619,573 0,000002*
C (BAP) 2 226,321 0,007287*
GxC 4 1408,830 0,000000*
Residuo 216 44,94444

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

Tabela 41. Analise de variancia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre o espessura do vaso de Eucalyptus
grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GA) 2 0,056626 0,729353
C (BAP) 2 0,364174 0,133485
GxC 4 0,216208 0,308880
Residuo 216 0,179162

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

Tabela 42. Analise de variancia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre a lignina de Klason de Eucalyptus
grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GAj) 2 4,83762 0,000000*
C (BAP) 2 34,46712 0,000000%*
GxC 4 16,19453 0,000000*
Residuo 18 0,053748

*Existe diferenga estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de significancia.
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Tabela 43. Analise de variancia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre a altura das plantas de Eucalyptus
grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GA3) 2 8788,155 0,000000%*
C (BAP) 2 313,756 0,214937
GxC 4 472,056 0,066669
Residuo 36 195,4889

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

Tabela 44. Analise de varidncia para os efeitos isolados e sinergisticos do acido
giberélico (GAs) e 6-benzilaminopurina (BAP) sobre o diametro das plantas de
Eucalyptus grandis aos 6 meses de idade

FV GL QM NS

G (GA) 2 0,040647 0,003550*
C (BAP) 2 0,006020 0,384674
GxC 4 0,005597 0,467337
Residuo 216 0,006136

*Existe diferenga estatistica significativa entre as médias em nivel de 5% de significancia.
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Anexo VIl — Graficos dos tratamentos simples (GAj3;, BAP e testemnuha) para fibra,
vaso, altura e didmetro da planta
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Figura 32. Efeito do BAP sobre o didmetro da fibra
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Figura 33. Efeito das duas concentracdes de GAj3 sobre o
diametro de fibra
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Figura 34. Efeito das duas concentra¢des de GAj3 sobre o didmetro

Figura 35. Efeito das duas concentragdes de BAP sobre o didmetro do

lamen fibra de fibra
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Figura 36. Efeito das duas concentra¢des de GAj sobre o

comprimento de fibra
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Figura 37. Efeito das duas concentragdes de BAP sobre o comprimento

de fibra
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Figura 38. Efeito das duas concentra¢des de GAj3 sobre a
espessura de fibra
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Figura 39. Efeito das duas concentra¢des de BAP sobre a
espessura de fibra
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Figura 40. Efeito das duas concentra¢des de GAj sobre o

comprimento do vaso
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Figura 41. Efeito das duas concentra¢des de BAP sobre o comprimento

do vaso
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Figura 42. Efeito das duas concentragdes de GAj sobre a espessura do
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Figura 43. Efeito das duas concentra¢des de BAP sobre a espessura do

vaso
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Figura 44. Efeito das duas concentra¢des de GAj sobre a altura da
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Figura 45. Efeito das duas concentragdes de BAP sobre a altura da planta
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Figura 46. Efeito das duas concentra¢cdes de BAP sobre o didmetro
na base da planta

Anexo VIII - Graficos dos efeitos sobre o teor de lignina insolivel Klason causados

pelos tratamentos utilizando os reguladores de crescimento isoladamente (GA3 e BAP)
em relagdo a testemunha
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Figura 47. Lignina insolivel (Klason) dos tratamentos (T, Gpije
Gp2p)
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Figura 48. Lignina insoluvel (Klason) dos tratamentos (T, Cjije Cpp)

Anexo IX — Espectros no infravermelho dos tratamentos (GA3; e BAP)
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Figura 49. Espectro no infravermelho do tratamento Gy
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Figura 51. Espectro no infravermelho do tratamento Cy;
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Figura 52. Espectro no infravermelho do tratamento Cpy
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Figura 53. Espectro no infravermelho do tratamento Gp;1Cyy;

100

90+

69'668
T9'.¥0T
£€'2eTT
82'/STT
ZEEVCT
€0'L2ET
Ov'v.ET
0z'0zyT
65'8SYT
/€'S0ST
9T'€6ST
¥8'vS9T
0L'SELT
—r— N e e T —r— T
o o o =} =} o o o
@ ~ ] 0 < 3] 2 =

QouepIwsuel | %

1000

1500

4
2000

Wavenumbers (cm-1)

80



Figura 54. Espectro no infravermelho do tratamento Gy;Cpz;
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Figura 55. Espectro no infravermelho do tratamento G2;Cyj;
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Figura 56. Espectro no infravermelho do tratamento G2;Cpz;
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Anexo X — Espectros 'H RMN dos tratamentos (GA3; e BAP)

32ZhGL
diaxano

Sample directory:

Pulse Sequencs: s2pul

Solvent: CDC1Z

Ambient temperature

File: 32hGl

Mercury-300BB mercury300"

Relax. delay 1.360 sac
Pulse 45.0 degreses
Acq. time 10.871 szc
Width 2989.5 Hz

16 repeiitions
08SERVE Hi, 300.0657347 MHz
DATA PROCESSING
FT size 131072
Total time 3 min, 20 sec

8 § 5 4 3 4
e - .
11.69 12,42 33.09
a.03 38.75

Figura 58. Espectro de 'H RMN do tratamento Gy
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32002
dioxanc

Sampie dirgctory:
Pulss Sequence: s2pul
Solvent: CDCI3

Ambisnt temperature

Fila: 32hG2
Mercury-3g0BB wmarcury3dg”

AC;-
width 2989.5 HZ

16 repetitione

OBSERVE  Hi, 800.0657338 LLE]
DATA PROGESSING

FT size 131072

Total time 3 min, 20 sec

Figura 59. Espectro de 'H RMN do tratamento Gy
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32hC1
digrano

expld  szpud

SAMPLE SPECIAL
date Aug 3 2005 temp not used
solvent cbe1s  gain not used
file sexpoTtshome/~ Spin not used
ines/vnmreys/data/v hst 0.008
32hC1.fid pw8D 14,700
ACOUISITION alfa 20.000
s 2988.5 FLAGS
at 10.871 11 n
np 65000 in n
fb not used dp ¥
bs 16 hs nn
i 1.860 ROCESSING
nt fn 72
t 16 DISPLAY
TRANSMITTER sp =284.6
n wp 2984.5
sfiq 300.0867 rfl 284.8
tof -296,4 rfp Q
Spwr 51 rp 159.2
¥ 7.850 p -15.%
DEGOUPLER PLOT
n €13 we 240
dof SC
m nnn- Vs 162
dmm < th 2
tpwr 85 npm  gdc ph
mf 12300

. B

— - —
11.51 12.38 34.830
4.14 37.72

Figura 60. Espectro de 'H RMN do tratamento C
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32hC2
dioxano

gample directory:

Pulse Sequence: s2pul
selvent: CDC13
Ambient tempsrature

File: 32hC2Z
Nercury-300BB "mercury30 "

Relax. delay 1.860 sec

Acy.

Width 2984.5
16 repetitions
OBESERVE  H1, 300.0637345 |Hliz
DATA PROCESSING

FT size 181072

Total time 3 min, 20 sec

i
8 7 &
11255 13.62 R
4.05 37.28
Figura 61. Espectro de '"H RMN do tratamento Cp
32hC2
dioxana

sample direciory:
Pulse Sequence: sZpul
Solvent: €DC13

Ambient temperdture

File: 22hCz
Nercury-300BB  "mercuryso D

Relax. delay 1.360 sec

ACY .

Widih 2988.5 Hz
16 repetitions
OBSERVE H1, 300.0657345 |MHz
DATA PROCESSING

FT size 131072

Total time 3 min, 20 sec

11.55 15.62 83.48
37.29




32hG1C1
dioxano

Sampie dirsctory:

Pulse Seyuencs: sZpul
Solvent: cDC12
Ambhisnt temparature

File: 32hG1C1
Mercury-300BB Ppercury30Q"

Relax. delay 1.380 gsc
Pulsa 45.0 degress
Acg. time 10.871 sec
width 2989.5 Hz

16 repetitions
GBSERVE  H1, 300.0857347 [MhZ
DATA PROCESSING

1 size 131072

Total time 2 min, 20 sec

/

8 7 6 5 2 1
e — —_
12.15 14.45 88.26
1.19 38.94

Figura 62. Espectro de 'H RMN do tratamento Gp;1Cp



expl0 s2pul
SAMPLE

dats Aug 3 2005

solvent cbel

file sexpori/home/~

ines/vnmrsys/datas~

2hGiCZ.Fid
ACQUISITION

W 2889.5

at 10.871

ng 65880

fia not used

bs 18

[}3 1.360

at 16

ot

TRANSMITTER
n

sfrd 300.067

tof ~286.4

tpwr

o 7.850

DECQUPLER

dn cL3

dof

dm nnn

dmm

dpwr 85

dnf 12300

temp
gain
spin
hsi
pwin
alfa

SPECGTAL
not used
not used

PROCESSING

121072
DISPLAY

-282.8

2589.5

282.4

160.2
-t

PLOT
240

i
182
20
dc  ph

T T T T T T T T — - —
7 § S 4 3 1 -0 ppm
12i53 15.30 30,385
. 37.67

Figura 63. Espectro de 'H RMN do tratamento Gy;1Cp
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Sample diresctory:

i Pulse Saquence: s2pul

Solvent: COCI3

U Ambiant temperaturs
File: 32nG2C.
Mercury=30088 “mercury30¢"

Relax. delay 1.350 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 1¢.871% sec
Width 2388.5 Hz

16 repetitions
OBSERVE Hi, 200.0857344 M|
DATA PROCESSING

FT slze 131072

Total time 2 min, 20 sec

x
N

-.-—-—-———’J P—————
T T T T T L e A S e e e By o B A
8 7 6 5 4 3 2 i =1 ppm
N — — (S
11.84 14.08 " g81.04
.73

Figura 64. Espectro de '"H RMN do tratamento G;Ci
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82hG2CE
dioxano

expld s2pul

SAMPLE SPECIAL
date Aug 3 2005 temp not used
solvent cpc13  gain not used
file sexport/home/~ spin not used
ines /vnmirsys /data/~ hst 0. 00
32hG2CZ.F1d  pwid 14.700
AGQUISITION alfa 20.000
SW 2489.5 FLAGS
at 10.871 1 n
np 65800 in n
bl not ussd dp ¥
bs 16 h ntt
a1 1.360 ROCESSING
nt 18 fu 72
ct 16 DISPLAY
TRANSHITTER sp -284.2
n H1 wp 2989.5
sfry 300.067 rf! 284.2
tof -2i6.4 rfp 0
Lpwr 51 rp 151.1
[ 7.350 1p -£.8
DECOUPLER PLOT
an 13 We 249
dof 0 56
tm nnn Vs 162
dmm e th 20
dpwr 35 nm e ph
tinf 12398
/ / 1
rﬁ_ﬂﬂ—r*ﬁi"r_ﬁ—vﬁﬁ—hﬁ—ﬁfﬂ—?_f—hﬂ#r—ﬁ(_\’ﬁj—y—r-vﬁr_r—hﬁ T T T
85 ? 6 5 4 3 2 i -0 ppm
A S —— N
12.32 12.02 32.58
4.52 38,61
Figura 65. E !
. Espectro de ' H RMN do tratamento G21Cp2
dioxana
Sample directory:
Pulse Seguence: s2pui
Solvent: COGCI3
Ambient temperature
File: 32hH20guan
Mercury-300BB ‘mercury30q"
Relax. delay 1.380 sec
Pulse 95.0 degress
fcg. tima 10871 sec
widih 29895 Hz
18 repetitions
SaTh FRocESSIng rIeTTRAs e
FT size 131072
Yota) time 3 min, 20 sec
L T B T ——
-3 7| é 5—" T I T T —r T T . —
———t ——— N 8 e 1 -o ppm
12.30 e — —
a.27 14.54 T 30,14

Figura 66. Espectro de 'H RMN do tratamento GyoCjo; (Testemunha)
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