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VARIACAO LIGNO-ANATOMICA EM MUDAS DE Eucalyptus grandis (Hill ex Maiden)
TRATADAS COM REGULADORES DE CRESCIMENTO

Regina Paula Willemen Pereira', Heber dos Santos Abreu?, Maria Beatriz de Oliveira Monteiro?,
Natalia Dias de Souza*

(recebido: 13 de margo de 2010; aceito: 28 de abril de 2011)

RESUMO: Neste trabalho, objetivou-se analisar a relagdo dos reguladores de crescimento GA, e BAP na lignificacdo e,
consequentemente no didmetro das fibras de plantas de Eucalyptus grandis aos seis meses de idade. Estudos anatomicos, bioquimicos
¢ genéticos em decorréncia da aplicacdo exdgena de reguladores de crescimento na fase de desenvolvimento do vegetal, tém sido
cada vez mais enfatizados. Alguns desses estudos tém obtido avango no que se refere a interacdo dos hormonios vegetais em
relagdo a anatomia € ao processo de lignificagdo. A aplicagdo dos reguladores de crescimento GA, e BAP foi realizada isoladamente
ou combinados nas respectivas concentragdes: GA, (49,13 uM e 98,26 uM); BAP (111 pM e 222 uM), em mudas de Eucalyptus
grandis até seis meses de idade. Andlises quimicas e anatomicas foram realizadas com o segmento caulinar das plantas tratadas.
Para quantificar o teor de lignina pelo método Klason, as amostras foram livres para a retirada de extrativos e proteinas. Para a
mensurag¢do do diametro das fibras, as amostras, apds sua dissociag@o, foram analisadas por microscopia 6tica. O teor de lignina
variou entre 23,37 a 29,64% e o didmetro de fibra variou entre 13,33 a 20,39 um. Também, pelos resultados, foi possivel visualizar,
com o tratamento G, C,,, (49,13 de GA, com 111uM de BAP) que o teor de lignina reduziu em 21,2% em relagio ao controle, € o

A [1] ~
diametro de fibra obteve o menor aumento em relagdo aos outros tratamentos.
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LIGNOANATOMICAL VARIATION IN SEEDLINGS OF Eucalyptus grandis (Hill ex Maiden)
TREATED WITH GROWTH REGULATORS

ABSTRACT: The aim of this study was to analyze the influence of growth regulators GA , and BAP on lignification and consequently
on the diameter of fibers in Eucalyptus grandis plants at age six months. Anatomical, biochemical and genetic studies after exogenous
application of growth regulators during the development phase have been increasingly explored. Some of these studies have achieved
progress regarding the interaction of plant hormones with the anatomy and the lignification process in plants. The application of
growth regulators GA ;and BAP was done separately or combined in the following concentrations: GA,(49.13 uM and 98.26 uM),
BAP (111 uM and 222 uM), using seedlings of Eucalyptus grandis at age up to six months. Chemical and anatomical analyses were
performed on the stem segment of plants subjected to treatment. To quantify lignin content by the Klason method, samples were
subjected to removal of extractives and proteins. To measure fiber diameter, once dissociated, samples were analyzed by optical
microscopy. The lignin content ranged between 23.37% and 29.64% and fiber diameter ranged between 13.33 um and 20.39 um.
From results it was possible to visualize, with the GH C[U treatment (49.13 uM of GA ; with 111uM of BAP) that lignin content dropped
by 21.2% in relation to the control treatment, and that fiber diameter had the smallest increase in relation to other treatments.

Key words: Lignin, fiber, gibberellin, cytokinin.

1 INTRODUCAO tém importancia para diversos segmentos florestais. O
processo de lignificagdo ¢ um importante aspecto de
implicacao no produto final. Entdo, ¢ de interesse analisar

e avaliar as possibilidades de intervengao na lignificagdo

As fibras do eucalipto possuem caracteristicas
de interesse para a industria, € o Eucalyptus grandis

destaca-se entre as espécies mais utilizadas. A industria
de celulose e de chapas de fibras utiliza-o com destaque,
desempenhando um importante papel para tais finalidades
(BRASIL; FERREIRA, 1972). Dessa forma, os aspectos
que podem interferir nas caracteristicas das fibras,

para estudos e possiveis aplicabilidades na utilizagao
das fibras. Qualquer efeito no aspecto bioquimico na
lignificagdo de fibras, como resultado de tratamento com
giberelina, pode ser de possivel valor comercial (ATAL,
1961).
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Fica evidente a necessidade de explorar a amplitude
das conseqiéncias do processo de lignificagdo, pelo estudo
anatomico para melhorar a compreensdo da lignina e
prover um futuro de possibilidades para a intervencao
e producdo de plantas com caracteristicas exploraveis
comercialmente.

Ha um grande interesse, relatado varias vezes na
literatura que relaciona a interferéncia dos fitohormonios
na lignificagdo, por conseguinte, nas caracteristicas
celulares. Segundo Liu et al. (2001), as mudangas na
configuracdo e conformagdo durante o crescimento
e desenvolvimento das plantas, estdo diretamente ou
indiretamente relacionadas com os fitohormdnios.
Varios tipos de células em uma planta tém funcdes
distintas. As fibras, por exemplo, sdo células longas
e estreitas com paredes espessas e lignificadas, com
funcdo de sustentacdo, encontradas no xilema e em
floema oriunda das iniciais axiais do cambio (ALONI,
1990). Aloni (1979) mostrou que o papel das folhas
na diferenciacdo de fibras de floema primario em
Coleus pode ser substituido por aplicagdes exogenas
de combinagdo de AIA (4cido 3-indol-acético) e GA,
(4cido giber¢lico), considerando que o GA,, aplicado
sozinho ndo mostrou efeito visivel sobre a formacao da
fibra. O GA, somente afeta a diferenciagdo da fibra de
floema na presenca de auxina. A combinacdo de AIA com
GA, contribui para a diferenciagdo de fibra do floema,
qualitativamente e quantitativamente (ALONI, 1979).
Quando varias combinagdes de ambos os reguladores de
crescimento foram aplicadas em caules decapitados, com
concentragdes altas de AIA estimularam a diferenciagdo
rapida de fibras proporcionando paredes secundarias
espessas, considerando que niveis altos de GA, produzem
fibras longas com paredes delgadas (ALONI, 1979).

Em experimentos em cultura de tecido, a citocinina
foi reconhecida por estimular a divisao celular e por
controlar a diferenciagcdo de elementos traqueoidais
(DALESSANDRO; ROBERTS, 1971) e de fibras do
xilema secundario (ALONI, 1982). O papel da citocinina
foi estudado também durante a diferenciagao de células de
plantas de Helianthus annuus (SAKS et al., 1984). Aloni
(1982) mostrou que a citocinina ¢ requerida durante as
fases iniciais de diferenciacdo da fibra.

Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de
verificar o efeito da aplicagdo de reguladores de crescimento
no didmetro de fibra e no processo de lignificagdo de mudas
de Eucalyptus grandis, aos seis meses, tratadas com acido
giberélico (GA,) e 6-benzilaminopurina (BAP).
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2 MATERIAL E METODOS

A primeira fase do experimento foi realizada em
ambiente de viveiro. As sementes foram germinadas
em tubetes, preenchidos com o substrato (60% de
composto organico, 20% de argila, 10% de areia e 10%
de vermiculita). Foram utilizadas sementes certificadas de
Eucalyptus grandis. Apds 80 dias de crescimento, realizou-
se arepicagem, transferindo para 45 tubetes com capacidade
de 3,8 L. Cada tubete continha apenas uma planta. A segunda
fase foi desenvolvida na casa de vegetagdo onde foram
realizadas as aplicagdes com os reguladores de crescimento.

A primeira aplicagao foi feita aos 90 dias (segunda
quinzena do més de junho). Nas aplicacdes, cada planta
recebeu, por pulverizagdo, uma solugdo aquosa de
reguladores de crescimento. Foram utilizados os seguintes
tratamentos, envolvendo o GA3 e o BAP: 49,13 uM de
GA3;98,26 uM de GA3; 111 uM de BAP; 222 uM de BAP;
49,13 uM de GA3 + 111 uM de BAP; 49,13 uM de GA3 +
222 uM de BAP; 98,26 uM de GA3 + 111 uM de BAP; 98,26
puM de GA3 + 222 uM de BAP; 0 uM de GA3 + 0 uM de
BAP nas respectivas concentragdes, com cinco repetigoes
para cada tratamento, com delineamento estatistico
inteiramente casualizado. Foi realizado um total de sete
aplicagdes com um intervalo de dez dias para cada uma.

Cada tubete recebeu 350 mL de dgua, durante toda
a segunda fase do experimento, sendo que nos dias mais
quentes foram feitas duas irrigagdes. As aplica¢des eram
iniciadas sempre as 5 horas da manha. Para otimizar a
absor¢ao das solugdes de reguladores, foi adicionado
a essas solu¢cdes um agente tenso ativo conhecido
comercialmente por Adesil®.

2.1 Analise citologica

O primeiro segmento das bases dos caules (a partir
de 1 cm) foram usados para os cortes transversais. Para
este trabalho, foi utilizado o segundo segmento dos caules
(1 cm) imersos em frascos contendo solucéo conservante:
150 mL de glicerina, 300 mL de 4lcool e 400 mL de agua.

Para a dissociagdo de elementos celulares, uma
amostra de cada tratamento foi submersa em solugdo de
agua oxigenada e acido acético (1:1) (método de Franklin)
(FRANKLIN, 1945), ficando por 48 horas na estufa a
60 °C. Depois o material foi dissociado, lavado com 4gua
bidesionizada e corado com safranina alcodlica a 1%. As
mensurac¢des microscopicas para didmetro de fibras foram
realizadas e documentadas por fotomicrografias obtidas ao
microscopio fotonico Olympus BH-2.
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2.2 Preparacao do material para anélise quimica

A parte do caule utilizada para a analise 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 analise quimica
(cinco repeti¢des de cada tratamento) foram descascados
e acondicionados em cdmara fria e depois moidos em
Moinho de Facas (Willie) mod.40A 110/220V e peneirado
em Agitador de Peneiras Produteste Mod.T.

2.3 Obtencdo do material lignoceluldsico livre de
extrativos

Uma amostra com aproximadamente 3g da frag@o
do material foi homogeneizada por um conjunto de
peneiras que atravessou a malha 40 ASTM e ficou retido
na malha 60 ASTM. Essa amostra passou por uma extragao
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 uma extragao com agua bideionizada (BROWNING,
1967). Apds o término da extragdo, o material soluvel foi
concentrado em um evaporador rotatorio, armazenado em
um dessecador até ficar completamente seco.

2.4 Obtenc¢do do material livre de proteina

Uma amostra de material livre de extrativos
com lg foi colocada em erlenmeyer de 250 mL, sendo
um erlenmeyer por tratamento com 40 mL de solucdo
de pepsina contendo 1% em acido cloridrico 0.1 N
que ficaram em banho-maria a 40 °C por 13 horas para
padronizar todas as amostras (BREMMER, 1965). Apods
esse periodo as amostras foram filtradas em um funil de
placa sob vacuo, onde foram lavadas duas vezes com
48 mL para cada lavagem com agua quente; 12,8 mL de
acido sulfarico (H,SO,) (5%). Em seguida, a amostra foi
tranferida para um baldo de vidro com 240 mL de H,SO,
(5%) e colocada em refluxo por uma hora. Novamente foi
transferida para um filtro e sob vacuo, onde a amostra foi
lavada trés vezes com 48 mL de agua bideionizada quente
por duas vezes com 32 mL de etanol e duas vezes com 24
mL de éter, ambas, para cada lavagem.

2.5 Lignina insoltvel de Klason

Para a obtengao da lignina de Klason, foi utilizada
metodologia segundo Browning (1967). Uma por¢do com
300mg de amostra seca (livre de extrativos e proteina)
foi transferida para um tubo de ensaio, adicionando-se
3mL de 4cido sulftrico a 72%. A amostra foi macerada
com um macerador mecanico (Potters — B. Braun Biotech

371

Internacional) por 3 minutos e maceragdo manual continua
durante 1 hora. Os tubos de ensaio durante a maceragao
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 250 mL e diluido utilizando-se
solugdo de acido sulfurico, adicionando 84mL de agua
bideionizada. O material ficou em refluxo por 4 h seguidas
e foi em repouso para sedimentagdo da lignina. A solu¢ao
de lignina 4cida foi filtrada em um cadinho de porcelana
e colocada em estufa a 105 °C.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os dados analisados tiveram distribuicao
normal quando submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov, ao nivel de significancia de 5% para o diametro
da fibra e teor de lignina. Foi também verificada a
homogeneidade das variancias, pelo teste de Bartlett com
a mesma significancia.

A analise de variancia e o teste de Tukey permitiram
estabelecer que em presenca de ambas as concentragdes
de GA, (tratamentos G, eGye também na combinag@o
de GA, e BAP (tratamento G,Cy) houve um aumento
no didmetro da fibra em relagdo ao controle (Figura 1 e
Tabela 1). Isso coaduna com o resultado de pesquisa
realizada com Pinus radiata, em que um baixo teor de
giberelina foi adicionado ao caule dessa planta, além de
contribuir para a formagdo de xilema com relagdo aos
diferentes caracteristicas, houve também um aumento no
diametro dos traqueides (PHARIS et al., 1981).
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Figura 1 — Valores obtidos com os tratamentos isolados e
combinados de giberelina e citocinina para o diametro da fibra.

Figure 1 — Values obtained using separate and combined
treatments of gibberellin and cytokinin for fiber diameter:
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Tabela 1 — Comparagdes multiplas entre as médias do didmetro
de fibra (um).

Table 1 — Multiple comparisons between means of fiber diameter
(um).

GA
BAP 3
G[OW G[l] GfZ]
Cy 13,33aA 20,39bA 20,37bA
C,, 15,88aB 14,87aB 15,78aB
C 16,22aB 15,42aB 19,64bAC

[2]

Nota: Letras mintsculas distintas mostram as diferencas
significativas para o teste de Tukey entre colunas e letras maiusculas
entre linhas, a 5% de significancia; GA, (4cido giberélico), G[O]
(auséncia de GA,)), G, (presenca de 49,13 uM de GA,)), Gy,
(presenga de 98,26 uM de GA)), C[U] (auséncia de BAP), Cm
(presenca de 111 uM de BAP), C,,, (presenca de 222 uM de BAP).

As plantas dos tratamentos C,, ¢ C, com BAP
também aumentaram o didmetro da fibra (15,88 um e
16,22 pm), respectivamente, em relacdo ao controle
(13,33 pum), porém, o aumento do didmetro das fibras
proporcionado pela presenga dos tratamentos com o GA,
utilizado isoladamente (tratamentos G, ¢ G,,,), foi superior
a todos os tratamentos.

Segundo Li (1992), o GA, foi utilizado em estudos
para o aumento da producao de fibras de rami (Boehmeria
nivea (L.) Gaudich.), mas, como conseqiiéncia, ocorreu um
aumento no diametro da fibra. Efeito similar foi percebido
nesse trabalho com o E. grandis quando as plantas foram
tratadas com as duas diferentes concentragdes de GA,
(tratamentos G, € G, ), isto ¢, proporcionaram aumentos
no diametro das fibras.

Os tratamentos G[l] Cm e Gm C[Z] ndo apresentaram
diferenca significativa entre si, porém, ambos diferenciaram-
se do tratamento Gy Reguladores de crescimento como a
giberelina (GA,) afetam a produtividade e qualidade das
fibras de rami (Boemheria nivea (L.) Gaud.) (WANG;
HE, 1992).

Os resultados mostraram que, quando adicionado
BAP nas concentragdes utilizadas nesse trabalho (111 uM
ou 222 uM), juntamente com a concentragao de 49,13 uM
de GA,, que caracterizou os tratamentos Gm C[] e Gm Cm
(14,87 um e 15,42 um respectivamente), ambos reduziram
significativamente o didmetro de fibra comparado com o
tratamento Gm (20,39 pum). J& o dobro da concentragao
do GA, (98,26 uM), utilizado, isoladamente no tratamento
G,,, ndo proporcionou diferenga significativa para o
diametro de fibra em relagdo ao tratamento Gm. Porém,
ambos, G, ¢ G, diferenciaram-se significativamente
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em relag@o ao controle (13,33 pm), com um aumento no
didmetro da fibra muito significante (Figura 1 e Tabela 1).
Plantas de linho tratadas com giberelina apresentaram
aumento no diametro de fibras (ATAL, 1961).

Os tratamentos combinados G, C,, G,,C,, ¢ G,
C,,,ndo apresentaram diferenca significativa entre si
no didmetro da fibra, mas, diferiram-se em relagdo ao
controle e ao G, Cp (Figura 1 e Tabela 1). Porém, quando
a concentragdo de ambos os reguladores foram dobradas
e combinadas, o diametro de fibra aumentou o que
caracterizou o tratamento G, C,, e tornou-se semelhante
estatisticamente ao tratamento G[z] e ao G[l].

As analises quimicas das plantas de E. grandis
apos sete aplicagdes com uma concentragao de 49,13 uM
de GA,aplicada isoladamente, tratamento G,,, mostraram
que o teor de lignina reduziu em relagdo ao controle.
Entretanto, quando essa concentragdo foi dobrada (98,26
puM) no tratamento G houve uma redugdo de lignina
mais significativa (23,42%) em relagdo ao tratamento
G, (27,74%) e ao controle (29,64%). Demonstrando que
a atuagdo desse regulador de crescimento (GA,) atuou
como inibidor da biossintese de lignina em ambas as
concentragdes (Gm e G[z]) € com a concentragdo maior
(G[z]), reduziu mais satisfatoriamente em relagcao a menor
concentragdo utilizada (G-

Entretanto, o inverso ocorreu em hipocotilos
de Prunus spachiana quando o GA, foi utilizado
isoladamente, pois, estimulou a producdo de lignina
(NAKAMURA et al., 1994).

Os tratamentos que utilizaram o BAP isoladamente
(CeCp) também apresentaram redu¢@o em relagdo ao
controle. O tratamento C,,,apresentou uma maior reducao
maior em relagdo ao controle e também ao tratamento Co,

Ja, em relacdo aos tratamentos que combinaram o
GA, com 0 BAP, ndo houve diferenca entre o tratamento
G[Z]C[z] e G[O]C[O] (controle). Entretanto, o tratamento
G,,C,,,apresentou uma maior redugdo do teor de lignina
em relagdo ao tratamento G,,C , e ao controle. Isso
demonstra que a concentracdo de 111 pM de BAP foi
preponderante, isto ¢, teve um efeito decisivo quando
combinada com a concentragdo de 98,26 uM de GA.,.

Os resultados apresentaram também que quando
as plantas foram tratadas com uma combinag@o de 49,13
pM mais 111 uM de BAP, isto ¢, o tratamento G, Cp
houve uma maior reducgdo no teor de lignina em relagao
ao tratamento G[l] e controle (Figura 2 e Tabela 2). No
entanto, quando foi utilizado o dobro da concentragdo
de BAP, isto ¢, 222 uM juntamente com 49,13 uM de
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Figura 2 — Valores obtidos com os tratamentos isolados ¢
combinados de giberelina e citocinina para o teor de lignina.

Figure 2 — Values obtained using separate and combined
treatments of gibberellin and cytokinin for lignin content.

Tabela 2 — Comparagdes multiplas entre as médias do teor de
lignina insoluvel Klason (%).

Table 2 — Multiple comparisons between means of insoluble
Klason lignin content (%).

GA
BAP .
G[O] G[H Gfﬂ
Cp 29,64aA 27,74bA 23,42cA
C 25,36aB 23,37bB 25,35aB
C 27,64aC 28,57bC 29,57c¢C

[2]
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, (acido giberélico), G,
(auséncia de GA,)), G, (presenca de 49,13 uM de GA,)), Gy,
(presenga de 98,26 uM de GA,), Co (auséncia de BAP), Gy
(presengade 111 uM de BAP), C_ (presenca de 222 uM de BAP).

[2]

GA, (G[1] C[2]), o teor de lignina aumentou em relagdo
ao tratamento G[1]C[1]. Dessa forma, ficou estabelecido
um dominio do efeito do regulador de crescimento BAP
na concentragdo 111 uM independente das concentragdes
utilizadas do GA, (49,13 pM € 98,26 uM), pois, em ambos
08 €asos (G[I]Cm e G[Z]Cm) aredugdo do teor de lignina foi
mais significativa, sendo assim, houve uma superioridade
no efeito sinergistico do BAP sobre o GA, em plantas de
E. grandis com seis meses de idade.

As analises quimicas e anatdmicas revelaram que,
apesar das diferentes concentragdes de BAP utilizadas
isoladamente, as quais caracterizaram os tratamentos
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C,, ¢ C, apresentarem entre si diferenga significativa
em relagdo ao teor de lignina (Figura 2 e Tabela 2) o
mesmo nao ocorreu para o didmetro de fibra, isto ¢, foram
estatisticamente semelhantes (Figura 1 e Tabela 1). Porém,
ambos os tratamentos Cm e Cm (15,88 pm e 16,22 um
respectivamente) apresentaram diferenca significativa em
rela¢do ao controle (13,33 um) para o diametro de fibra.
Os resultados apresentaram também a seguinte relacdo,
quando foi adicionado a concentragao de 111pM de BAPa
uma concentragdo de 98,26 uM de GA, (G[Z]C[l]), este ndo
apresentou diferenga significativa em relagéo ao tratamento
C,,(11pM de BAP) nem para o teor de lignina, nem para
o diametro de fibra.

Para o teor de lignina o controle (Gm C[O]) nao
diferiu estatisticamente dos tratamentos Gm Cm, Gm o
tendo valor maior que todos os outros tratamentos, sendo
que para o diametro da fibra o controle diferiu de todos os
tratamentos apresentando o menor valor.

Na Figura 3, é possivel perceber que mesmo quando
aconcentracdo de GA, foi dobrada (do tratamento G[l] para
0 G,), o diametro da fibra manteve-se constante, apesar
da redugdo no teor de lignina. Entretanto, nos tratamentos
apenas com citocinina (BAP), os diametros de fibra foram
menores em relagdo aos tratamentos que usaram giberelina
(GA,) isoladamente.
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Figura 3 — Relacdo do teor de lignina com o didmetro da fibra
em plantas de Eucalyptus grandis tratadas com giberelina e
citocinina.

Figure 3 — Relationship between lignin content and fiber
diameter in Eucalyptus grandis plants treated with gibberellin
and cytokinin.
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A aplicacao exdgena de reguladores de crescimento
pode esclarecer questionamentos no que se refere a
dindmica dos papéis endogenos dos hormonios vegetais e
dessa forma contribuir para o manejo de florestas e de suas
finalidades para o produto final. O aumento da densidade
basica da madeira sofre interferéncia direta da diminuigao
do diametro da fibra (SANTOS, 2005).

O experimento mostrou que a alteracdo dos niveis
endogenos de giberelina em plantas transgénicas ndo
somente influenciaram no crescimento da planta como
também no teor de lignina (BIEMELT et al., 2004).

4 CONCLUSOES

Os reguladores de crescimento (GA, e BAP)
mostraram-se eficientes para alterar o teor de lignina e
o didmetro da fibra, em plantas de Eucalyptus grandis
aos seis meses de idade, podendo ser utilizados como
ferramentas modeladoras em anatomia e quimica da
madeira.
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