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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a lignificagdo do caule jovem da erva de passarinho
(Struthanthus vulgaris Mart.), visando identificar a presenca de lignina, sua composicéo e
deposicdo em tecidos. Esta espécie uma hemiparasita escandente da familia Loranthaceae. Seu
estudo foi principalmente fundamentado na sua condicdo de crescimento e plasticidade
anatdmica. Para isso, diferentes amostras de caule com extrativos, sem extrativos e pré-
tratadas com NaOH 1% foram analisadas através da microespectroscopia no infravermelho,
permitindo estimar a composicéo da lignina considerada do tipo Guaiacilica:Siringilica. Para
analises por microespectrometria, microscopia éptica em campo claro e fluorescéncia, foram
utilizados cortes transversais de 20 a 30 um de espessura ao natural e tratados com NaOH 1%
durante 1 hora. Foi realizado teste histoquimico de Wiesner que permitiu evidenciar a
existéncia de lignina na epiderme, nas calotas de fibras do floema e nos vasos condutores,
assim como em células adjacentes.

Palavras-chave: erva de passarinho, lignina, fluorescéncia, infravermelho
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the lignification in young stem of erva-de-
passarinho (Struthanthus vulgaris Mart.) to identify the lignin presence, its composition and
localization in the tissues. This species is a hemi parasite of the Loranthaceae family. This
study was mainly based on its condition of growth and anatomic plasticity. Different samples
of woody tissues with extractives free of extractives and pre-treated with NaOH 1%, were
analyzed by infrared microespectrocopy, allowing to estimate its composition considereted of
the Guaiacyl: Syringyl type. For analysis of infrared micorospectroscopy, bright field
microscopy and fluorescence, cross section of stem with 20 to 30 um of thickness were
elaborated from natural and samples treated with NaOH 1% for one hour. It carried out test
with Wiesner reagent which showed the lignin existence at epidermis, in the phloem fiber
caps and conductives vessels as well as adjacent cells.

Key-words: erva de passarinho, lignin, fluorescence, infrared
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1. INTRODUCAO

Erva de passarinho é o nome genérico para designar plantas trepadeiras da familia
Loranthaceae, conhecidas por estarem associadas ao habito alimentar de algumas aves que
consomem seus frutos, sendo consideradas os principais dispersores de suas sementes. Esta se
desenvolve sobre 0s ramos e troncos principais de arbustos e arvores em vias publicas, pracas,
jardins, pomares e florestas naturais e artificiais, porém em menores propor¢des (ROTTA,
2004). A familia Loranthaceae é composta de 40 géneros e 1500 espécies, distribuidas em
regibes tropicais e subtropicais de ambos os hemisférios, revelando-se pouco freqlientes nas
regides temperadas (VENTURELLI, 1981).

A espécie Struthanthus vulgaris Mart. é uma hemiparasita no qual depende
parcialmente da planta hospedeira, pois possui folha clorofilada (Figura 1), assim capaz de
realizar o processo de fotossintese, ainda que em menor grau, e produzir substancias especiais
necessarias para seu desenvolvimento. Esta hemiparasita emite raizes especiais (haustorios),
que atravessam a casca do hospedeiro, retirando agua e sais minerais, € isto contribui para sua
grande capacidade de proliferacdo e resisténcia a erradicagdo (TATTAR, 1978; ROTTA,
2001; TAINTER, 2002).

Figura 1. Struthanthus vulgaris Mart.

De acordo com AUKEMA (2003), a germinacdo e o estabelecimento das plantas
parasitas dependem do sucesso da dispersédo de sementes juntamente com a compatibilidade
com o hospedeiro. A maioria das espécies de Santalales possui 0s passaros como principais
agentes dispersores dos diasporos, sendo que para muitos grupos existe uma relacdo bastante
estreita entre determinadas familias e géneros de passaros e espécies parasitas (REID, 1994;
AUKEMA, 2003).

A distribuicdo dessa hemiparasita pode ser determinada por especificidade e distancia
entre plantas hospedeiras, condi¢cbes ambientais, arquitetura do foréfito (MARTINEZ DEL
RIO et al.,, 1995), comportamento alimentar e selecdo de habitat do agente dispersor



(MONTEIRO et al., 1992). Sao plantas muito importantes em ecossistemas naturais como
fonte de alimento para os passaros e podem também ser consideradas espécies chave para 0s
animais que consomem seus frutos e seu néctar (AUKEMA, 2003). Contudo, em
desequilibrio, este grupo de hemiparasitas é considerado uma praga (REID, 1994,
MARTINEZ DEL RIO et al., 1996). Ocorrem naturalmente, também, nas florestas nativas,
porém em menor quantidade, possivelmente devido & presenga de fontes alternativas de
alimentacdo (ROTTA, 2004).

Algumas espécies de ervas-de-passarinho tém importancia econdmica, por conta dos
prejuizos que causam as plantacfes (CAZETTA & GALLETTI, 2003). Apesar do impacto
que estas plantas podem causar, ainda tém recebido pouca atencdo no Brasil (MARTINEZ
DEL RIO et al., 1996). A sua presenga danifica as arvores e arbustos de florestas, pomares e
jardins. A extensdo do dano varia em funcdo do hemiparasita, de sua longevidade e da
intensidade da infestacdo. Alguns dos efeitos causados por hemiparasitas nas arvores
hospedeiras séo: reducdo do vigor e da producdo de frutos e sementes, mau funcionamento
dos tecidos lenhosos, producgdo de galhas, folhagem esparsa, morte do &pice, predisposi¢do ao
ataque de insetos e doencas e, até mesmo, morte prematura (HARRIS, 1992).

Ao se olhar atentamente as arvores que compdem a arborizacdo urbana, em diversas
cidades brasileiras, é possivel notar a presenca da erva-de-passarinho (ZILIOTTO et al.,
1999). A sua ocorréncia no meio urbano pode ser um fator relevante a ser monitorado, pois,
em desequilibrio, compromete a arquitetura das arvores, e por se proliferar com facilidade,
pode comprometer todo um programa de arborizagédo (ROTTA, 2001). Elas comprometem o
vigor das arvores devido a competicdo por espaco de crescimento e luz solar (TATTAR,
1978; CAZETTA & GALLETTI, 2003), além de alterar suas caracteristicas estéticas,
tornando-se um problema para os setores de parques e jardins das cidades. Apesar do
conhecimento da presenca da erva-de-passarinho nas arvores, principalmente nas &reas
urbanas, pouco se sabe sobre o grau de infestacdo, as arvores hospedeiras mais atacadas e a
especificidade destas com os hemiparasitas, dentre outras.

Por ser uma espécie com caracteristicas peculiares e por ndo apresentar dados
relacionados a lignificacdo, tendo em vista, a sua importancia ecoldgica, econémica e
paisagistica, este trabalho partiu das seguintes indagacgdes: Qual o papel da lignina em plantas
que, de uma forma geral, apresentam no inicio crescimento escandente e depois a favor da
gravidade? Onde a lignina esta localizada dentro do tecido de um caule de uma planta
parasita? Como é a composicdo e se ha evidéncias de interdependéncia de precursores da
lignina entre o parasita e o hospedeiro?

Na procura dessas respostas resolveu-se estudar a espécie Struthanthus vulgaris Mart.,
que provavelmente poderia responder essas indagagdes, sobretudo, conceituais,
principalmente em decorréncia de sua forma de crescimento, propriedades morfolégicas,
anatdmicas e fisioldgicas.

De uma forma geral a lignina é encontrada em maior porcentagem na parede
secundaria de fibras, vasos e traqueideos, conferindo suporte mecanico e rigidez; na
periderme, onde ocorre em menor quantidade, esta associada a suberina que age como uma
barreira contra patdgenos (BROWNING, 1967). A quantidade assim como sua composicao
apresenta uma conotacao evolutiva entre pteridofita, gimnosperma e angiosperma (ABREU et
al., 2009). Alguns vegetais apresentam além destas caracteristicas diferenciadoras, tecidos
especiais que sdo uma espécie de resposta a acdo da gravidade, formando os tecidos
conhecidos como de tracdo e de compressdo comuns em plantas arboreas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lignificagdo

A lignificacdo é um processo que contempla a acdo de enzimas, a formacgdo de
monolignois, a polimerizagdo e a deposicdo nos compartimentos extra e intracelulares do
xilema. Formada por diferentes unidades fenilpropanoidicas (ABREU et al.,2009) desperta
grande interesse cientifico, tecnoldgico e econdmico hd mais de 150 anos (SALIBA et al.,
2001). A lignificacdo é uma das fases finais da diferenciacdo de células xilematicas,
iniciando-se nos cantos da célula, na lamela média e nas regides S em dire¢do ao lume. O
produto da lignificacdo denomina-se lignina, sendo esta encontrada repousando sobre a matriz
de carboidratos da parede celular, preenchendo os vazios interlamelares (DONALDSON et
al., 2001).

O termo lignina foi introduzido, pela primeira vez, por Anselmo Payen em 1838 para
designar o residuo insoltvel obtido no tratamento da madeira por &cido nitrico. Em 1917,
Peter Klason propds que a lignina seria uma substancia macromolecular constituida de
unidades do alcool coniferilico, e em 1968 Freudenberg prop6s a primeira formula quimica
para a lignina (SJOSTROM, 1981).

Dentre os constituintes da madeira (celulose, hemiceluloses, lignina, cinzas e
extrativos), a lignina representa o segundo polimero natural mais abundante encontrado na
biosfera, depois da celulose (JUNG, 1998), respondendo por 25 a 30% da biomassa terrestre
(FENGEL & WEGENER, 1984). Em tecidos adultos da madeira, varia de 18 a 38%
(SARKANEM, 1963).

Lignina é um termo para designar uma macromolécula de natureza fendlica
tridimensional com ligagdes cruzadas, com propriedade cimentadora da parede celular,
apresentando-se com alta massa molecular e constituida pelas unidades basicas majoritarias
dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (LATORRACA & ABREU, 1997) (Figura
2). Durante o desenvolvimento celular, a lignina é incorporada como Gltimo componente da
parede celular, interpenetrando as fibrilas e fortalecendo a parede celular (FENGEL &
WEGENER, 1984), ocorrendo assim & lignificacdo. Sua heterogeneidade varia entre
diferentes espécies, 6rgdos, tecidos, e até mesmo nas camadas da parede celular (RAVEN et
al.,, 2007; HIGUCHI, 1980). Funcionalmente, a rigidez e a hidrofobia da lignina sdo
importantes para 0 suporte mecanico, caracteristicas que provavelmente permitiram a melhor
adaptacdo das plantas a vida terrestre (MONTIES, 1989), a condugdo de 4agua
(NORTHCOTE, 1989) e a defesa do vegetal ao ataque de patdgenos (VANCE et al., 1980).

Existe uma relacdo biossintética entre os precursores da lignina e derivados
arilpropandicos: estilbenos, acido cinamico, flavonoides, entre outras, uma conseqiiéncia do
processo similar de biossintese que leva a muitas das substancias aromaticas em vegetais
superiores. A capacidade que tém os sistemas enzimaticos para formar lignina foi fator
decisivo na evolucédo de plantas do meio aquatico para o meio terrestre (ABREU, 1994).
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Figura 2. Precursores da Lignina (MONTEIRO et al., 2004).

A biossintese das ligninas envolve uma adequacdo coordenada de trés fases: a fase pré-
corismica, a fase fenilpropanoidica e a fase de polimerizacdo. A fase pré-corismica € apoiada
na via responsavel pela formacéo dos acidos chiquimico e corismico, 0s quais sdo importantes
em uma variedade de substancias essenciais (HERRMANN, 1995). A via geral dos
fenilpropanoides comeca com a formacgdo a partir da presenca de fenilalanina e envolve
sucessivas reacdes de hidroxilagdo do anel aromatico, seguida de O-metilagdo fenodlica e
conversao do grupo carboxilico em alcool (BOERJAN, et al.,, 2003; BARBER &
MITCHELL, 1997).

2.2 Microscopia Epifluorescente

O termo fluorescéncia refere-se a luz emitida (luminescéncia) pelas moléculas durante
0 periodo de excitacdo pelos fotons. A substancia apos ser irradiada com uma luz de excitagdo
de comprimento de onda especifico pode ser visualizada em um microscopio com
fluorescéncia e quantificada por espectrofotometria (GUIBAULT, 1989).

A microscopia com fluorescéncia ou epifluorescente € utilizada principalmente para a
identificacdo, localizagcdo e quantificacdo de substancias especificas com estruturas que
emitem fluorescéncia (FULCHER, et al., 1989). Existem alguns componentes de origem
vegetal e animal que emitem fluorescéncia natural ao serem irradiados, sendo denominados
fluorescéncia priméria ou autofluorescéncia (MUNCK, 1989; KALAB, et al., 1995;
HEALTH, 2000) e alguns constituintes celulares que ndo apresentam fluorescéncia natural
devem ser adicionados de fluorocromos especificos (HEALTH, 2000), que induzem a
fluorescéncia, denominada fluorescéncia secundaria. Alguns fatores podem afetar a
fluorescéncia das amostras, como a decomposicao fotoquimica e perda da intensidade com o
tempo; a concentracdo da substancia fluorescente; o pH das solug@es; a estrutura quimica da
amostra e a polaridade dos solventes utilizados (FULCHER, et al.,1989).

Em plantas que possuem clorofila, uma pequena parte da radiacdo absorvida é



suficiente para a emissdo de fluorescéncia natural na cor vermelha. Além desta, pode-se
observar fluorescéncia priméaria na camada de aleurona na cor azul, devido & presenga do
acido ferulico e substancias fendlicas (MUNCK, 1989; HAGEN et al., 2006).

2.3 Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho é certamente uma das técnicas analiticas mais
importantes para 0 quimico moderno. Sua area de aplicacdo envolve o estudo de polimeros,
identificacdo de substancias inorganicas e organicas, analise de misturas complexas como
gasolina e poluentes atmosféricos, controle de qualidade de produtos diversos, estudo de
semicondutores, transporte de moléculas bioativas em tecidos vivos, mecanismos de catalise,
entre outros (BARBOSA, 2008).

O olho humano é sensivel apenas a uma pequena faixa de freqiiéncias, ou seja, a regido
da luz visivel do espectro eletromagnético. A luz, com freqliéncias levemente superiores
(menor comprimento de onda), encontra-se na faixa do ultravioleta e a luz, com frequéncias
levemente inferiores (maior comprimento de onda), encontra-se na faixa do infravermelho
(NISGOSKI, 2005).

A espectroscopia no infravermelho (IV) baseia-se na observacdo de vibracdes
moleculares que apresentam freqliéncias especificas, a niveis de energia bem definido. Estas
frequéncias de vibracdo, ou freqliéncias de ressonancia, sd@o determinadas pela forma da
molécula, pelos seus niveis de energia e pela massa dos atomos que a constituem (PAIVA,
2006).

A regido espectral do infravermelho compreende uma radiagdo com numeros de onda
num intervalo de 12.800 a 10 cm™. Por ser uma faixa muito extensa é conveniente dividir a
regido em infravermelho préximo (12.800 a 4000 cm™), infravermelho médio (4000 a 200 cm™
1) e infravermelho distante (200 a 10 cm™) (CUNHA, 2006).

A condicgéo para que ocorra absorcdo da radiacdo infravermelha é que haja variacéo do
momento de dipolo elétrico da molécula como consequéncia de seu movimento vibracional ou
rotacional (0 momento de dipolo é determinado pela magnitude da diferenca de carga e a
distancia entre dois centros de carga). Somente nessas circunstancias, o campo elétrico
alternante da radiacdo incidente interage com a molécula, originando os espectros. De outra
forma, pode-se dizer que o espectro de absor¢do no infravermelho tem origem quando a
radiacdo eletromagnética incidente tem uma componente com freqliéncia correspondente a
uma transicédo entre dois niveis vibracionais (SKOOG & LEARY, 1992).

De acordo com PAIVA (2006), para obter o espectro no infravermelho de uma amostra
transllcida, faz-se passar atravées desta um feixe de luz no infravermelho, e mede-se a energia
absorvida a cada comprimento de onda no modo transmitancia, e no modo reflectancia, o
feixe de luz incide sobre o material amorfo e reflete na forma difusa. A partir desta
informacao obtém-se o espectro de transmissdo ou de absorcdo, que mostra 0s comprimentos
de onda no IV a que a amostra absorve radiacao, permitindo entdo a interpretacdo dos tipos de
ligacGes quimicas presentes.



3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a lignificacdo da espécie Struthanthus vulgaris
Mart. atraves da aplicacdo da microespectroscopia no infravermelho e microscopia
epifluorescente.

3.2 Objetivos Especificos

o (Caracterizar anatomicamente o tecido lenhoso do caule jovem;

e Analisar a presenca de lignina nos tecidos da planta através da microespectroscopia no
infravermelho (IFTR);

e Verificar 0 modelo de deposicdo da lignina através da fluorescéncia e teste
histoquimico;

4. MATERIAL E METODOS

As amostras do caule de Struthanthus vulgaris Mart. foram coletadas do hospedeiro
Terminalia catappa L. (Amendoeira), com auxilio de poddo, localizada no campus da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, localizada na cidade de Seropédica (Estado do
Rio de Janeiro, Brasil), sendo, em seguida, retiradas as folhas e feita a separacdo em partes
jovens ,ou seja, segmentos mais flexiveis localizadas aproximadamente no 3° ao 5° entrends e
partes adultas no qual sdo 0s segmentos a partir do 6° entrend.

Para as andlises por microscopia de campo claro, fluorescéncia e microespectrometria
foram utilizadas partes jovens do caule, enquanto que para as analises quimicas (determinagao
do teor de lignina e espectroscopia no infravermelho) foram utilizadas partes maduras do
caule (Figura 3).
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Figura 3. Organograma interativo constando as analises desenvolvidas.

4.1 Preparo do Material Para Anélise Quimica

O caule maduro de Struthanthus vulgaris foi seco a temperatura ambiente e em
seguida, moido em um moinho de facas do tipo Willey. As particulas obtidas foram
homogeneizadas em um jogo de peneiras sendo utilizado o que ficou retido na malha n° 16
internacional (malha 40 ASTM). Apos a preparacao, as particulas do material caulinar foram
extraidas com os solventes ciclohexano, acetato de etila e metanol em um extrator do tipo
soxhlet, por um periodo de 24 horas ininterruptas para cada extracdo (ABREU et al., 2006).

Para a obtencdo do teor de lignina foram utilizadas duas amostras de caule maduro
livres de extrativos: uma amostra sem tratamento e outra amostra com tratamento com NaOH
1%. Para tal, transferiu-se aproximadamente 2,0 g do material extraido com solventes e
devidamente seco para um Becker de 200 mL e adicionou-se 100 mL de solu¢do de NaOH
1%. Este tratamento foi realizado em banho-maria por uma hora a 90°C. Em seguida, o
material foi lavado com &gua desionizada, depois com acido acético 10% e, em seguida,
lavado com agua quente sob vacuo utilizando um filtro de placa sinterizada (ABREU et al.,
2006).

Para determinagéo do teor da lignina de Klason foi utilizado aproximadamente 300 mg
de amostra seca e livre de extrativos e tratada com &cido sulfdrico 72%. A amostra foi
homogeneizada por agitacdo continua durante 1 minuto e conservada por 1 hora entre 25 e
30°C em banho-maria. Em seguida, o material foi diluido a 84 ml de &gua destilada,
permanecendo em refluxo por 4 horas Apos este procedimento, o material foi lavado com 500
ml de agua destilada quente em um funil de placa sinterizada previamente tarado e em seguida
seco em estufa a 105°C durante 24 horas e em seguida foi feita uma nova pesagem
(EFFLAND, 1977).



4.2 Preparacdo do Material Caulinar Para Analise no Infravermelho

Para espectroscopia no infravermelho, foram utilizados material caulinar adulto com 3
diferentes condicdes de tratamento: uma amostra ao natural, uma amostra livre de extrativos e
uma amostra livre de extrativos e tratada com NaOH 1 %. As amostras foram moidas em um
moinho de bolas de ago inoxidavel (Marconi), utilizando a velocidade de 310 rpm durante 36
horas ininterruptas, até apresentar nivel coloidal. O material foi seco em um liofilizador
(TERRONI — Modelo ENTERPRISE) (Figura 4A). Os espectros foram registrados em um
espectrometro (VARIAN 640-IR FT-IR spectrometer) (Figura 4B) utilizando 1mg de amostra e
100mg de KBr. Os espectros foram registrados no modo experimental de transmitancia
utilizando 4 cm™ de resolucdo, 32 varreduras, amplitude espectral entre 4000-400cm™ e
atenuacéo 17.

Figura 4. Liofilizador (TERRONI — Modelo ENTERPRISE) (A) e Espectrémetro no infravermelho VARIAN
640-IR acoplado ao microscopio FTIR (B).

4.3 Preparo do Material Para Estudo Anatémico

Apdbs a coleta dos ramos, partes provenientes do caule jovem foram divididas em
segmentos menores, sendo posteriormente fixado em FAA 70% (solucdo de Formaldeido,
Acido acético glacial e Alcool etilico, 1:1:18 (v/v)) e transferido apds 24 horas para etanol
50% (KRAUS et al., 1997). Os cortes anatdbmicos do caule jovem de Struthanthus vulgaris
foram realizados em micrétomo do tipo Ranvier, obtendo-se cortes de espessura entre 20 a 30
pm.

ApoOs a obtencdo dos cortes, estes foram clarificados através dos seguintes
procedimentos: primeiramente estes permaneceram em solucdo de hipoclorito de sodio 50%,
durante 5 minutos e em seguida foram lavados em agua destilada para retirar o excesso do
reagente. Apds a lavagem, os cortes foram depositados em solucdo de acido acético 1% para
neutralizar a acdo da &gua sanitéria e, posteriormente, submetidos a uma nova lavagem. Ao



término do processo de clarificagdo foram realizados os testes histoquimicos (VAZQUEZ-
CO0Z & MEYER, 2002), utilizando para isso um microscépio 6ptico (Olympus BX 51) com
um sistema digital de analise de imagens (cell" imaging software) (Figura 5).

4.4 Microscopia de Campo Claro

As analises por microscopia de campo claro foram realizadas com cortes transversais
do caule jovem, ao natural e corados com mistura de azul de astra a 1% e safranina a 1% (9:1
v/v) (BUKATSCH, 1972, citado por KRAUS et al., 1997).

Além das analises anatdmicas do caule, testes histoquimicos foram realizados para
detectar lignina por meio do teste de Wiesner para a localizacdo do tecido lignificado, cuja
coloracdo avermelhada foi evidenciada imediatamente (LIN & DENCE, 1992). Foi usado
neste teste histoquimico cortes de 20 a 30 um ao natural e cortes tratados com uma solucao
aquosa de NaOH 1% (solucdo aquosa) durante 1 hora, sendo este ultimo utilizado para
extracdo de material fendlico conforme a norma TAPPI - T 212 os — 76 (TAPPI, 1979).

4.5 Microscopia Epifluorescente

Para o teste com fluorescéncia, secBes transversais do caule ao natural e tratados com
NaOH 1% foram observados em microscépio epifluorescente (Figura 5) utilizando cubo de
excitacdo azul em 450-480nm e filtro FITC (U-MWB,), sendo observado a autofluorescéncia
(BARROS & MIGUENS, 1998).

Figura 5. Microscépio 6ptico Olympus, acoplado a um sistema de analise de imagem digital (Imaging Software
cell’) utilizado para a microscopia de campo claro e epifluorescente.



4.6 Microespectrocopia no Infravermelho (FTIR)

Os cortes anatdmicos das secOes transversais, ao natural foram utilizados para registro
de espectros no infravermelho in loco através de um microscopio acoplado a um
espectrometro de infravermelho (Figura 4B), de modo a caracterizar e localizar a presenca de
lignina nos tecidos. Estes cortes foram congelados em nitrogénio liquido e em seguida secos
entre laminas de vidro por 12 horas em um liofilizador.

Depois de liofilizados, os cortes transversais foram colocados sobre uma Iamina de
KBr, e registrados os espectros com detector MCT, usando condi¢Ges experimentais de
reflectancia difusa. Foram registrados espectros das seguintes regides: parenquimatosa, calota
de fibra do floema e medula, abrangendo uma é&rea de 5 nm” em cada regido, registrando
espectros com 2 cm™ de resolucéo, 128 varreduras com amplitude espectral entre 4000-700
cm e atenuacao 7.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo Anatdémica do Caule Jovem de Struthanthus vulgaris

Na secéo transversal do caule jovem de Struthanthus vulgaris observou-se a epiderme
uniestratificada, cujas células apresentam formas e tamanhos variados, seguida por trés a sete
camadas de parénquima cortical homogéneo constituido por células isodiamétricas (Figura 6).

Os elementos condutores estdo organizados em feixes colaterais, interrompidos por
células parenquimaticas, caracterizando um cilindro descontinuo. Os feixes vasculares sdo
providos de calotas de fibras adjacentes aos polos do floema (Figura 6), as quais apresentaram
caracteristicas de fibras gelatinosas. O xilema apresenta de uma a duas camadas de células
cambiais no cilindro central (Figura 6), podendo ser observado o protoxilema e 0 metaxilema
conforme descricdo de SALATINO et al. (1993). Foi observado também que a medula é
formada por células parenquimaticas maiores em relacéo a porcéo cortical (Figura 6).

Epidenine

Parénguima medulaxr

Figura 6. Fotomicrografia da secdo transversal do caule jovem de Struthanthus vulgaris Mart., corado com
safrablau usando objetiva de 10 vezes de aumento.
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5.2 Analise Espectroscépica no Infravermelho

Os espectros no infravermelho do material lignocelulosico do caule (p6) principal da
parte adulta de Struthanthus vulgaris ao natural, pré-extraido com cicloexano, acetato de etila
e metanol e tratado com uma solugdo de NaOH 1%, revelaram sinais que evidenciaram a
presenca de tecidos lignificados, refletindo a presenca de lignina do tipo
Guaiacilica:Siringilica (Figuras 7A, 7B e 7C).

Foram observados os sinais em 1733, 1513, 1435, 1374, 1329 e 1257 cm™ no espectro
do material ao natural (Figura 7A), sinais em 1733, 1640, 1633, 1513, 1435, 1353, 1329 e
1256 cm™ no espectro do material extraido (Figura 7B) e, 1641, 1507, 1424, 1366, 1330 e
1266 cm™ no espectro do material extraido e tratado com NaOH 1% (Figura 7C).

Pode-se observar que o espectro do material extraido e tratado, quando comparados
com o espectro do material ao natural e do material extraido sem o tratamento NaOH 1%,
apresentou 0s sinais mais evidentes, confirmando a existéncia de lignina
Guaiacilica:Siringilica (Figura 7C).

O tratamento com NaOH 1% serviu para remover substancias taniferas e
hemiceluldsicas, o que acarretou em espectros mais limpos e com auséncia de contaminagéo.
A prova disso esta na presenca e auséncia do sinal em 1733 cm™ nos espectros das amostras
ndo tratadas (Figuras 7A e 7B) e tratadas com NaOH 1%(Figura 7C), respectivamente. Este
sinal corresponde ao estiramento simétrico e assimétrico de carbonilas de éster ou de acido
carboxilico existentes nas hemiceluloses (xiloglicanas) (ORTON et al., 2004). Esses espectros
foram registrados no modo transmitancia. Foi usado como referéncia nesta comparacao as
atribuicGes descritos na tabela 1 (ABREU, 1994).

A

Niimare de andas

Figura 7. Espectro no infravermelho do caule maduro (pd) de Struthanthus vulgaris ao natural (A), extraido com
cicloexano, acetato de etila e metanol (B) e extraido e tratado com NaOH 1% (C).
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Tabelal. Atribuigdes dos sinais de referéncia no infravermelho de ligninas de Bjorkman.

cm* Atribuicdes dos Sinais cm* Atribuicdes dos Sinais

3412-3460 Estiramento de O-H 1221-1230 Estiramento de C=0, C-C com
estiramento de C=0 sensivel a
substituicdo do anel aroméatico G
condensado > G eterificado

3000-2842  Estiramento de C-H dos grupos metilicos 1116 Tipicos de ligninas HGS com influéncia
e metilénicos de grupos carboxilicos e carbinilicos

1738-1709 Estiramento de C=0O de cetonas ndo 1140 Deformacdo (no plano) de C-H de anel
conjugadas e de grupo éster aromatico guaiacilico. G condensado > G

eterificado

1655-1675 Estiramento de C=0O em cetonas 1128-1125 Deformacdo (no plano) de C-H (tipico de
conjugadas e em aldeidos conjugados anel siringilico)

1593-1605 Vibracdo do esqueleto aromatico com 1086-1125 Deformacdo de C-O de alcool secundario
estiramento de C=0 e de éter alifatico

1505-1515 Vibracdo do esqueleto aromatico 1030-1095 Deformacdo (no plano) de C-H de anel

guaiacilico mais deformacdo de C-O em
alcool primario e em éter com
contribuicdo de estiramento de C=0 nédo

conjugado

1460-1470 Deformacdo assimétrica em —-CH; e — 915-925 Deformagdo de C-H (monohidrogénio)
CH,-CH,- fora do plano do anel aromaético sirigilico

1422-1430 Vibracdo do esqueleto aromatico 853-858 Deformacdo de C-H fora do plano dos H
combinado com deformacdo no plano de de C-2, C-5 e C-6 (anel gaiacilico)
C-H, influenciado pela substituicdo do
anel

1365-1370 Estiramento de C-H alifatico de —-CH3- 834-835 Deformacdo de C-H fora do plano dos H
CH, do C-2 e C-6 (anel siringilico)

1325-1330 Respiracéo (breathing) do anel sirigilico ~ 817-827 Deformagdo de C-H fora do plano do C-
com contribuicdo do estiramento de C=0 H nas posicbes 2,5 e 6 de unidades
e de estruturas condensadas guaiacilicas

1266-1270 Respiracdo  (breathing) do  anel
guaiacilico com  contribuicdo  do
estiramento de C=0

5.2.1 Analise por Microespectroscopia no Infravermelho

Cortes transversais do caule jovem de Struthanthus vulgaris ao natural (sem aditivo de
corantes) foram submetidos a técnica de microscopia no infravermelho FTIR, sendo varridos
em trés regibes distintas (parénquima cortical, calota de fibra do floema e medula) (Figuras
8A; 8B e 8C).

O espectro da regido do parénquima cortical revelou um perfil complexo com pouca
definicdo, principalmente com relacdo aos sinais correspondentes a presenca de lignina
(Figura 8A). N&o houve registro de lignina nas células do feixe medular.

O espectro registrado da regido da calota de fibra do floema (Figura 8B) indicou sinais
de presenca de lignina, sendo estes os sinais 1647, 1511, 1453, 1376 e 1244 cm™ (Figura 8B).
Os sinais 1338 e 1244 cm™ por comparagdo entre eles sugere uma proporcdo (G<S) na
composicao da lignina das fibras floeméticas das calotas do caule. Esta relagdo coaduna com a
hipotese que ligninas de tecidos de alta flexibilidade podem possuir ligninas mais flexiveis,
permitindo maior taxa de flexibilidade as plantas (ABREU et al., 2009).
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Esses espectros foram obtidos no modo experimental de reflectancia difusa conforme
descricdo anterior, de acordo com os dados da literatura (LIN & DENCE, 1992).
O espectro registrado na regido da medula também revelou um perfil complexo de

sinais dificultando qualquer diagnostico, ndo sendo possivel a identificagdo da presencga de
lignina nesses espectros (Figura 8C).

% Transmitéincia

1041

¥ 1244 | /
|'| .164?1-.53‘333 1]56 : f ,\“\‘

2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Niimero de ondas
Figura 8. Espectros no infravermelho das regides da secdo transversal do caule de Struthanthus vulgaris ao

natural: parénquima, calota de fibra do floema e medula (A), (B) e (C), respectivamente e fotos
ilustrando essas regides (1), (2) e (3), respectivamente.

As atribuicGes foram baseadas em analise comparativa entre espectros apoiado em

dados da literatura (LIN & DENCE, 1992). As calotas de fibras do floema e as células do
parénquima medular localizadas proximas aos feixes vasculares mostrou forte indicacéo de
presenca de lignina, sendo esta evidéncia reduzida apos tratamento com NaOH 1%. Em caules
adultos, foi verificada presencga do alto teor de lignina aproximadamente 30,6% em material
adulto sem tratamento e 24,2% no material tratado com NaOH 1%, respectivamente. A
diferenca observada de 6,4% permitiu propor que parte do material incrustante foi
solubilizada, o que foi confirmado por teste histoquimico.

Esta diferenca pode ser observada a partir da comparacdo das se¢Oes transversais do
caule ao natural e tratadas com NaOH 1% submetidos ao teste de Wiesner e a fluorescéncia.
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5.2.2 Avaliacéo da lignificacao atraveés de testes histoquimicos

O teste de Wiesner permitiu observar células lignificadas do caule jovem (Figura 9A),
identificando as células diferenciadas do protoxilema, evidenciando as paredes secundarias
lignificadas e o metaxilema sem deposicdo de parede secundaria (Figura 9B). O teste de
Wiesner também demonstrou claramente a presenca de lignina nas calotas de fibras do floema
(Figura 9C).

Figura 9. Fotomicrografias da secdo transversal do caule de Struthanthus vulgaris submetido ao teste de
Wiesner. Legenda: mtx — metaxilema; ptx — protoxilema; cff — calotas de fibras do floema; flo -
floema.

Apos tratamento dos cortes com NaOH 1%, o teste de Wiesner revelou uma reducao
da intensidade de cor, tanto nas calotas de fibras do floema (Figura 10B) bem como nas
células adjacentes aos feixes vasculares e também as do protoxilema (Figura 10C), sugerindo
provavelmente dissolucdo de substancias de baixa massa molecular de natureza lignoidica
nestas células. Esta diferenca pode ser observada a partir da comparacdo das secOes
transversais ao natural e tratadas com NaOH 1%, tanto no teste de Wiesner (Figuras 9 e 10,
respectivamente) como no teste de fluorescéncia (Figuras 11). Esses resultados coadunam
com os dados encontrados por WATANABE et al. (2004), os quais observaram a remocdao de
polifendis por NaOH 1% na madeira de eucalipto através de analises histoquimicas,
permitindo acessar a precisa distribuicao de lignina na parede celular.
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Figura 10. Fotomicrografias da secdo transversal do caule de Struthanthus vulgaris tratado com NaOH 1% e
posteriormente submetido ao teste de Wiesner. Legenda: cff — calota de fibra do floema; mtx —
metaxilema; ptx — protoxilema.

O teste de fluorescéncia indicou a presenca de lignina (Figura 11), confirmando com
0s resultados encontrados anteriormente. Os resultados mostram as calotas de fibras do floema
sdo lignificadas (Figura 11A). A regido dos feixes vasculares com as células diferenciadas do
protoxilema, evidenciando as células lignificadas com espessamento de parede e também
algumas células adjacentes, localizadas em torno dos feixes vasculares, com espessamento
secundario (Figura 11B). Em destaque, a lignina, em células da epiderme (Figura 11C). Apds
tratamento com NaOH 1% pode ser observado também uma reducdo na intensidade da
fluorescéncia, da mesma forma como revelado no teste de Wiesner (Figuras 11C e 11D).

Essas substancias que provavelmente foram dissolvidas pela solucdo aquosa de NaOH
1% podem também compreender o grupo de substancias da classe dos taninos, visto que, de
acordo com SALATINO et al. (1993), Struthanthus vulgaris apresenta grande quantidade
desse polifenol em suas células.
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Figura 11. Fotomicrografias exibindo autofluorescéncia da secéo transversal do caule de Struthanthus vulgaris
ao natural (A e B) e tratado com NaOH 1% (C e D). Legenda: cff — calota de fibra do floema; epi —
epiderme.

6. CONCLUSAO

Os resultados revelaram que as calotas de fibras do floema apresentam lignina e
também substancias soltveis em solucéo aquosa de NaOH 1%, de baixa massa molecular e/ou
tanino/polioses, ja comprovada em estudos anteriores.

A espectroscopia no infravermelho foi a ferramenta que permitiu verificar in loco o
tipo de lignina, facilitando a atribuicdo e o reconhecimento nestes tecidos, revelando uma
composicao rica em unidades siringila (G:S), diferentemente do encontrado para o tecido
total, onde percebe-se maior concentragdo de unidades guaiacila. A estimativa de maior teor
de unidade siringila nas calotas fibrosas coaduna com a hipotese que ligninas siringilas
correspondem a sistemas moleculares mais flexiveis.
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ANEXOS

Espectro de infravermelho do material caulinar (parte madura) de Struthanthus vulgaris Mart.

ao natural. 32 scans / resolucdo 4 (cm™) / distancia de corrida 4000 — 400 (cm™) / Smooth 17

Erva de passarinho - sem tratamento Smooth 17
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Espectro no infravermelho do material caulinar (parte madura) de Struthanthus vulgaris Mart.
extraida com cicloexano, acetato de etila e metanol. 32 scans / resolucdo 4 (cm™) / distancia
de corrida 4000 — 400 (cm™) / Smooth 17

Erva de passarinho - pré-extraida Smooth 17
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Espectro de infravermelho do material caulinar (parte madura) de Struthanthus vulgaris Mart.

extraida com cicloexano, acetato de etila e metanol e tratado com NaOH 1%. 32 scans /
resolucdo 4 (cm™) / distancia de corrida 4000 — 400 (cm™) / Smooth 17
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Espectros de infravermelho da secdo transversal ao natural (sem aditivos de corantes)

liofilizados da parte jovem de Struthanthus vulgaris Mart. abrangendo a regido medular.

Smooth (7) / 128 scans / resolucdo 4 (cm™) / distancia de corrida 4000 — 700 (cm™).
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%Transmittance

Janela totalmente aberta - medula 4 Smooth (7)
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Espectros de infravermelho da secdo transversal ao natural (sem aditivos de corantes)

liofilizados da parte jovem de Struthanthus vulgaris Mart. abrangendo a regido das calotas de

fibras do floema. Smooth (7) / 128 scans / resolucéo 4 (cm™) / distancia de corrida 4000 — 700

(cm™).
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Espectros de infravermelho da secdo transversal ao natural (sem aditivos de corantes)
liofilizados da parte jovem de Struthanthus vulgaris Mart. abrangendo a regido
parenquimatosa. Smooth (7) / 128 scans / resolucéo 4 (cm™) / distancia de corrida 4000 — 700

(cm™).
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