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Lignificagdo comparativa de Eucalyptus urophylla S. T. Blake por ferramentas
biotecnolbgicas e polimerizacdo in vitro. Seropédica: UFRRJ, 2009. 134p. (Tese, Pés-
graduacdo em Ciéncias Ambientais e Florestais).

RESUMO

Apesar dos avangos tecnoldgicos, a compreensdo da formacdo estrutural da lignina
ainda é alvo de inimeras investigacdes cientificas. Esta pesquisa foi realizada com calos
de Eucalyptus urophylla S.T. Blake para a producéo de lignina. Os calos foram obtidos
a partir de explantes de segmentos caulinares desenvolvidos em meios de cultura
acrescidos de uma combinacéo da citocinina TDZ e das auxinas acidos: 3-indolacético
(AIA), o-naftalenoacético (ANA) e diclorofenoxiacético (2,4-D), nas formas isoladas e
conjugadas. Para a producdo de células em suspensdo foram utilizados os calos
formados no tratamento contendo 20uM de AlA + 3uM de TDZ, ap6s 30 dias de cultivo
in vitro. Obtidas as células em suspensdo, a produgdo de lignina foi induzida
empregando-se quatro elicitores: &cido jasmonico (AJ), ANA, sacarose e testemunha
(sem o emprego de elicitores). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, 4 repetices e um Erlenmeyer contendo 125 ml de cultura de células em
suspensdo. O teste de Wiesner confirmou a presenca de lignina, em todos os tratamentos
testados. Em 3 das 4 repetigdes foram realizados subtratamentos para a produgdo de
DHPs (polimeros por desidrogenacdo oxidativa) a partir do filtrado da suspensdo com
H.0,, H,O, + peroxidase e peroxidase. A andlise desses subtratamentos foi realizada
pela deteccdo da produgdo de poliligndis através de raios infravermelho (IV) e
ressonancia magnética nuclear do hidrogénio (RMN H). O filtrado da suspensdo da
repeticdo 4 foi analisado por ultravioleta (UV), IV, RMN **C e RMN H, sendo
constatada a presenca de lignina extracelular, com o maior teor sendo observado na
presenca do elicitor sacarose, seguido do ANA e AJ. As células em suspensdo
apresentaram aumento no teor de lignina na parede celular em todos os tratamentos em
relacdo a testemunha e os maiores valores foram com o meio contendo sacarose. Foram
analisadas também as DHPs tendo como colchdo o meio de cultura MS acrescido dos
mesmos elicitores testados na fase de suspenséo celular. Para isto foram utilizados como
precursores os alcoois coniferilico ou sinapilico, H,O, e peroxidase, com a lignina
analisada em RMN H e RMN *3C. Os resultados mostraram que houve sintese de DHPs
do alcool coniferilico (DHP1c, DHP2c e DHP4c) e do &lcool sinapilico (DHP2s).
Porem quando se utilizou como precursor o &lcool coniferilico ndo foram sintetizadas
DHPs no tratamento contendo sacarose como elicitor. E, quando foi utilizado como
precursor o &lcool sinapilico, somente foram formadas DHPs na presencga do elicitor
ANA. Concluiu-se, entdo, que a sacarose apresentou-se como um elicitor adequado para
a producdo de lignina nas células em suspensdo, tanto em nivel celular quanto
extracelular. Entretanto, isto ndo foi observado em relacdo & producdo de DHP. A
auxina ANA teve funcionalidade maior na formagdo de DHP2c e DHP2s. Estes
resultados devem ser considerados como um avango nos estudos de lignificagcdo com a
utilizacdo de células em suspensdo de E. urophylla. Quando esses questionamentos
forem identificados e solucionados serd possivel o desenvolvimento de novos
individuos desta espécie que conduzam a producdo de produtos florestais de melhor
qualidade, com menor impacto ambiental nos processos industriais.

Palavras chave: biotecnologia, calogénese, células em suspensdo, lignina extracelular e
Eucalyptus urophylla.



Comparative lignification of Eucalyptus urophylla S.T.Blake by biotechnological
tools and polymerization in vitro. Seropédica, UFRRJ, 2009. 134p. (Thesis,
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ABSTRACT

In spite of the technological progresses, the understanding of the lignin structural
formation is still matter of scientific investigations. This research aimed to utilize
Eucalyptus urophylla S.T. Blake callus for lignin production. This callus were obtained
from stems segments explants grown in culture medium added with a combination of
the cytokine TDZ and the auxins acid indole-3-acetic (IAA), acid a-naphthaleneacetic
(NAA) and acid 2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-D). This growth regulators were
utilized either alone or mixtured. For cell suspension production it was utilized callus
obtained in medium culture added with 20uM TAA + 3uM TDZ, after 30 days of
growth in vitro. Once the cells suspension was obtained, the lignin production was
induced by four elicitors: jasmonic acid (JA), NAA, sucrose and control (without
elicitor). It was used a completely randomized design with four replications. Each plot
consisted of an Erlenmeyer with 125 ml of cells suspension culture. The Wiesner test
confirmed the lignin presence in all treatments. In 3 of the 4 replicatons it was
performed another evaluation to the production of DHPs (polymers by oxidative
dehydrogenation) utilizing suspension filtrate added with H.O,, H,O, + peroxidase and
peroxidase. These new treatments were analyzed through polilignols production
utilizing infrared (IR) and nuclear magnetic resonance of the hydrogen (NMR H). The
suspension filtrate analysis of the 4" replication through ultraviolet (UV), IR, NMR **C
and NMR H evidenced the production of extra cellular lignin. Of this, the largest
content was obtained in presence of sucrose as elicitor, followed by ANA and AJ. The
cells in suspension increased the cellular wall lignin content in all treatments in relation
to the control and the largest values were with the medium containing sucrose. DHPs
were also analyzed utilizing as mattress the MS medium added of the same elicitors
tested in the cellular suspension phase. For this, it was utilized as precursors the
following alcohols: coniferyl or sinapyl, H,O, and peroxidase; amd the analyses were
done in RMN H and RMN *3C. The results showed DHPs synthesis of both coniferyl
alcohol (DHP1c, DHP2c and DHP4c) and sinapyl alcohol (DHP2s). Nevertheless, It
was not synthesized DHP in the treatment containing sucrose when the precursor was
the coniferyl alcohol. On the other hand, when the sinapyl alcohol was the precursor,
DHPs were only synthesized in the presence of ANA as elicitor. It was concluded that
sucrose is an appropriate elicitor for the lignin production in cells suspension both at
cellular and extra cellular level. However, this result was not observed in relation to
DHP production. NAA auxin had a better functionality in the DHP2c and DHP2s
formation. These results may be considered a progress in the lignification studies with
the use of E. urophylla cell suspension. Once all these questions were answered and
solved, it will be possible to develop E.urophylla suitable plants with better quality
forest products and able to cause smaller environmental impact in the industrial
processes.

Key words: biotechnology, calogenesis, cells in suspension, extracellular lignin and
Eucalyptus urophylla.
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EU10 Tratamento para a formacéo de calo com AIA + TDZ

EU11 Tratamento para a formagéo de calo com TDZ

EU12 Tratamento para a formagéo de calo com TDZ

EU13 Tratamento para a formacéo de calo com TDZ

EU14 Tratamento para a formagéo de calo com TDZ
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DHP1h Subtratamento 1 do filtrado com perdxido de hidrogénio

DHP1p Subtratamento 1 do filtrado com peroxidase

DHP1hp Subtratamento 1 do filtrado com perdxido de hidrogénio +
peroxidase

DHP2h Subtratamento 2 do filtrado com perdxido de hidrogénio

DHP2p Subtratamento 2 do filtrado com peroxidase

DHP2hp Subtratamento 2 do filtrado com perdxido de hidrogénio +
peroxidase

DHP3h Subtratamento 3 do filtrado com perdxido de hidrogénio

DHP3p Subtratamento 3do filtrado com peroxidase

DHP3hp Subtratamento 3 do filtrado com perdxido de hidrogénio +
peroxidase

DHP4h Subtratamento 4 do filtrado com perdxido de hidrogénio

DHP4p Subtratamento 4 do filtrado com peroxidase

DHP4hp Subtratamento 4 do filtrado com perdxido de hidrogénio +

peroxidase
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DHP4s
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Tratamento 1 com precursor alcool coniferilico
Tratamento 2 com precursor alcool coniferilico
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Tratamento 2 com precursor alcool sinapilico
Tratamento 3 com precursor alcool sinapilico
Tratamento 4 com precursor alcool sinapilico
Tratamento 1 células em suspensédo
Tratamento 2 células em suspensédo
Tratamento 3 células em suspensédo
Tratamento 4 células em suspensdo
Tratamento 1 lignina extracelular

Tratamento 2 lignina extracelular

Tratamento 3 lignina extracelular

Tratamento 4 lignina extracelular
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1. INTRODUCAO

O termo lignina aplica-se as macromoléculas de origem fenilpropanoidica
(CsCs) biossintetizadas na parede celular e na lamela média da maioria das plantas
superiores. Estas biomoléculas apresentam funcgBes fisiologicas e estruturais que
contribuem para facilitar o fluxo de 4gua e aumentar a estabilidade e rigidez do sistema
multi-molecular da parede celular, apresentando baixa solubilidade em &gua o que
dificulta sua mobilidade entre camadas da parede das células. A lignina tem acédo
cimentadora, contribuindo para a estrutura da parede celular, além de funcionar como
agente protetor a fatores bi6ticos e abioticos.

Apesar dos avangos tecnoldgicos, o entendimento da formag&o da lignina ainda
é alvo de inumeras investigagdes cientificas. FREUDENBERG (1959) e
FREUDENBERG & NEISH (1968), por exemplo, ha mais de quatro décadas,
afirmavam que a polimerizacdo da lignina na parede celular ocorria atraves de
acoplamentos ao acaso entre radicais fendxidos como nas polimerizaces
desidrogenativas (DHPs) sintetizadas em laboratério pelo método continuo ou
descontinuo. Entretanto, recentes estudos revelam a existéncia de um possivel controle
na polimerizagéo da lignina (DAVIN & LEWIS, 2000; HUMPHREYS & CHAPPLE,
2002). Este fato pode estar associado a participacdo de proteinas dirigentes na formagao
das lignanas. Outras hipoGteses versam também sobre a participacdo da celulose ou até
mesmo da propria lignina como colchdo matriz, controlando sua propria deposicéo e
organizagdo nas camadas celulares (LEWIS & SARKANEN, 1998). Todas estas
hipoteses sdo também questionaveis em se tratando que a parede celular é constituida
por um sistema multi-molecular de extrema complexidade organizacional e estrutural.

Os ligndis (CeCs), fenilpropandides tais como: os alcoois cumarilico,
coniferilico e sinapilico sdo precursores majoritarios finais da lignina, porém em plantas
mutantes como o Pinus taeda L. outros fenois, principalmente o &lcool
diidroconiferilico (monémero normalmente ndo associado ao caminho biossintético da
lignina, maior componente da lignina no mutante do Pinus taeda L. ocorrendo por volta
de 30%, sendo que no Pinus taeda normal ocorre aproximadamente 3%) e o 2-
metoxibenzaldeido que também teve aumento, j& foram detectados por RALPH et al.
(1997). Estes tipos de ligninas sdo denominados de anormais ou néo tradicionais.

Ha de se supor duas etapas durante a formacdo da lignina. A principio a
biossintese da lignina inicia-se atraveés da condensacdo envolvendo as substancias 4-
fosfato de eritrose e o &cido fosfoenolpirivico que é derivado da glicose atraves da
glicolise. Ambos séo iniciadores de uma via biossintética que através de reacdo de
condensacgdo e de varias transformagdes, forma o &cido chiquimico. Na segunda etapa
ocorrem hidroxilagGes, metilagdes e redu¢des com a atuagdo de enzimas catalisando as
reagdes para formacdo dos precursores iniciais, intermediarios e finais do caminho
biossintético (ABREU, 1994).

O polimero de lignina é um componente da madeira cuja sintese ocorre na
parede celular através de um sistema oxi-dependente (HIGUCHI, 1990). Radicais
fenoxidos, os quais sdo formados via reacdo envolvendo perdxido de hidrogénio (H,O,)
e peroxidase, desencadeiam a polimerizagdo e consequentemente a formacéo da lignina
na parede celular, sendo o NADH (dinucleotideo nicotinamida adenina) um doador de
elétrons suprindo o sistema peroxidativo. Um mecanismo estratégico envolvendo
oxigénio ativo pelas plantas tem como consequéncia a formagdo de uma barreira
mecéanica contra os organismos predadores (HIGUCHI, 1997).

O uso de ferramentas biotecnoldgicas, para dirimir ddvidas sobre a participagao
das proteinas dirigentes na formacdo da lignina tem sido amplamente discutido nesse



inicio de século. Os conceitos modernos biotecnoldgicos na formacdo da lignina
esbarram ainda em diversos obstdculos de natureza tedrica e experimental.
Recentemente, as teorias de polimerizagdo confundem-se na participacdo de proteinas
na formacdo da lignina. Todos esses questionamentos identificados e solucionados
poderdo contribuir com a biotecnologia no desenvolvimento de novos individuos que
conduzam a produtos florestais de melhor qualidade e menor impacto ambiental nos
processos industriais envolvendo a utilizagédo do Eucalyptus urophylla.

Esta tese deve ser considerada como um avango nos estudos de lignificagdo com
a utilizacdo de células em suspensdo de Eucalyptus urophylla S. T. Blake. Tendo como
objetivo geral propor novos protocolos para inducdo de calos e para o cultivo de células
em suspensdo de Eucalyptus urophylla S. T. Blake, visando estudos posteriores para
maiores perspectivas da utilizacdo desta espécie com maior rendimento e melhor
qualidade da madeira e menor impacto ambiental com base em novas metodologias na
formacdo de lignina da parede das células em suspensdo, lignina extracelular e DHPs
(polimero por oxidagéo desidrogenativa).

E como objetivos especificos:

- Desenvolver protocolos para inducéo de calogénese em explantes de Eucalyptus
urophylla S. T. Blake;

- Verificar a presenca de lignina na parede celular;

- Quantificar a lignina presente na parede das células cultivadas in vitro em
suspensdo celular por ultavioleta (UV);

- Quantificar a presenca de lignina extracelular no meio em suspenséo por UV,

- Analisar os produtos da polimeriza¢cdo nas DHPs dos filtrados da cultura de
células em suspensdo através de andlises de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN);

- Analisar a lignina extracelular excretada pelas células em suspenséo via RMN; e

- ldentificar células em suspensdo de Eucalyptus urophylla através de métodos

inovadores na formacdo da lignina visando estratégias biotecnoldgicas do
controle biossintético.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Parede Celular

Quimicamente, a madeira € melhor definida como sendo um biopolimero
tridimensional, formado por celulose, hemicelulose e lignina, e em menor quantidade
por extrativos e materiais inorganicos. A substincia quimica mais abundante numa
arvore viva € a 4gua, mas na madeira em base seca, a parede das células é formada por
polimeros de agUcares (carboidratos, 65 a 75%), combinados com lignina (18 a 35%)
(ROWELL et al., 2005).

As celulas vegetais sdo revestidas por paredes celulares celulésicas (HIGUCHI,
1997). A parede celular é uma entidade molecular complexa composta por
polissacarideos, lignina, suberina, lipideos, proteinas, célcio, boro e 4gua e algumas
substancias que variam entre espécies de plantas, tipos de células, e até mesmo entre
células vizinhas. (CASSAB, 1998).

A parede das células vegetais € altamente diferenciada, enquanto que a das
células dos microorganismos é menos diferenciada, sendo constituida por componentes
quimicos diferentes. A estrutura da parede celular é similar aquela das fibras de carbono
reforgada com resina ou concreto (HIGUCHI, 1997).

A parede celular é dividida em parede primaria e secundaria em fungdo dos
processos de desenvolvimento (HIGUCHI, 1997). A superficie mais externa da célula
vegetal € composta, em seu estadio inicial, pela parede celular priméria. Esta parede é
composta de microfibrilas de celulose, hemicelulose, pectinas e proteinas, sendo a
primeira camada depositada durante o desenvolvimento celular. Esse sistema permite a
expansdo (crescimento) da célula jovem. J& a parede secundaria, apesar de ter a celulose
como componente essencial, ¢ também constituida por vérias substancias nédo
celulésicas. A parede primaria é depositada durante o crescimento e a expansdo da
célula, enquanto que a parede secundéria é depositada apenas apés o término do
crescimento da célula. Nestas paredes, a lamela de microfibrilas de celulose é arranjada
umas sobre as outras, sendo o grau de revestimento dependente do tipo de célula
(McCANN & ROBERTS, 1991).

A parede secundéria é geralmente formada apds a celula ter completado seu
alongamento e ndo sofrer em nenhum grau consideravel de extensdo (CUTTER, 1986).
Quando formada, é depositada do lado interno da parede existente (parede primaria),
junto ao limen celular. As microfibrilas sdo depositadas por aposicdo, ou seja, por
arranjo ordenado (KRAUS, 2003).

A parede secundéria consiste de trés camadas: S1 (mais externa); S2 e S3 (mais
interna). Cada uma dessas camadas possui uma diferente orientacdo das microfibrilas de
celulose (ESAU, 1976; FENGEL & WEGENER, 1984). Na camada S1, as fibrilas de
celulose se apresentam em orientagdo helicoidal suave. As lamelas desta camada sdo
muito finas, sendo o arranjo helicoidal (espiral) das fibrilas visivel como um arranjo
cruzado. E mais lignificada, assemelhando-se neste sentido mais & parede primaria,
sendo também mais resistente ao ataque de fungos que a camada S2. Na parede celular,
a camada S2 é a mais espessa, formando a porgéo principal da célula; nela, as fibrilas
estdo dispostas num &ngulo praticamente reto em relacdo ao eixo da célula. J& na
camada S3, as fibrilas de celulose estdo arranjadas em uma inclinacdo suave, porém,
ndo em uma forma estritamente paralela. Possui uma concentragdo maior de substancias
ndo estruturais, o que confere & superficie do lume uma aparéncia mais ou menos lisa
(FENGEL & WEGENER, 1984).



Quando uma parede celular secundaria se estabelece, reconhecem-se as
seguintes camadas na parte externa da célula: lamela média ou substancia intercelular e
a parede primaria. A lamela média é formada basicamente por compostos pécticos,
sendo a principio uma camada livre de celulose (HIGUCHI, 1997).

A parede priméaria, com a celulose como principal componente, é constituida
também por outras substancias ndo celuldsicas, tais como, a hemicelulose (polioses),
compostos pécticos e proteinas (HIGUCHI, 1997).

A composicdo e a quantidade de substancias na matriz da parede celular variam
em especies diferentes de plantas. Por exemplo, a parede celular de fibras de algod&o é
composta somente de celulose. Em plantas inferiores, como as algas, algumas espécies
como a valbnia, tém parede celular com grande quantidade de celulose, enquanto que
em outras espécies de algas, esta estrutura contém pouca ou nenhuma celulose (YE,
2002).

A parede celular de plantas superiores contém uma matriz hemicelulose-
proteina, incrustada por lignina, na qual as microfibrilas de celulose estdo embebidas.
As substancias da matriz das paredes celulares primérias consistem geralmente de
proteina (10%), pectina (35%), e hemiceluloses.

Aproximadamente 90% da parede celular € composta por carboidratos e o
restante por proteinas (BIDLACK et al., 1992). A celulose forma a estrutura da parede
enquanto que as hemiceluloses realizam a ligacéo entre os componentes celulésicos e 0s
ndo celuldsicos. As pectinas também fazem liga¢des na parede e promovem um suporte
estrutural & mesma. As proteinas podem funcionar como enzimas ou atuar
estruturalmente, como as extensinas. Muitas outras substancias, organicas e inorganicas,
ocorrem nas paredes celulares em quantidades variaveis, dependendo do tipo de célula
(GARTNER, 1995).

A composicao dessas paredes varia quanto a composigdo e & estrutura durante
seu desenvolvimento e quando expostos a varios estresses bidticos e abioticos. Além
disso, a dindmica da espécie e as funcdes da parede celular nas plantas em termos de
crescimento e desenvolvimento, percepcdo e sinalizagdo ambiental, defesa vegetal,
comunicacdo intercelular e troca seletiva interface séo refletidas nestas variagGes
(HIGUCHI, 1997).

Quando a célula cresce, as ligacOes existentes entre os polissacarideos da parede
sd0 quebrados e rearranjados para permitir o alongamento e a expansdo celular e,
simultaneamente, novos polissacarideos sdo sintetizados e inseridos nos locais de
quebra (ALBERSHEIM et al., 1996).

A expansdo da parede celular depende do afrouxamento, da sintese e da
deposicao de seus constituintes. Esse processo parece estar ligado & acdo de hormdnios
vegetais, que ativam as enzimas endotransglicosilase e betaglucano sintetase,
responsaveis pelo aumento da extensibilidade da parede celular. Dessa forma, a pressao
de turgescéncia exercida nas paredes resulta no deslizamento das microfibrilas de
celulose e na deposicdo de novos constituintes. Essas enzimas parecem atuar também no
restabelecimento das ligagGes entre os componentes da parede celular (DARLEY et al.,
2001).

Mudancas nas propriedades da parede celular podem ocorrer em resposta a
variacdo do meio celular ou as interacbes entre células, por alteragbes hidricas ou
gasosas no meio ou por aumento ou decréscimo de tensdo da parede celular. Para
manter integridade estrutural, as células desenvolvem pressdo de turgescéncia,
utilizando a resisténcia da parede para controlar o volume do meio celular.
Normalmente a pressdo de turgescéncia celular nunca alcanca a pressao necessaria para
rompimento da célula. Durante a diferenciacdo da parede priméria, as paredes tornam-se



extremamente flexiveis, possibilitando grande aumento do tamanho e modificacdes da
forma das células (GARTNER, 1995).

O inicio da lignificacdo ocorre na lamela média, prosseguindo em direcdo a
parede priméria e atingindo, finalmente, a parede secundéria. Dentre as substancias que
podem estar presentes na parede secundaria, estdo também a cutina, a suberina e o
tanino. Atualmente, hd muito conhecimento sobre a estrutura e a regulacdo metabdlica
dos vérios componentes da parede celular, entretanto sobre suas funcbes e interacdes
moleculares de forma precisa séo relativamente poucas as informaces disponiveis.

E importante salientar que as classes de proteinas estruturais da parede foram
descritas e que sdo provavelmente de grande importancia para as propriedades
mecanico-quimico da matriz extracelular. Esses grupos compreendem: as glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina - HRGPs, como as extensinas e as proteinas arabinogalactanas,
as proteinas ricas em prolina - PRPs e as proteinas ricas em glicina — GRPs (KELLER,
1993; SHOWALTER, 1993; CASSAB, 1998; CASSAB & VARNER, 1988).

Outro aspecto que deve ser considerado séo as “proteinas dirigentes” presentes
na parede celular e que podem ter grande influéncia sobre o processo de polimerizagédo
das ligninas. O modelo proposto de lignificagdo com a participacdo de proteinas
dirigentes € recente e, sugere que neste processo a formagéo de pontes individuais entre
os radicais de monoligndis, produzindo dimeros, ocorra sob uma rigida regulagdo de
proteinas especificas (HATFIELD & VERMERRIS, 2001).

2.1.1 Principais Constituintes da Parede Celular
2.1.1.1 Celulose

A celulose é o polissacarideo mais abundante da natureza, sendo considerada a
molécula organica em maior concentracdo na face da Terra (ROWELL et al., 2005).

O principal composto da parede celular é a celulose, um polissacarideo de
formula empirica (CsH100s), cujas moléculas sdo cadeias lineares de glicose de alto
peso molecular, constituido exclusivamente de B-D-glucose e que se ligam entre si
através dos carbonos 1-4, possuindo uma estrutura organizada e parcialmente cristalina
(FENGEL & WEGENER, 1984).

A celulose se apresenta em forma de estruturas filamentosas chamadas de
microfibrilas (com 4 a 20 nm de didmetro), que se reinem em feixes maiores
constituindo a armagdo fundamental da parede celular. As microfibrilas constroem
fibrilas e estas, por sua vez, as fibras celuldsicas. Como conseqiiéncia dessa estrutura
fibrosa, a celulose apresenta alta resisténcia a tracdo e insolubilidade & maioria dos
solventes (COSGROVE, 2005) (Figura 1), apresentando todos os grupos polares em
posicdo equatorial, permitindo o estabelecimento de muitas pontes de hidrogénio entre
duas moléculas paralelas de celulose, o que lhe confere bastante resisténcia mecanica.



Figura 1. Conformacéo da celulose (SILVA, 2006).

A sintese da celulose é realizada por enzimas situadas na plasmalema, formando
estruturas em forma de rosetas ou de rosetas e globulos (BROWN et al., 1996). Nas
microfibrilas ha partes em que as moléculas de celulose mostram um arranjo ordenado;
conferindo & celulose a propriedade cristalina. Devido a suas propriedades quimicas e
fisicas, bem como & sua estrutura supramolecular, a celulose constitui o principal
componente da parede celular dos vegetais (SOMERVILLE, 2006).

2.1.1.2 Hemicelulose

Tendo em vista, a evolucdo das Gimnospermas e Angiospermas, a hemicelulose
possue composicao distinta. Além disso, os tecidos especializados desses dois grupos
vegetais tém proporg¢des varidveis de celulose, lignina, pectinas, proteinas e extrativos.

A hemicelulose é uma macromolécula complexa de estrutura bastante
diversificada. Esse componente representa em torno de 25 a 30% da massa seca da
madeira, sendo formado por ligacdes glicosidicas entre diferentes monossacarideos tais
como B-D-xilose, B-D-manose, B-D-galactose, B-D-glicose, a-L-arabinose e os acidos 4-
O-metil-a-D-glicurdnico, B-D-galacturénico e a-D-glicurénico (PEREZ et al., 2002)
(Figura 2).

O termo hemicelulose (polioses) se refere a um grupo de homo e
heteropolimeros de baixo peso molecular. A hemicelulose é geralmente encontrada em
associacdo com a celulose em paredes secundérias de plantas, mas também estdo
presentes nas paredes primarias (JEFFRIES, 1994).
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Figura 2. Principais aglcares que compdem as hemiceluloses (JUNIOR, 2007).

2.1.1.3 Lignina

A lignina é biossintetizada nas plantas vasculares em um complexo encadeado
de reacOes, comecando pelo gas carbdnico (CO2) e a &gua (H:0), e, posteriormente,
originando o acido chiquimico, prosseguindo via aminoacido L-fenilalanina
(SARKANEN & LUDWIG, 1971).

A lignina é depositada durante o processo de maturacdo das paredes celulares,
quando alguns carboidratos se ligam a ela. Os constituintes da lignina e da hemicelulose
podem diferir de uma planta para a outra e de um tecido para outro, sendo as ligagdes
entre estes polimeros também diferentes (BOUDET, 2003).

A lignina é uma das substancias que fornece rigidez a parede, dando maior
suporte ao vegetal conferindo a célula maior resisténcia ao ataque de fungos e compde
toda a rede de vasos condutores do vegetal (MONTEIRO, 2002).

A lignina é uma macromolécula biorresistente, de baixa solubilidade, incapaz de
difuséo na parede celular, o que permitiu sua preservacdo ao longo de milhares de anos
sob a face da Terra em condicOes rigorosas de alteracdo ambiental. Sob condicGes de
anoxia, sua degradacdo torna-se extremamente dificil, tendo em vista a necessidade de
um alto teor de oxigénio para que o processo de degradacéo ocorra (DAVIN & LEWIS,
2000).

Esta macromolécula possui vérias ramificacBes que se entrecruzam umas com as
outras, conferindo-lhe particular resisténcia a diversos agente quimicos, fisicos e
bioldgicos.

A taxa extra de lignificacdo pode ser uma resposta ativa de plantas a invasdo por
patdgenos, evidenciando um importante mecanismo de defesa (AGRIOS, 1997
BUSAM et al., 1997a, BUSAM et al., 1997b, HAMMERSCHMIDT & KUC, 1982,
STICHER et al., 1997; VANCE et al., 1980).

A lignina, componente principal da parede celular das plantas, é um polimero
complexo de natureza aromatica com alto peso molecular, considerada o maior dreno de
carbono da biosfera, respondendo por aproximadamente 30% do carbono orgénico da
biomassa da planta, sendo o segundo polimero mais importante na Terra ultrapassado



apenas pela celulose. Intrinsecamente, a lignina apresenta diversas especificidades que a
fazem Unica na natureza. A lignina tem como base estrutural unidades de fenilpropano,
estando provavelmente ligada aos polissacarideos da madeira. E encontrada em muitas
plantas do reino vegetal, ndo devendo, portanto, ser considerada como uma substancia
quimica Unica (FENGEL & WEGENER, 1984).

A maioria do carbono absorvido na via fenilpropandide é canalizada para a
sintese da lignina, um polimero complexo, tridimensional que é o principal componente
estrutural da parede celular das plantas. Como o maior polimero da parede celular,
lignina também tem impacto direto nas caracteristicas da madeira (ANTEROLA &
LEWIS, 2002).

Além do suporte mecénico proporcionado pela lignina, impedindo o
tombamento da planta, ela pode reduzir a qualidade e a digestibilidade de algumas
culturas forrageiras, como por exemplo, a alfafa. As vérias funcbes da lignina e dos
produtos relacionados a resisténcia a estresses bioticos e abidticos fazem da via dos
fenilpropandides vital para a sobrevivéncia das plantas (HUMPHREY & CHAPPLE,
2002).

O processo de lignificagdo engloba a biossintese de monoligndis, o seu
transporte para a parede celular e a polimerizacdo até a molécula final. A lignina € um
polimero que ocorre na parede celular secundéria das plantas vasculares. Ela é derivada
de unidades fenilpropandides denominadas Cs-C3; ou simplesmente, unidades Co,
repetidas de forma irregular, originadas a partir da polimerizagdo desidrogenativa do
alcool cumarilico coniferilico e sinapilico (MONTEIRO, 2005). A complexidade
estrutural das ligninas, relagéo siringila/guaiacila, depende das ligagcdes formadas entre
as unidades constitucionais, monolignois, durante o processo de polimerizagdo (MICIC
et al., 2002).

A composicdo do polimero de lignina e a quantidade depositada na parede
celular secundéria séo influenciadas pelo ambiente, pelo estagio de desenvolvimento da
planta, pela espécie vegetal, bem como pelo tipo celular (PEREIRA, 2007;
RODRIGUES et al., 1999; RODRIGUES et al., 2001).

Para compreender a formagdo dos monoligndis que irdo dar origem as ligninas, é
preciso entender o papel de certas enzimas. A fenilalanina amonialiase uma enzima que
estd presente no citoplasma direciona os carbonos dos aminoacidos arométicos para a
sintese de metabdlitos do fenilpropandide. Esta enzima converte fenilalanina (PAL) a
acido cindmico, e tirosina (TAL) a &cido p-cumérico (BUCHANAN et al., 2000). Desta
forma, as ligninas representam uma classe de produtos naturais poliméricos complexos
presentes em grandes quantidades na parede celular das plantas terrestres. Porém, esta
definicéo é simplista. Outros componentes fendlicos também podem estar intimamente
incorporados as ligninas (RALPH et al., 2001).

Anatomicamente, o processo de lignificacdo é iniciado nas regifes mais externas
da parede celular, indo em dire¢cdo & membrana plasmatica, e posteriormente a célula
morre. A evolucdo deste notavel sistema bioquimico ndo s6 assegura que a lignificacéo
ocorra por toda planta, mas também que o citoplasma controle tanto a montagem das
ligninas como a composigdo dos mondmeros na parede (BURLAT et al., 2001).

Alguns fatores alteram a lignificacdo a nivel citoplasmético, como, por exemplo,
as respostas de defesa das células vegetais aos patdgenos que incluem a ativacdo de
genes relacionados a defesa, a acumulacdo de fitoalexinas, respostas de
hipersensibilidade e a deposicdo de lignina e de outros compostos fendlicos na parede
celular (YUAN et al., 2002).

Durante a sintese de lignina, muitos catalisadores inorganicos, e até mesmo a
luz, podem iniciar a polimerizagdo de monoligndis, porém, em plantas, as enzimas



peroxidases e/ou suas isoformas atuam na parede celular para desencadear este processo
(HIGUCHI, 1997).

Apesar de todos os estudos realizados até hoje sobre a lignina, muitos pontos
relativos & sua estrutura, permanecem sem resposta, tais como o transporte dos
mondmeros para os locais de iniciacdo da deposicdo das ligninas e as interagdes entre a
lignina em formag&o e as proteinas e as enzimas da parede.

2.1.1.4 Proteinas da parede celular

Vérios experimentos levaram & estimativa de que existam centenas de proteinas
na parede celular, as quais possuem um papel estrutural e também parecem atuar de
outras formas (SHOWALTER, 2001; CASSAB & VARNER, 1988). E, apresentam-se
em diferentes quantidades nas paredes celulares de distintos tipos celulares. Desta
forma, cada uma dessas proteinas pode estar relacionada a fungdes especificas, ao tipo
de célula em que estd mais presente em maior concentracdo. Muitas das definigdes e
analogias realizadas para entender a estrutura da parede celular ndo foram bem
sucedidas, pois ndo consideravam seu aspecto dindmico, as habilidades de alterar sua
composicéo e as propriedades no crescimento celular.

A parede celular dos vegetais é composta por classes de proteinas: as extensinas,
as proteinas ricas em glicina (GRPs), as proteinas ricas em prolina (PRPs), as lecitinas
solandceas e as proteinas arabinogalactanas (AGPs). Estas proteinas podem estar
evolutivamente relacionadas entre si, devido cada uma delas, com a excec¢do das GRPs,
conter hidroxiprolina, e ter seqliéncia de nucleotideos semelhante as da extensinas
(GOMIDE & COLODETE, 2007). Estas ndo sdo as unicas proteinas conhecidas da
parede celular. Existem outras, tais como as tioninas ricas em cisteina, as proteinas
reguladas por agua de 28 e 70 KD, as proteinas ricas em histidina-triptofano e muitas
enzimas, tais como peroxidases, fosfatases, invertases, o-aminosidases, [-1,4-
glucanases, poligalacturonases, pectina metilesterases, malato desidrogenase,
arabinosidases, o-galactosidases, B-galactosidases, B-glucoronosidases, B-xilosidases,
proteases e acido ascdrbico oxidase (VARNER & LIN, 1989). Entretanto, as cinco
classes mencionadas representam geralmente as mais abundantes, e até a atualidade, sao
as das proteinas da parede celular mais estudadas.

2.1.1.5 Proteinas dirigentes

A recente descoberta das proteinas dirigentes (DAVIN & LEWIS, 1995; DAVIN
et al., 1997; GANG et al., 1999) forneceu uma nova perspectiva de como seria 0
controle do acoplamento dos radicais de monoligndis, nas plantas, para a geracdo das
ligninas. Com o estabelecimento das vias bioquimicas para a formagdo dos precursores
de monolignodis (LEWIS et al., 1998), esta nova proposicdo para a formacdo das
ligninas explicaria muito dos ultimos enigmas associados com a bioquimica de tais
compostos. Os primeiros estudos na busca da proteina envolvida no controle acima
descrito, tiveram como questdo inicial a biossintese dos produtos de acoplamento dos
fenilpropanoides mais simples.

Um ponto importante que merece ser mencionado antes destes estudos iniciais é
que na época, ja se sabia da existéncia de pelo menos cinco distintas oxidases de plantas
que possuiam alto potencial redox e uma alta especificidade quanto aos seus substratos
(LEWIS et al., 1998; DAVIN & LEWIS, 2000), o que as torna capazes de oxidar 0s



monolignais e transforma-los em sua respectiva forma de radical livre. Porém, in vitro e
na presenca de monoligndis, cada uma dessas enzimas oxidativas produziram produtos
racémicos. Mencionava-se, também, que as oxidases estivessem envolvidas em outros
processos especificos de acoplamento, como 0s que ocorrem em tecidos suberizados.
Neste caso, 0s blocos de construgéo aromaticos parecem ser principalmente derivados
do p-cumaril/feroluil e/ou ésteres do hidroxicinamato (NEGREL et al., 1996;
BERNARDS & LEWIS, 1998).

A hipotese da participacdo de proteinas na conducdo dos acoplamentos entre
radicais fenOxidos tem sido contestada por vérios autores (HATFIELD &
VERMERRIS, 2001). Os acoplamentos entre radicais fenoxidos, superiores a
dimerizacdo com a participacdo de proteinas dirigentes ndo sdo aceitos, face as
propriedades que sustentam a auséncia de atividade Gtica da lignina, 0 mecanismo de
polimerizacdo na formacdo do bloco polimérico, entre outros fatores. As proteinas
dirigentes, auxiliando as enzimas, promovem o acoplamento estéreo especifico em
lignanas (LEWIS & SARKANEN, 1998). A presenca de glicoproteinas (extensinas) na
parede celular nas regides de lignificagcdo abre nova frente de discussdo sobre o papel
das proteinas e a lignificacdo. Uma possivel participacdo destas proteinas tem sido
influenciada pela existéncia de um centro de nucleagdo constituido por diisotirosina que
se caracteriza por uma ponte intermolecular. Isto leva a crer que existe possivelmente
um controle sobre os acoplamentos entre radicais fenoxidos. Outras hipoteses versam
sobre a participacdo da celulose ou até mesmo da prépria lignina como colchdo matriz,
controlando por igual & prdpria deposicdo em camadas na parede celular (LEWIS &
SARKANEN, 1998). O entendimento sobre a participacdo das proteinas dirigentes na
formacé&o da lignina necessita de mais base experimental.

Também, em tal periodo, ignorava-se que os monoligndis possuiam diferentes
destinos metabdlicos, e até mesmo que eles eram claramente designados para a
producéo de diversas classes de substancias como as ligninas. Desta forma, os estudos
iniciais estavam relacionados a biossintese dos mais simples produtos de acoplamento
dos fenilpropandides.

A descoberta das proteinas dirigentes estabeleceu a existéncia de proteinas
especificas para a ligacdo de monoligndis (radicais) (BURLAT et al., 2001). Tal
descoberta foi um passo inicial para a compreensdo de todo o processo da biossintese da
lignina na parede celular dos vegetais.

2.2 Lignificacdo

A lignina tem sofrido modificagOes estruturais ao longo de milhdes de anos de
evolucdo. A expressdo de enzimas e proteinas pode possibilitar mecanismos capazes de
interferir na sua estrutura molecular.

A lignificacdo é um processo bioquimico que em primeiro estadio é altamente
mediado por enzimas intrinsecas & formacdo dos precursores no compartimento
citoplasmético. O segundo estadio de formacdo da lignina ocorre na parede celular e
caracteriza-se pela reacdo de oxidacdo desidrogenativa dos monoligndis disponiveis.
Enzimas oxi-redutoras tais como peroxidases e isoenzimas correspondentes atuam na
parede celular formando um complexo coordenado com perdxido de hidrogénio. Lacase
entre outras oxidases também promove oxidacdo desidrogenativa dos lignois na parede
celular (LEWIS & SARKANEN, 1998; WHETTEN et al., 1998).

Lignina € um polimero de unidades fenilpropandides com uma variedade de
ligacOes e acoplamentos, resultando em uma estrutura complexa (SASAKI et al., 2008).
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Sua estrutura fendlica tridimensional é resultado da polimerizagdo de radicais livres dos
alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico na parede celular. A lignina polimerizada
forma ligagBes covalentes com carboidratos e proteinas (SARKANEN & LUDWIG,
1971; WHITMORE, 1978). Na parede celular vegetal, as ligninas sé&o depositadas
depois dos polissacarideos (TERASHIMA et al., 1993).

Mondmeros da lignina (alcool cumarilico, alcool coniferilico e o Alcool
sinapilico) sdo sintetizados no citoplasma (no complexo golgiense ou reticulo
endoplasmatico), sendo liberados na parede celular, na forma de monoligndis ou
glucosideos de monoligndis (DONALDSON, 2001).

A lignificagdo é um processo que sempre esteve intrinsecamente ligado a
evolucdo dos tecidos vasculares, ocorrendo predominantemente em células de quase
todos os 6rgdos das plantas, mais abundantemente em caules e raizes (RAES et al.,
2003). E um dos processos que caracteriza a diferenciagdo vascular nas plantas (YE,
2002; DONALDSON, 2001). Na maturidade, os elementos traqueais perdem seus
ndcleos, e o conteudo citoplasmatico desaparece, deixando no interior da célula uma
espécie de tubo oco (lume). As enzimas proteoliticas atuam nas organelas, sendo que
parte delas fica aderida a parede interna, formando a camada verrugosa (BUCHANAN
et al., 2000).

A sintese da lignina € um dos processos que mais demanda energia em plantas,
requerendo grande quantidade de esqueletos de carbono. A avaliagdo dos precursores da
lignina depende da presenca e da atividade das enzimas do metabolismo que é a via do
fenilpropandide e o caminho especifico dos monolignois da biossintese da lignificagéo
celular (WADENBACK et al., 2008). A via do acido chiquimico é responsavel pela
formacéo de vérias substancias aromaticas, principalmente, a lignina e para tal consome
em média entre 30-40% da energia utilizada pelos vegetais (GOTTLIEB, 1989;
GOTTLIEB et al., 1995).

Durante a lignificacdo, varias enzimas estdo localizadas na parede celular, no
estadio livre ou ligadas, incluindo varios tipos de peroxidases e oxidases (inclusive a
lacase), apresentando papel na polimerizagdo dos monoligndis, tanto in vivo quanto in
vitro (RANOCHA et al., 2002). A atividade das oxidases pode estar associada com as
fases iniciais da lignificacéo e as peroxidases com as fases posteriores, de forma que os
efeitos fitotoxicos do per6xido de hidrogénio sdo evitados até a apoptose comece
(HIGUCHI, 1997).

De um modo geral, a complexidade estrutural das ligninas depende das ligagdes
formadas entre as suas unidades constitucionais (C¢Cs) durante o processo de
polimerizacdo (MICIC et al., 2002). Quando incorporados ao polimero da lignina os
alcoois: cumarilico, coniferilico e sinapilico s&o denominados unidades cumarila (H),
guaiacila (G) e siringila (S), respectivamente.

SARKANEM & LUDWIG (1971) enfatizam que a lignina além de ter
contribuido para adaptacdo das plantas & vida terrestre durante o processo evolutivo,
tornou a parede celular impermedvel, e possibilitou o transporte de agua e de solucdes
pelo sistema vascular. Segundo BOERJAN et al. (2003) a capacidade de sintetizar a
lignina foi uma grande adaptacéo evolutiva para as plantas, possibilitando a conquista
do ambiente terrestre.

O estudo da evolugdo molecular da lignina parte da premissa que esta substancia
apresenta caracteristicas peculiares, como composi¢do enzimaticamente dependente e
por ser um biopolimero oxi-dependente e estavel.

Durante a década passada, houve um extraordinario esforco na clonagem dos
genes envolvidos na rota biossintética dos monolignois, procurando assim compreender
a cinética enzimética das proteinas correspondentes, bem como de seus papéis no
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controle da quantidade e da composi¢cdo de lignina depositada na parede celular
(ANTEROLA et al., 2002; HUMPHREYS & CHAPPLE, 2002; BOERJAN et al.,
2003). Como conseqiiéncia, 0 caminho biossintético dos monoligndis tem sido muito
estudado, embora a rota exata desses precursores seja ainda matéria de controvérsia
(RAES et al., 2003; WHETTEN et al., 1998).

A sintese da lignina resulta de uma série parcialmente longa de reacgfes
conhecidas que representam um dos caminhos biossintéticos mais caro em plantas em
termos de demanda de energia. O produto final deste caminho é altamente heterogéneo
na natureza, dependendo da locacdo interna e de pardmetros externos, mas sempre
exibindo alta proporcdo C/H e C/O em relagdo aos outros polimeros presentes na parede
celular, resultando em alto valor calorifico (BOERJAN et al., 2003).

DAVIN & LEWIS (1992) mencionam que durante 0 crescimento e
desenvolvimento de plantas vasculares, metabdlitos especificos, com o0s
fenilpropanoidicos, sdo acumulados nos tecidos e que muitos deles estariam envolvidos
com a estrutura da parede celular, conferindo as plantas resisténcia a compressao e
impermeabilidade, e exercendo papel relevante no transporte de nutrientes e na retengéo
de fluidos.

As variacOes quantitativas e qualitativas da lignina nas plantas podem ter sido,
influenciadas por uma série de fatores. De uma forma geral, as plantas lenhosas
possuem alto teor de lignina, podendo alcancgar valores superiores a 35% em relagéo a
sua massa seca (FENGEL & WEGENER, 1984). Os fatores edaficos e atmosféricos,
acompanhados de uma situagdo extrema de estresse ambiental, podem ter sido
responsaveis pelas marcantes modificacdes fenotipicas e genotipicas das plantas
superiores (GOTTLIEB, 1989; GOTTLIEB et al., 1995). A a¢do do oxigénio em niveis
elevados hd milhGes de anos, porém em concentragdes toleraveis, conduziu a
modificacdo quimica e morfoldgica da lignina nas plantas superiores conforme afirmam
BOSISIO (1996) e MARIA et al. (2001).

A biossintese dos precursores nas plantas deve-se as etapas de oxidacdo
horizontal (mediadas totalmente por enzimas) que ocorrem dentro do compartimento
citoplasmético e de oxidacéo vertical (parcialmente mediada por enzimas) que ocorrem
na parede celular. As peroxidases e/ou isoenzimas correspondentes sdo as responsaveis
pela fase determinante da polimerizacéo da lignina na parede celular (oxidacéo vertical),
Através de um processo oxidativo formam-se radicais fenoxidos, que em seguida,
sofrem reacOes de acoplamentos oxidativos, cujo processo dirigente ainda ndo estd
claramente definido (SARKANEN & LUDWIG, 1971; LEWIS & SARKANEN, 1998,
ABREU et al., 1999).

A lignina é biossintetizada por reagdes de acoplamentos de radicais livres das
moléculas precursoras. As enzimas chamadas peroxidases iniciam 0 processo,
quebrando uma ligacdo covalente entre o oxigénio da unidade fendlica e o seu
hidrogénio. A ligacdo é rompida homoliticamente de tal modo que um elétron fica com
0 oxigénio e o outro vai com o hidrogénio (SJOSTRON, 1992), gerando radicais livres.
O radical livre inicial € estabilizado pelo deslocamento do elétron ao longo da molécula,
em um processo conhecido como estabilizagéo por ressonancia (ARGYROPOUPOS &
MENACHEM, 1997). Deste modo, € formada uma série de radicais livres estabilizado
por ressonancia, em equilibrio constante um com o outro.

Os precursores radicais dos alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico
apresentam sitios reativos que podem constituir em ligacdes, preferenciais, envolvendo
0s atomos de carbono da cadeia lateral (C-7, C-8 e C-9), os atomos (C-1, C-3 e C-5) e
oxigénio do anel aromatico (Figura 3). A formacdo molecular das ligninas primitivas,
por exemplo, baseia-se no mais alto valor de NTLI (Numero Teorico de Ligagdes
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Intermonoméricas). Neste contexto as ligninas cumarilicas sdo formadas segundo cinco
centros reativos, apresentando-se com estruturas moleculares extremamente complexas,
formando extensa rede de ligagOes cruzadas na parede celular. Enquanto os demais
alcoois dao origem as moléculas de lignina mais simples em termos de rede de ligacGes
inter e intramoleculares. Assim o nimero maximo de combinacbes ou ligacdes
intermonoméricas sob base tedrica na proporcdo (1:1) entre os radicais precursores,
diminui a partir dos precursores alcool cumarilico para o alcool sinapilico. Isto revela
que a variacdo composicional tem papel importante na estrutura molecular da lignina
(ABREU et al., 1999).
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Figura 3. Inicializacdo da polimerizacdo da lignina na parede celular envolvendo os
precursores: alcool p-cumarilico, coniferilico e sinapilico, respectivamente
(MONTEIRO, 2005).

A organizagdo estrutural da lignina contribui extensivamente para as
propriedades fisicas e mecanicas da madeira, entre outras caracteristicas ja mencionadas
anteriormente. A rede de ligagOes carbono-carbono e carbono-oxigénio conferem
possivelmente maior ou menor flexibilidade estrutural aos vegetais (ABREU et al.,
2003; ABREU et al., 2009) (Figura 4). Isso pode estar relacionado aos grupos botanicos
cuja complexidade molecular diminui segundo a escala evolutiva de pteridofitas,
gimnospermas e angiospermas. Em angiospermas a lignina é formada principalmente
por unidades guaiacila e siringila, com tragos de unidades cumarila (BOERJAN et al.,
2003).

ABREU et al. (1999) e (2009) destacam que a presenca de ligagdes B-O-4
possibilita maior flexibilidade do polimero, conferindo a diferentes estruturas
supramoleculares da lignina na parede celular, aléem de relacionar a estrutura molecular
da lignina com as propriedades da madeira. Este tipo de ligagdo predomina nas ligninas
de angiospermas, chegando a alcancar até 75 % das ligagdes existentes.
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Segundo LEWIS & SARKANEN (1998) o controle biolégico da arquitetura
molecular da lignina tem sido embasado na existéncia de proteinas dirigentes. A
presenca de monoligndis e enzimas oxidativas, em experimentos de sintese fornecem
substancias racémicas, tendo como produto final a formacdo de substancias ou
fragmentos moleculares com ligacdes B-O-4 em concentracOes inferiores as ligninas
produzidas na parede celular. As  proteinas  dirigentes comandam a
estereoespecificidade em lignanas formando as substancias (+)-pinoreasinol e (-)-
secoisolariociresinol. Essas proteinas estariam presentes na inicializacdo da
polimerizacdo, cujo processo comeca na regido da parede celular (DAVIN & LEWIS,
2000). Mais recentemente, as proteinas estruturais como as extensinas (HRGPs)

14



caracterizadas pela repedida seqiiéncia de pentapeptideo Ser-(Hip)s, cuja estrutura
consiste de uma cadeia em hélice de poliprolina Il (KELLER, 1993; CASSAB, 1998)
estdo localizadas nos feixes vasculares das células a serem lignificadas, sendo descritas
como possiveis sitios de nucleacdo para a formacédo da lignina, possivelmente por agéo
catalitica da ligacdo cruzada de isoditirosina e portanto, poderia afetar a polimerizagéo
da lignina (SHOWALTER, 1993). Pesquisas mostram que a lignina isolada muitas
vezes estd associada a residuo de glicoproteinas da parede celular por ligacdo
covalentemente a hidroxiprolina (WHITMORE, 1982).

Um sistema enzimatico complexo é responsavel pela formagéo dos precursores
intermediérios e majoritarios finais da lignina (Figura 5). O metabolismo dos
fenilpropandides inclui uma série complexa de caminhos bioguimicos que
proporcionam as plantas milhares de combinagdes. Muitas destas vias séo
intermediarias na sintese de substancias estruturais das células, como a lignina
(BOATRIGHT et al., 2004). Estes caminhos se ramificam gerando Vérias substancias
com fungdes essenciais para o desenvolvimento da planta e para suas interagOes
ambientais (ALLINA et al., 1998).
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Figura 5. Rota biossintética da lignina tradicional e ndo tradicional, na parede celular
de plantas superiores (PEREIRA et al., 2000).

Vérias décadas de pesquisas tém elucidado a principal rota biossintética em
relacdo aos monoligndis e demonstrado que a quantidade de lignina pode ser modificada
e que as plantas podem tolerar mudangas na propor¢do composicional da lignina
(cumarila/guaiacila/siringila) (VANHOLME et al., 2008).

Nestas rotas hé atuacdo de enzimas fundamentais para a biossintese da lignina.
Durante a formacéo dos precursores da lignina algumas dessas enzimas atuam sobre o
nucleo aromético dos fenilpropanoides, introduzindo hidroxilas em C-3 e C-5 e,
metilando-as em seguida, enquanto outras desempenham importante papel na reducéo
da cadeia lateral. A biossintese da lignina envolve uma série de enzimas desde a
fenilalanina amonia-liase (PAL), cinamato-4idroxilase (C4H), hidroxicinamoil COA
ligase (4CL), 4-hidroxicinamato 3-hidroxilase (C3H), 5-adenosil-metionina:cafeato/5-
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hidroxi (OMT), ferulato-5-hidroxilase (F5H), hidroxicinamoil COA redutase (CCR)
até a cinamil alcool desidrogenase (CAD). Estas enzimas do complexo citoplasmético
que estdo associadas a formacdo dos precursores da lignina apresentam funcdes
especificas, desde a formag&o da fenilalanina até a dos monoligndis.

Fenilalanina amdnia-liase (PAL) é uma das principais enzimas que atuam na
formacdo dos precursores da lignina, catalisando a desaminacgéo da fenilalanina em
acido trans-cindmico (RAES et al., 2003). De acordo com BATE et al. (1994) e
SEWALT et al. (1997) a PAL se torna limitante quando sua atividade é reduzida de
25%, para 20%, tendo tal reducdo sido comprovada em células de fumo transgénico
(Nicotiana tabacum).

Cinamato-4hidroxilase (C4H) controla a conversdo do cinamato em p-
cumarato. E o primeiro citocromo monooxigenase P450-dependente da via
fenilpropandide. S&o catalisadas trés reacdes de hidroxilacdo sucessivas no anel na
formacdo do monolignol, comegando pela enzima C4H, seguido da C3H e da F5H
(DIXON et al., 2001).

Hidroxicinamoil COA ligase (4CL) catalisa a formacéo de tio ésteres de CoA
de acido p-cumérico, cafeico, fertlico, 5-hidroxiferulico, e acido sinapico (LEE et al.,
1997; HU et al., 1998). A abundancia potencial de substratos pode explicar a existéncia
de isoenzimas (4CL) na maioria das plantas superiores. Além das diferentes
especificidades dos substratos, seus genes aparentam um padréo de expressdo (espago-
temporal) tipicamente distinto (LEWIS E YAMAMOTO, 1998; HU et al., 1998;
HARDING et al., 2002). Experimentos recentes com células transgénicas demonstraram
que o papel do 4CL é contraditério em diferentes espécies, sugerindo variagdo nas
plantas. Arabidopsis transgénicas com atividade reduzida de 4CL apresentaram reducéo
da lignina guaiacila, mas com pouca alteracdo da lignina siringila (LEE et al., 1997).
Tabaco trasngénico de com atividade reduzida de 4CL, apresentaram uma maior
reducdo do contetdo da lignina siringila do que da guaiacila, embora ambos os tipos de
lignina tenham sido alterados (KAJITA et al., 1997; KAJITA et al., 1996).

4-Hidroxicinamato 3-hidroxilase (C3H) foi nomeada originalmente depois que
sua fungdo na hidroxilacdo do acido p-cumérico foi determinada. Pesquisas recentes tém
demostrado que C3H; converte éster chiquimato e quinato de &cido p-cumaérico
preferencialmente no 4cido cafeico correspondente, considerando que &cido p-cumarico
e p-cumaroil - CoA ndo sejam substratos desta enzima (SCHOCH et al., 2001;
FRANKE et al., 2002; NAIR et al., 2002). Estudos conduzidos por FRANKE et al.
(2002) demonstraram que o ref8 (mutante de Arabidopsis) possui 0 gene defeituoso
codificando a enzima C3H e a caracterizagdo fenotipica deste, revelou a falta da
atividade desta enzima conduzindo a diversas mudancas no metabolismo do
fenilpropandide. Estas alteragbes causaram mudangas na resisténcia da parede celular
do ref8 & agéo de hidrolases de polissacarideos, aumentando a suscetibilidade ao ataque
de fungos.

5-Adenosil-metionina:cafeato/5-hidroxi (COMT) foi postulado por ser uma
enzima bifuncional metilando tanto o &cido cafeico quanto o &cido 5-hidroxifertlico nas
plantas superiores. Porém, resultados obtidos in vitro usando transgénicos de alamo
(Populus tremuloides), liquidambar (Liquidambar styraciflua), alfafa (Medicago
sativa), revelaram que o papel predominante da COMT é a metilagdo do 5-
hidroxiconiferaldeido e/ou do &lcool 5-hidroxiconiferilico para sinapaldeido e/ou para
alcool sinapilico, respectivamente (OSAKABE et al., 1999; LI et al., 2000; CHEN et
al., 2001; GUO et al., 2001; PARVATHI et al., 2001; GOUJON et al., 2003). A enzima
CCoAOMT (Cafeoil coenzima A o-metiltransferase) catalisa a metilagdo de cafeoil-
CoA a feruloil-CoA (in vitro e in vivo) e 5-hidroxiferuloil-CoA para sinapoil-CoA (pelo
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menos in vitro). Esta enzima juntamente com a COMT, é responsével pela metilacéo
dos precursores dos monoligndis (YE et al., 1994; ZHONG et al., 1998; PINCON et al.,
2001). De acordo com ZHONG et al. (1998) o emprego da técnica antisenso mostrou
que a reducdo da CCoOAOMT resultou em uma diminuicdo no teor e na composigédo da
lignina. A lignina guaiacila teve uma maior taxa de redugdo, resultando no aumento da
relacdo S/G (siringila/guaiacila). Os mesmos autores também constataram que a reducéo
simultinea de CCOAOMT e CAOMT resultou na diminuicdo do teor de lignina total. A
reducdo da CAOMT resultou apenas na diminuicdo em unidades de lignina siringila.
Estes resultados comprovaram que as reag0es de metilacdo sdo catalisadas pelas
enzimas CCOAOMT e CAOMT.

Hidroxicinamoil COA redutase (CCR) que catalisa a conversdo de ésteres
cinamoil-CoA a cinamaldeidos, é uma das enzimas da parte especifica do caminho do
monolignol na biossintese da lignina. Segundo PIQUEMAL et al. (1998) em tabaco, a
baixa regulacdo de CCR afeta o teor e a composi¢do da lignina, onde a relacdo S/G é
maior, principalmente por causa de uma redu¢do em unidades de G, porém a lignina se
torna mais condensada. Segundo JONES et al. (2001) o aumento da celulose est4
relacionada a uma diminuigéo da lignina, observado com a baixa regulacéo da 4CL em
alamos, ndo parece ser um fendmeno comum; mutantes irx4 deficientes em CCR
apresentam menor teor de lignina, mas nenhum aumento no teor de celulose foi
constatado.

Ferulato-5-hidroxilase (F5H) é wuma monooxigenase citocromo-P450-
dependente (P450) participa da biossintese de mondmeros da lignina siringila, através
da 5-hidroxilagdo do coniferaldeido e/ou do alcool coniferilico (HUMPHREYS et al.,
1999; LI et al., 2000; HUMPHREYS & CHAPPLE, 2002).

Cinamil &lcool desidrogenase (CAD) catalisa o Ultimo passo na biossintese do
monolignol, reduzindo-o a aldeidos e nos &lcoois correspondentes. A enzima CAD
reduz varios aldeidos, durante diferentes fases do desenvolvimento das plantas. Além da
funcdo de regulacdo da lignificacdo, varios genes da CAD foram caracterizados em
resposta a patdgenos em plantas (KIEDROWSKI et al., 1992). A enzima CAD regula a
composicdo da lignina G:S detectada em uma ampla variedade de plantas, cujo
polimorfismo sugere que esta enzima apresenta especificidade diferenciada na
composicdo da lignina de Gimnospermas e Angiospermas. Em Eucalyptus a CAD;
mRNA foi detectada em tecidos do xilema e de folhas (ABREU et al., 2003). A Tabela
1 resume as fungdes de cada enzima desta sequéncia metabdlica.
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Tabela 1. Enzimas que atuam sobre a formagdo dos precursores da lignina no
citoplasma das células vegetais.

SIGLA ENZIMA COMPARTIMENTO FUNCAO
CELULAR
PAL Fenilalanina Citoplasma Desaminacdo mediando a
amonialiase formacédo do acido cinamico
C3H  4-Hidroxicinamato-3- Citoplasma Hidroxilagdo do acido
hidroxilase p-cumarico
F5H  Ferulato-5-hidroxilase Citoplasma Produgdo da lignina siringila,
porgue é responsavel pela
5-hidroxilacédo
OMT  5-Adenosil-metionina: Citoplasma Enzima bifuncional metilando
cafeato/5- 0 acido cafeico e o 4cido 5-
Hidroxiferulato-O- hidroxiferulico, ou os tios
metiltransferase ésteres correspondentes.
4CL  Hidroxicinamoil: CoA Citoplasma Catalisa a formacao de ésteres
ligase de CoA dos acidos: p-
cumarico, cafeico, fertlico, 5-
hidroxiferulico e sinapico
CCR  Hidroxicinamoil: CoA Citoplasma Catalisa a conversao de ésteres
redutase de cinnamoil-CoA para
cinamaldeido sendo a primeira
da parte especifica da
biossintese da lignina.
CAD Cinamil &lcool Citoplasma Catalisa o Gltimo passo da
desidrogenase biossintese do monolignol, isto
é, a reducdo de aldeido ao
alcool correspondente.
C4H Cinamato-4- Citoplasma Conversao do acido cinamico
Hidroxilase a acido p-cumarico.

Fonte: MONTEIRO et al., 2004

Estas enzimas do complexo citoplasmatico que estdo associadas & formacédo dos
precursores da lignina e apresentam funcbes especificas desde a formacdo da
fenilalanina até a formagdo dos monoligndis. A polimerizacdo enzimética destas
uinidades fenilpropandides é o passo final da biossintesse das ligninas pelas plantas,

19



sendo que a porcentagem relativa de cada mondmero fendlico dentro da molécula é
dependente da origem filogenética vegetal (SARKANEN & LUDWIG, 1971).

Numerosas enzimas tém sido associadas a parede celular (CASSAB &
VARNER, 1988; FRY, 1995), sendo algumas responsaveis pela modificacdo da maioria
dos polissacarideos da parede celular da planta, como: endoglucanases, xilosidases,
pectinases, pectina metil esterases e xiloglucan endotransglicolases. Outras podem atuar
na parede com potencial bactericida e fungicida, como: 1-3 B glucanase ou modificando
outros substratos na parede, como: peroxidases, fosfatases e varias dehidrogenases. A
funcdo precisa de muitas dessas enzimas da parede celular ja foram determinadas, mas
elas estdo duplamente envolvidas em numerosos processos, na modificagdo da parede,
no transporte de metabdlitos e na sinalizacdo celular.

Um passo preliminar no uso de métodos moleculares, visando o melhor
entendimento do processo de lignificacdo, tem sido a caracterizacdo de genes que
codificam diferentes passos enziméticos ao longo do caminho biossintético da lignina.
Atualmente, todos os genes que codificam as enzimas deste caminho tém sido clonados
e sequenciados. Isto é um resultado notdvel, quando comparado com a de outros
biopolimeros importantes da parede celular, como a celulose e a hemicelulose, para as
quais poucos genes associados aos seus caminhos biossintéticos tém sido caracterizados
(BOUDET & CHABANNES, 2001).

A classificacdo atual divide as ligninas em duas classes principais: lignina
guaiacila (tipo G) e lignina guaiacila-siringila (tipo G-S), com as ligninas cumarila-
guaiacila (tipo H-G) e cumarila-guaiacila-siringila (tipo H-G-S) sendo subclasses das
ligninas tipo G e G-S, respectivamente.

2.3 Peroxidase

Séo enzimas glicosiladas distribuidas em plantas, microrganismos e animais,
existentes nos tecidos com diferentes formas moleculares, reagem a eventos externos
como mudanca no fotoperiodo, ataque de patdgenos, etc. As peroxidases sdo enzimas
glicoproteicas globulares com massa de aproximadamente 42Kda, sendo responséveis
pela producéo de radicais fendxidos em diversas situagdes. Varios estudos sobre a agéo
da peroxidase-H;0O, na formacéo de polifendis tem sido descritos na literatura (ROS-
BARCELO, 2002a; 2002b). No caso das ligninas, a peroxidase catalisa reacdes
oxidativas causando reduc¢do do perdxido de hidrogénio (Figura 6).

Alcool coniferilico __Peroxidase + H,0, (Alcool coniferilico) + H,O

Figura 6. Esquema de reducdo do perdxido de hidrogénio.
2.4 DHP

A sintese de DHPs (polimero por oxidacdo desidrogenativa) que é um polimero
similar & lignina, pelos métodos tradicionais descritos na literatura (métodos continuo e
descontinuo) julgados até a década de 80 como modelos nos estudos comparativos de
formacéo da lignina, sugerem que o mecanismo de acoplamento oxidativo deve ocorrer
inteiramente ao acaso (sem controle bioldgico), porém este mecanismo tem sido
questionado (LEWIS & SARKANEN, 1998).
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O modelo de formac&o da lignina na parede celular (polimerizagéo) idealizado
por FREUDENBERG & NEISH (1968) preconizava como sendo um produto do
acoplamento ao acaso entre radicais fenoxidos a semelhanca dos DHPs (polimero por
oxidacdo desidrogenativa) sintetizados in vitro (métodos continuo ou descontinuo).
Alguns questionamentos levantados sobre a existéncia de uma possivel contribuicéo
protéica na polimerizagdo da lignina, partem da premissa da existéncia de um possivel
controle protéico (proteinas dirigentes), sobre os acoplamentos entre radicais de acordo
com DAVIN & LEWIS, 2005).

2.5 Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos de plantas é um método no qual pequenos fragmentos,
denominados de explantes, sdo isolados de uma determinada espécie vegetal,
desinfestados e cultivados, sob condigdes assépticas, em meio de cultura contendo sais
minerais (macro e micronutrientes), vitaminas e fonte de carbono em quantidades
necessarias ao desenvolvimento vegetal. A concentracdo e o tipo de reguladores de
crescimento presentes no meio de cultura variam, conforme o objetivo e a fase do
cultivo e também de acordo com a espécie cultivada (MCCOWN & SELLMER, 1987).
A cultura de tecidos baseia-se na totipoténcia ou competéncia celular, que é a
capacidade que as células possuem de regenerar uma planta inteira. Segundo
KERBAUY (1999) a capacidade dos tecidos vegetais cultivados in vitro para formar
gemas, raizes ou embrides sométicos tem despertado a atencdo de pesquisadores, devido
a sua grande implicagdo prética e importancia para o avanco dos conhecimentos nas
areas de fisiologia, bioquimica e genética vegetal.

A planta é um organismo autotr6fico que, para seu crescimento e
desenvolvimento, necessita da energia da luz solar para sintetizar todos 0s seus
componentes organicos a partir de dioxido de carbono, agua e elementos minerais
dissolvidos na solugéo do solo (TAIZ & ZEIGER, 2004). Essa exigéncia também ¢
aplicavel para a cultura in vitro. Segundo TORRES (2001) ao excisar parte da
planta, 6rgdo ou tecido para cultivo in vitro, observa-se que 0s explantes ndo séo
completamente autotroficos, e requerem, para 0 crescimento e padrdo de
desenvolvimento, que o meio nutritivo onde foram inoculados, seja suplementado com
as necessidades exdgenas da célula, em termos de elementos essenciais, constituintes
organicos e energia.

As mesmas Vvias bioquimicas e metabdlicas bésicas nas plantas sdo conservadas
nas células cultivadas, embora alguns processos, como a fotossintese, possam ser
inativados (CALDAS et al., 1998).

Segundo PASQUAL (2001a) uma das peculiaridades da cultura de tecidos
vegetais é a possibilidade quase absoluta do controle de crescimento e desenvolvimento
das plantas. Isso ndo seria possivel sem a adigdo dos reguladores de crescimento ao
meio de cultura, pois séo estes componentes que direcionam o metabolismo do explante
in vitro para o processo desejado.

O sucesso do processo de regeneracdo vegetal através da cultura de tecidos é
bastante influenciado pelo protocolo utilizado na formulagdo do meio de cultura. Este
meio tem que conter todas as substancias que os tecidos normalmente obtém do floema
e do xilema. Os nutrientes essenciais incluem sais inorganicos (macro e
micronutrientes), fonte de carbono e de energia, vitaminas e reguladores de crescimento.
Outros componentes tais como, substancias nitrogenadas organicas, acidos organicos e
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substancias complexas, podem ser importantes, mas sdo opcionais (GAMBORG &
SHYLUK, 1981).

De acordo com McCOWN & SELLMER (1987) na cultura de tecidos, os fatores
a serem considerados podem ser divididos em cinco categorias:

1) Gendtipo, tipo de explante e estado fisioldgico e de desenvolvimento da
planta matriz doadora do explante;

2) Composicéo do meio de cultura;

3) Ambiente (condigcbes de luminosidade, temperatura, umidade e pressao,
frasco de cultura, etc.);

4) Tempo (do cultivo e do intervalo entre subcultivos sucessivos); e

5) InteracOes entre e dentro dos fatores mencionados acima.

O controle quase absoluto do crescimento e da morfogénese a partir de explantes
in vitro é uma das principais caracteristicas da cultura de tecidos (PASQUAL et al.,
1998; PASQUAL, 2001b).

Os diversos processos de propagacédo de plantas apresentam algo em comum que
é 0 processo morfogenético. Este processo € consequéncia integrada dos processos de
divisdo e diferenciacdo celular, resultando na formacéo de novos tecidos e 6rgdos
(HANDRO & FLOH, 1990).

O processo de organogénese in vitro € considerado complexo, com a atuacdo de
multiplos fatores externos e internos, envolvendo interacdo entre o explante, meio de
cultura e os fatores do ambiente (GEORGE, 1993; PIERIK, 1997; JOY & THORPE,
1999; PIQUERAS & DEBERGH, 1999). A resposta a este processo depende também
da acdo de reguladores de crescimento, em particular auxinas e citocininas, e da
habilidade do tecido em responder a essas mudangas hormonais durante o periodo de
cultivo (SUGIYAMA & MINOCHA, 1999).

As principais etapas envolvidas na rota morfogénica in vitro referem-se as fases
de inducdo e de expressdo, ou seja, inducdo das células a adquirir competéncia
organogénica e a expressar esse potencial no desenvolvimento de 6rgéos (ZIV, 1999).

De forma geral, trés fases fisioldgicas estdo envolvidas na organogénese:

1) aquisicdo da competéncia por meio da qual a célula se torna capaz de
responder a presenca de um indutor;

2) diferenciagéo e formacdo de determinado 6rgdo escolhido, ap6s a inducéo ou
determinacdo de uma célula ou de varias células; e

3) crescimento e expressdo da diferenciagdo (CHRISTIANSON & WARNICH,
1988).

A técnica de cultura de tecidos de plantas in vitro vem sendo rotineiramente
aplicada a inimeras espécies vegetais, pela possibilidade de manutencdo da identidade
genética dos individuos e obtengdo de grande nimero de plantas sadias e de alta
qualidade em pequeno espaco fisico e em curto tempo, independente da época do ano
(PEREIRA & FORTES, 2003).

Através de cultura de tecidos vegetais pode-se acompanhar, observar processos
que vdo desde a bioquimica e morfologia da diferenciacdo celular até o
desenvolvimento de tecnologias e métodos para a producdo clonal e o melhoramento
genético (VILLALOBOS & THORDE, 1991; ROCHA & QUOIRIN, 2004).

Segundo VALLE (2003) para cultivar plantas in vitro, quer sejam a partir de
células isoladas, 6rgdos ou calos, deve-se, primeiramente, estabelecer as melhores
condicdes de cultivo, sendo considerados como fatores relevantes: o meio de cultura, a
temperatura, a agitacdo, a aeragdo, o projeto do reator, os fatores que podem causar
contaminacdo, a incidéncia de luz e o fotoperiodo, a densidade celular, o uso de meio
condicionado, o potencial osmaotico e o pH.
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A cultura de tecidos é considerada uma técnica importante para a propagacao de
vérias espécies lenhosas e vem sendo utilizada com sucesso (LANDA et al., 2000). A
propagacao por meio de cultura de tecidos pode ser feita por via direta ou indireta, esta
ultima, via formagdo de calos, é considerada uma forma potencial de propagacdo em
massa (PIERIK, 1987; LANDA et al., 2000).

2.5.1 Calogénese

A formacgdo de calos em um explante denomina-se calogénese, € uma etapa
basica para o desenvolvimento de sistemas de propagacdo massiva de plantas por
organogénese ou embriogénese somética indireta (VENTURIERI & VENTURIERI,
2004).

Uma das respostas mais comuns de um tecido cultivado in vitro € a formag&o de
calos, que depende dos seguintes estagios: desdiferenciacdo, competéncia, inducéo,
determinagdo e diferenciagdo em um 6rgdo (KERBAUY, 1999). Entretanto, em certos
casos, a cultura in vitro ndo promove a formagéo de calos, mas apenas uma proliferacéo
celular restrita as regiGes seccionadas, epidérmicas e subepidérmicas dos explantes,
como formacédo de tecido de cicatrizacdo e zonas de intensa atividade meristematicas
(FLOH & HANDRO, 1985). A cultura de calos é util também quando se deseja
produzir células para manipulagdes genéticas, como hibridacbes somaéticas,
poliploidizagdes e transformagdes (VENTURIERI & VENTURIERI, 2004).

Trabalhos de pesquisas com calos formados a partir de fragmentos de caules,
folhas e raizes sdo realizados principalmente visando a determinacdo das condicdes
ideais de cultura que os explantes requerem para sobreviver e crescer (SIQUEIRA &
INQUE, 1992), o estudo do desenvolvimento celular, a producdo de produtos
provenientes do metabolismo primario e secundéario, a obtencdo de suspensdes
celulares e a propagacédo, com a formacéo de gemas ou embrides somaticos (LANDA et
al., 2000).

A cultura de calos, de suspensdes celulares e de protoplastos sdo de relevante
importancia nas investigagdes sobre a diferenciagdo celular e a biologia molecular
(VEASEY et al., 1991). Através da cultura de células, linhas celulares mutantes com
resisténcia a antibidticos, herbicidas, aminoacidos e seus analogos, toxinas flngicas e
toleréncia a estresse ambiental tem sido selecionadas (BHOJWANI & RAZDAM,
1996). Outra aplicagdo da cultura de células esta relacionada com a producdo de
metabolitos secundérios na é&rea industrial.

O cultivo de calos e celulas também tem facilitado a elucidacdo dos fatores que
interferem no metabolismo secundério, tendo em vista a producdo de substancias de
importancia medicinal in vitro (OKSMAN-CALDENTEY & INZE, 2004).

A partir da zona meristemética ou dos calos, o padrdo de diferenciacdo pode
conduzir a um grau de organizagdo morfo-anatémico especifica, refletindo na formagéo
de um 0rgdo, constituindo-se no processo denominado organogénese. Quando a
formacédo do 6rgdo € decorrente de tecido do explante, ou de pequena proliferacdo do
mesmo, denomina-se organogénese direta, e quando ocorre a partir de células dos calos,
denomina-se organogénese indireta (KUNEIDA & KERBAUY, 1986).

Os calos podem conter células ou grupos de células que possuem centros ativos
de diviséo celular. Em condigdes adequadas, esses centros sdo induzidos e se capacitam
para a producéo de Grgdos; nos casos em que ja sdo capazes, 0s centros sao estimulados.
As ceélulas capazes de responder a determinados estimulos sdo denominadas
competentes, nelas podem ocorrer a diferenciagédo celular e a formagéo de brotos ou
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raizes. A competéncia € o primeiro passo para a diferenciacdo celular; o segundo é a
inducéo da determinagdo em células competentes. As células sdo determinadas quando
sd0 submetidas a um caminho especifico de desenvolvimento geneticamente
programado e continuam sem a influéncia de reguladores de crescimento (GEORGE,
1996).

Para a maioria das espécies eudicotiledoneas, uma combinagdo de auxinas e
citocininas é fundamental para a producdo de calos embriogénicos. Entretanto, para a
maioria das monocotileddneas, especialmente nas gramineas, a adigao de citocinina nem
sempre é requerida para a formacéo de calos embriogénicos. Porém, nestes casos, muito
provavelmente a concentragdo enddgena de citocininas ja é suficiente para promover o
crescimento celular (TEIXEIRA, 2005).

O uso de meios de cultura apropriados para cada fase do cultivo é condicdo
béasica, devendo estes meios proporcionar 0s nutrientes necessarios ao metabolismo das
células vegetais em cultivo para o crescimento e a diferenciacdo dos tecidos (KOZAY et
al., 1997).

O preparo do meio de cultura merece atengdo com relacdo as concentracdes dos
componentes, principalmente dos reguladores de crescimento. A difusdo dos
componentes ¢ alterada de acordo com a consisténcia do meio e, conseqiientemente, a
disponibilidade desses elementos para a celula vegetal (VALLE, 2003).

O meio nutritivo usado para indugédo de calos embriogénicos e, posteriormente
formacdo de embrides somaticos, em tecidos de coniferas, freqlientemente contem
nitrogénio orgénico, suplementado por substancias como caseina hidrolisada, glutamina,
aspargina, ou pequena concentracdo de diversos aminoacidos (HAKMAN et al., 1985;
DURZAN & GUPTA, 1987; GUPTA et al., 1987; BOULAY et al., 1988; HAKMAN &
von ARNOLDI, 1988; von ADERKAR & BONGA, 1988; VERHAGEN & WANN,
1984).

Os hormonios sdo uma classe de substancias quimicas endogenas facilmente
transportadas para as células responsivas, onde estdo diretamente envolvidos no
controle da atividade génica na transcricdo e traducdo, de um grande numero de
processos. Supde-se que estas células responsivas sejam caracterizadas pela presenga de
receptores que se ligam ao horménio e subsequentemente iniciam a resposta na célula
(GUERRA et al., 2001).

Os efeitos dos reguladores de crescimento geralmente variam quanto as
respostas das células, tecidos e 6rgéos in vitro, de acordo com as condi¢des de cultivo, o
tipo do explante e o genétipo da planta. Este efeito também depende do ambiente no
qual drgdo estd sendo cultivado. Concentragdes idénticas de um mesmo regulador de
crescimento em dois meios bésicos de cultura diferentes podem induzir respostas
distintas (PIERIK, 1987).

Os reguladores de crescimento tém efeitos maiores sobre o metabolismo
primério e secundério das plantas (FOWLER, 1988; ERTOLA et al., 1995). As classes
de substancias responsaveis por essa funcdo sdo: auxina, citocininas, giberelinas, cido
abscisico, etileno, poliaminas, jasmonatos, &cido salicilico e brassinosterois
(SALISBURY & ROSS, 1992).

Normalmente, na propagacéo in vitro os reguladores de crescimento constituem-
se nos principais componentes do meio de cultura a serem considerados, tendo em vista
que as respostas morfogenéticas dependem da interagdo entre esses compostos e a
espécie vegetal e do tipo de explante utilizados (COENEN & LOMAX, 1997; PIERIK,
1997).

A concentracdo dos e reguladores de crescimento é freqlientemente um fator
importante na producdo de produtos secundarios (DICOMOS & TOWRES, 1984;
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DEUS & ZENK, 1982). A concentragdo, o tipo e a relagdo auxina/citocinina alteram
significativamente as respostas das células vegetais cultivadas in vitro (MANTELL &
SMITH, 1984).

KETCHUM et al. (1995) verificaram que a suplementacdo do meio de cultura
com citocinina e auxina foi mais adequada para o crescimento celular e producéo de
calos, do que a adigdo apenas de auxina. MORALES et al. (1999) afirmam que
frequentemente a indugdo de calos é obtida, quando os explantes sdo cultivados em
meio contendo auxina ou alta relagdo citocinina/auxina.

O regulador de crescimento acido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-D) tem sido
mencionado como inibidor na producdo de metabdlitos secundarios em varias especies
vegetais em grande nimero de casos. A substituicdo da auxina 2,4-D pelo &cido o-
naftalenoacético (ANA) ou pelo &cido indolacético (AlA) tem demonstrado acentuar a
producdo de antocianinas em células em suspensdo de Populus spp e de cenoura
(Daucus carota) e betacianinas em culturas em suspensdes de Portuluca, de nicotina em
suspensdes de fumo (Nicotiana Tabacum), de chiconina em suspensdes de L.
erythrorhizon e de antocianina em M.citrifolia (RAJENDRAN et al., 1992; ZENK et al.,
1975). Entretanto, tem sido constatado que o 2,4-D estimula a biossintese de
carotendides em células em suspenséo cenoura (Daucus carota) (MOK et al., 1976) e a
producéo de antocianina em culturas de calos de Oxalis linearis (MEYER & VAN
STADEN, 1995).

As citocininas apresentam diferentes efeitos dependendo do tipo de metabdlito a
ser produzido e da espécie de interesse. Desta forma, a cinetina (6-furfurilamino-purina)
estimula a producdo de antocianina em Haplopappus gracilus, entretanto inibe a
formacdo de antocianina em cultura de células de alamo (Populus spp) (SETZ &
HINDERER, 1988; MOK et al., 1976). Por outro lado, os &cidos giberélico e abscisico
foram relatados como supressores da producdo de antocianinas em inumeras culturas
(BOHN et al., 1988; SEITZ & HINDERER, 1988).

Uma das ultimas inovacdes, na micropropagacgao de espécies lenhosas, tem sido
a introducdo do TDZ [1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)uréia] como regulador de
crescimento no meio de cultura (GRACA et al., 2001). Embora tenha sido desenvolvido
para ser utilizado como desfoliante em algoddo, com o nome comercial de Dropp. Esta
citocinina possui alta atividade em cultivos in vitro, quando utilizada em pequenas
concentracdes (MOK et al., 1982). A superior potencialidade do TDZ sobre as outras
citocininas do tipo das adeninas, em particular a BAP (6-benzilaminopurina) e a zeatina
[N®-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enil)amino purina)], ficou comprovada em bioensaios com
cultura de calos de feijdo (Phaseolus vulgaris) (MOK et al., 1980).

2.5.2 Cultura de Células Vegetais

A cultura de células e de tecidos vegetais é fundamental para muitos aspectos da
biotecnologia de plantas. Um grande nimero de aplicacbes das fungdes vegetais
depende de habilidade das células e dos tecidos vegetais crescerem em solucdes
nutritivas de composicdo conhecida. Dentre as aplicacdes, cita-se: a propagagdo de
plantas, a manutencdo e conservacdo de germoplasma, a produgdo de compostos
quimicos (fotoquimicos) de valor comercial e a engenharia genética (VALLE, 2003).

Cultura de células em suspensdo consiste em técnicas de inducéo, propagacéo e
manutenc¢do de células em meio liquido, sob agitagdo (mesa agitadora orbital). A célula
vegetal possui totipoténcia (capacidade potencial para regenerar uma planta inteira), a
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cultura de células em suspensdo é uma ferramenta muito Gtil para micropropagagéo,
melhoramento genético e conservacdo de recursos genéticos (MATSUMOTO, 2006).

Além destas aplicacOes, esta técnica ndo se refere somente a cultura de células
em suspensdo, mas também inclui o processo de regeneracdo de plantas. O emprego da
cultura de células em suspensdo na micropropagacao ja foi descrita para varias espécies
vegetais, devido a sua alta eficiéncia de propagacdo, fécil adaptacdo  para
automatizacdo, inclusive na producdo de sementes sintéticas, e consequentemente
possibilitando reduzir o custo operacional (KITTO & JANICK, 1985; REDENBAUG
et al., 1986).

A utilizagdo da tecnologia de culturas de células vegetais apresenta-se como uma
via alternativa & producdo de produtos naturais obtidos por sintese quimica ou
microbiana, especialmente nas espécies vegetais raras ou ameacadas de extingdo. A
cultura de células em suspensdo é uma importante ferramenta para a obtencdo de
produtos vegetais de alto valor agregado, desde que a viabilidade econdmica do
processo seja viavel (COSTA & RAPOSO, 2004).

As culturas de células de plantas, na sua maioria, produzem quantidades
reduzidas e diferentes perfis de metabdlitos secundérios, quando comparadas & uma
planta intacta, além disso, a quantidade e a qualidade da produgdo podem mudar com o
tempo (SAJC et al., 2000). Essa caracteristica pode ser atribuida a baixa diferenciagdo
das células que compdem as culturas (Di COSMOS & MISAWA, 1995), entretanto,
essa correlagdo ndo € generalizada (YEOMAN & YEOMAN, 1996). A produgdo de
muitas substancias do metabolismo secundério por cultura de células vegetais é
marcadamente aumentada sob condi¢fes controladas de iluminagdo (fotoperiodo)
(KIERAN et al., 1997).

A consisténcia do meio de cultura merece atengdo com relacéo a disponibilidade
dos seus componentes, principalmente dos reguladores de crescimento. A difusdo destas
substancias € alterada de acordo com a consisténcia do meio e, conseqlientemente, a
disponibilidade dos elementos as células vegetais também varia (VALLE, 2003).

A manipulacdo de nutrientes também é determinante em culturas vegetais. Os
meios nutritivos baseiam-se nas necessidades das plantas quanto aos minerais, com
algumas modificagBes para atender as necessidades in vitro especificas como
metabolicas, energéticas e estruturais das células (PETERSEN, 2006).

Os reguladores de crescimento sdo as substancias dos meios de cultura que mais
afetam o metabolismo primario e secundério das plantas (FOWLER, 1988; ERTOLA et
al., 1995). As classes responsaveis por esses efeitos sdo: as auxinas, as citocininas, as
giberelinas, o &cido abscisico, o etileno, as poliaminas, os jasmonatos, o 4cido salicilico
e 0s brassinosterdis (SALISBURY & ROSS, 1992).

O éacido indolacético (AlA) e as auxinas sintéticas, tais como o &cido
indolbutirico (AIB), o &cido a-naftalenacético (ANA) e o acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) estdo entre as auxinas mais utilizadas na cultura de tecidos vegetais.

Os jasmonatos em plantas tém papéis fundamentais no gene e regulamento
metabolico, defesa, respostas para trauma, reproducdo, e possivelmente comunicacéo
(LIECHTI & FARMER, 2002; DEVOTO & TURNER, 2003). S&o reguladores potentes
de lipidio em plantas, medeiam respostas a trauma mecanico e patdgenos e é importante
na reproducéo e regulacdo metabdlica.

O TDZ (tiadizuron) tem sido usado na micropropagagdo, pois segundo
HUETTMAN & PREECE (1993), é um excelente estimulante par formacéo de calos em
concentragdes iguais ou maiores que 1um.

Nos meios de cultura utilizados para o cultivo de células vegetais, normalmente,
sdo utilizadas concentragdes de 20 e 30g/L de sacarose. PANDA et al. (1992)
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descrevem que concentragbes de sacarose acima de 2% (p/v) sdo adequadas, ndo
somente para aumentar o rendimento de metab6litos secundarios, como também a taxa
de sintese.

O uso de um meio de cultura apropriado para cada fase do cultivo representa
uma condicdo bésica, devendo estes meios proporcionar 0s nutrientes necessarios ao
metabolismo das células vegetais e para o crescimento e diferenciacdo dos tecidos
(KOZAY etal., 1997).

O estabelecimento de cultura de células vegetais em suspensdo, sob continua
agitacdo em meio de cultivo liquido, é um processo que apresenta algumas limitacdes,
mesmo quando a espécie/genotipo cultivado adapta-se bem a essa forma de cultivo.
Populacdes celulares homogéneas que apresentam alta taxa de multiplicacdo sé&o
bastante adequadas para estudos de processos fisiologicos em plantas. Culturas de
células em suspenséo sdo utilizadas, principalmente para o isolamento de protoplastos,
inducdo de embriogénese somética, producdo de metabolitos secundarios e estudos
basicos de metabolismo (CELEDON et al., 2000).

As culturas liquidas apresentam ainda a vantagem de ndo sofrerem a influéncia
da composicdo quimica das substancias solidificantes, o que resulta em culturas mais
uniformes. Também, a agitacdo necessaria as culturas liquidas elimina a formagéo de
gradientes fisicos e quimicos, permitindo maior disponibilidade dos nutrientes,
permitindo a otimizag&o do crescimento das culturas (CELEDON et al., 2000).

A cultura de células vegetais consiste na inducdo e proliferacdo de células a
partir de um fragmento da planta em presenca de substancias nutrientes e reguladoras do
crescimento vegetal. A cultura de células e tecidos pode produzir compostos idénticos
ou similares aqueles presentes na planta matriz, ou ainda os compostos de interesse
poderdo estar ausentes (BOTTA et al., 2001).

2.6 Biotecnologia

Nos altimos anos, diferentes grupos de pesquisadores do Brasil, Austrélia,
Japdo, Estados Unidos e Inglaterra, vém atuando em laboratérios publicos e privados,
em programas de transformacéo genética, visando a obtencdo de plantas transgénicas de
Eucalyptus spp, contendo caracteristicas como resisténcia a herbicidas, insetos, ao frio,
a doencas e a modifica¢éo do teor e/ou composicéo da lignina. Estas mudancgas sdo de
grande importancia comercial. Varias empresas privadas ja desenvolvem metodologias
eficientes para a transformacdo de diversas espécies e hibridos de Eucalyptus spp.
Entretanto, devido a problemas de confidencialidade, estas informacdes, geralmente,
ndo podem ser divulgadas (MACRAE e van STADEN, 1999).

Atualmente, as estratégias utilizadas com maior freqliéncia e eficiéncia visando
0 estabelecimento de protocolos de transformacdo geneética para o Eucalyptus spp. sdo
aquelas baseadas nos sistemas por Agrobacterium e biobalistica. Os beneficios advindos
da biotecnologia ainda sdo incipientes. Serdo necessarios alguns anos para que novas
aplicacbes possam ter aplicacdo comercial. Na sua maturidade, a biotecnologia
proporcionara maior flexibilidade e eficAcia no desenvolvimento de variedades
transgénicas (BOREM, 2001).

Apesar do grande nimero de trabalhos com Eucalyptus spp. com a ferramenta
biotecnoldgica da cultura de tecidos, nada se conhece sobre o efeito que ocorre no
ambito molecular durante o tempo em que o material esta sendo tratado, nem quais séo
0s mecanismos que regulam a absorcéo dos reguladores de crescimento; portanto, mais
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pesquisas sdo necessarias usando o estudo desse estimulo, principalmente com relacéo
as vias de regeneracdo (ANDRADE et al., 2006).

O estudo da lignificacdo estd atualmente beneficiando desenvolvimentos na
biologia molecular e de transgénia. Perspectivas para futuros desenvolvimentos de
pesquisas abordando a estrutura e organizacgdo da parede celular de plantas lignificadas
em relacdo ao teor de lignina quanto a sua composigdo existindo a possibilidade de se
trabalhar a relagdo existente entre as unidades constitucionais da lignina (cumarila,
guaiacila e siringila) dependendo da finalidade que o setor florestal deseja como produto
final.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos explantes

O experimento foi desenvolvido a partir de sementes de Eucalyptus urophylla S.
T. Blake germinadas in vitro, foram adquiridas do Instituto de Pesquisas e Estudos
Florestais (IPEF-SP).

As sementes foram desinfestadas com uma solugdo contendo 100mL de
hipoclorito 1% + 0,3mL de Tween 20, sob agitacdo, por 20 minutos; lavada por 5 vezes
com H,O bidesionizada autoclavada; e colocadas em papel filtro autoclavado para
retirar a umidade das sementes. O tween 20 é um espalhante adesivo comumente
utilizado, o qual aumenta a penetracdo da solugéo no tecido.

Foram preparadas solugbes estoques de macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, hormdnios e antibidtico (Tabela 2). Estas solu¢des estoques com validade de
tempo variada: macronutrientes, micronutrientes e vitaminas com validade de trés
meses em temperatura de 5°C e armazenadas em vidro dmbar; antibidtico e hormdnios
com armazenamento de 30 dias, sendo que o AIA com validade de sete dias, a 5°C.

O uso de antibioticos e fungicidas previne a contaminacdo microbiana
proveniente de infeccBes sistémicas das plantas matrizes. Entretanto estas substancias
nao podem ser usadas como substitutas eficientes das técnicas de assepsia do explante
no momento do estabelecimento in vitro. E necessario, antes de escolher o produto,
verificar se 0 mesmo ndo apresenta efeitos fitotoxicos ao explante (PASQUAL, 2001).
Rifampicina e o benomil como fungicida, que sdo utilizados com freqiiéncia em culturas
de tecidos e de células como antibi6tico e fungicida, respectivamente.

O meio de cultura foi esterilizado em autoclavagem durante 20 minutos a 120°C
e a uma pressao de 1,0 atm. Em seguida, as sementes foram inoculas em frascos de
vidro com capacidade de 250mL, contendo 40mL de meio MS, com 5 sementes,
acrescido 30g/L de sacarose, 0,1 g/L de benomil, 0,1g/L de rifampicina e 3g/L de
Phytagel®. Foram mantidas em sala de crescimento, com temperatura de 25°C,
fotoperiodo de 16/8 horas e intensidade luminosa de 30 mmol m2s™. As plantulas
foram cultivadas por 30 dias e entdo explantes (segmento caulinar) foram obtidos para
producdo de calos (Figura 7).

Figura 7. (A) Germinagédo, (B) Plantula com 30 dias e (C) Segmento caulinar para
producdo de calos de Eucalyptus urophylla.
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Tabela 2. Meio de cultura MS para germinagdo.

NUTRIENTES/VITAMINAS SOLUCAO ESTOQUE - g/L

NHsNO; 165
KNO; 190
CaCI2.2H20 44
MgS0,.7H,0 37
KH,PO, 17
MnSQO4.H,O 1,690
+ H3BO3 0,620
+ ZnS0,4.7H,0 0,860
+ Na;Mo004.2H,0 0,025
Na,EDTA.2H,0 3,73
+ FeS0,.7H,0 2,78
Tiamina.HCI 0,02
+ Acido Nicotinico 0,1
+ Piridoxina. HCI 0,1
+ Glicina 0,4
Kl 0,083
CuSo04.5H,0 0,250
+ CoCl,.6H,0 0,250

3.2 Produgéo de calos

Para producéo de calos com meio MS modificado (composto por todos os itens
da Tabela 2, com excecdo do KI) foram realizados 21 tratamentos, de acordo com a
Tabela 3, com 5 repeti¢des, com sete subculturamentos dos calos em intervalos de trinta
dias.

Todos os tratamentos foram mantidos em BOD a de 25°C por 210 dias, em
fotoperiodo nulo, visando a obtencdo dos melhores protocolos com calos fridveis para
producéo de células em meio liquido suspenso.

Estes calos foram induzidos através de explante (segmentos caulinar) de 1 cm,
os quais foram excisados de mudas com 30 dias ap0s a germinacdo in vitro das
sementes. Estes explantes foram inoculados em placas de Petri.

Foram utilizados tratamentos contendo os reguladores de crescimento auxina e
citocinina:

1) AlA - 4cido 3-indolacético;

2) 2,4-D - 2,4-diclorofenoxiacético;

3) ANA - &cido a-naftalenoacetico; e

4) TDZ - 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)uréia).

De forma combinada e isolada conforme especificado na Tabela 3 e Figura 8.

Tabela 3. Legendas, reguladores de crescimentos e quantidades de meio MS
modificado utilizado nos tratamentos de calos de Eucalyptus urophylla.

Nomenclatura Auxina Citocinina 5 Placas de
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Petri

EUl AIA TDZ? 40mL
EU2 AlA2 TDZ! 40mL
EU3 2,4-D* TDZ? 40mL
EU4 2,4-D? TDZ? 40mL
EU5 ANA! TDZ? 40mL
EU6 ANA? TDZ? 40mL
EU7 AIA® TDZ! 40mL
EUS AIA* TDZ? 40mL
EU9 AIA® TDZ® 40mL
EU10 AIA* TDZ® 40mL
EU11l - TDZ! 40mL
EU12 - TDZ? 40mL
EU13 - TDZ® 40mL
EU14 - TDZ* 40mL
EU15 - TDZ® 40mL
EU16 AIA® - 40mL
EU17 AIA® - 40mL
EU18 AIA’ - 40mL
EU19 AIA® - 40mL
EU20 AIA® - 40mL
EU21 AIA® - 40mL

Nota: AIA — acido 3-indolacético; 2,4-D — acido diclorofendxiacético; ANA — acido a-naftalenoacético;

TDZ: 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-iljuréia; AIA:10uM; AIAZ15uM; AIA%:20pM; AIA*:25uM; AIA®:0,3
M; AIA":1,10pM; AIA%:6,67
UM ; TDZ™: 2uM; TDZ? 2,43uM; TDZ

AIA6:0,55![1

M;
M: AIA%:13,33uM 2,4-D1:20uM, 2,4-D*30uM; ANAT:12uM; ANA£16
: 3uM; TDZ* 4,82uM; TDZ>: 7,23uM.
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AlA TDZ TDZ + 2,4-D TDZ + ANA
EU16 - 0,37uM EU11 - 2uM EU3 - 2uM + 20uM EUS - 2uM + 12uM
EU17 - 0,55uM EU12 - 2,43uM EU4 — 2uM + 30puM EU6 — 2uM + 16UM
EU18 - 1,10uM EU13 - 3uM
EU19 - 6,67uM EU14 - 4,82uM
EU20 - 13,33uM | | EU15 - 7,23uM

EUl- 2uM + 10uM
EU2 - 2uM + 15uM
EU7 - 2uM + 20uM
EU8 - 2uM + 25uM
EU9 - 3uM + 20uM
EU10 — 3uM + 25uM

Figura 8. Relacéo dos tratamentos com as respectivas nomenclaturas.

3.2.1 Avaliacéo dos calos

Apos a fase de produgdo de calos, estes foram avaliados aos 210 dias de cultivo
in vitro em relagdo a textura. Para este critério foi estabelecido quatro classificacdes:
calo friavel, calo semifriavel, calo semicompacto e calo compacto. Sendo calo friavel:
células fracamente unidas faceis de serem separadas; calo compacto: células fortemente
unidas, dificeis de serem separadas; calo semifriavel/calo semicompacto: com
caracteristicas intermediarias entre o fridvel e o compacto.

3.2.2 Selegéo do calo

A selecdo do calo foi feita pelos calos com textura friavel, sendo o tratamento
EU9 (20uM de AIA + 3uM de TDZ) foi escolhido para iniciar em meio liquido
(suspenséo) para a producéo de células livres.

3.3 Preparacdo do meio de cultura de suspensdo para producdo de células de
Eucalyptus urophylla

Os calos selecionados do tratamento EU9, originados do mesmo explante, com
peso de 0,90 g. Inicialmente, divididos ao meio, sendo cada metade colocada em frascos
de Erlenmeyer, com capacidade de 250 mL, contendo 125 mL de meio MS modificado
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) liquido, sem a adicdo de KI, suplementado com
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20uM de AIA + 3uM de TDZ (EU9), em mesa agitadora com 100 rpm, temperatura de
25 + 1°C.

No periodo de 60 dias, com intervalos de sete em sete dias, as células e os
aglomerados foram subculturados. A medida que aumentava a produgdo celular, as
células e os aglomerados foram sendo distribuidos respectivamente para quatro, oito e
dezesseis frascos de Erlenmeyer. Em todos os subculturamentos as células foram
transferidas para um meio novo contendo uma aliquota de 10 mL do meio liquido
anterior.

3.3.1 Tratamentos com elicitores para inducdo de lignina na parede das células em
suspensao e lignina extracelular

As células j& produzidas ha 60 dias foram entéo transferidas para um meio de
suspensdo fresco contendo os elicitadores. Os tratamentos foram compostos de meio
MS modificado suplementado com &cido jasmonico, &cido a-naftalenoacético e
sacarose, e 0 controle (MS modificado puro) para induzir a producédo de lignina
extracelular ou de algum (ns) de seu (s) precursor (es) em meio de cultura bésico MS.
Foram utilizadas 4 repetigdes para cada tratamento (MS modificado suplementado e
puro) (Tabelas 4 e 5, respectivamente). As células e aglomerados permaneceram nos
respectivos tratamentos por 30 dias.

Tabela 4. Nomeacéo dos tratamentos com elicitores para células no meio de suspensdo
celular de Eucalyptus urophylla.

TRATAMENTOS ELICIATORES
URO1c MS modificado + AJ (Acido jasménico)
URO2c MS modificado + ANA (acido a-naftalenoacético)
URO3c MS modificado + Sacarose
URO4c MS modificado puro (controle)
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Tabela 5. Nomeagéo utilizada nos tratamentos para a indugédo de lignina extracelular no
meio de suspens&o celular.

TRATAMENTOS ELICIATORES
UROlle MS modificado + AJ (acido jasmonico)
URO2le MS modificado + ANA (acido a-naftalenoacético)
URO3le MS modificado + Sacarose
URO4le MS modificado puro (controle)

3.4 Separacao das células em suspensdo do meio liquido

A separacdo das células em suspensdo do meio liquido foi realizada por filtracdo
utilizando Millipore com membrana 0,22 pm para cada repeticdo de cada tratamento.
Dois produtos foram obtidos desta filtragcdo; sendo eles: (1) as células do Eucalyptus
urophylla produzidas e (2) o meio liquido da suspensdo celular para obtengdo da lignina
extracelular.

Foram realizadas analises para cada um destes dois produtos. A partir das células
de Eucalyptus urophylla obteve-se a lignina tioglicolato e quantificagdo por
espectroscopia no ultravioleta (UV) na faixa de 280 nm (BRUCE & WEST, 1989). Com
o meio liquido da suspenséo celular de cada tratamento foi realizado a quantificagdo por
espectroscopia no UV e teste de Wiesner. Foi obtido também do meio liquido, ap6s
filtracdo e centrifugacdo um precipitado (lignina extracelular) segundo a metodologia de
NOSE et al. (1995).

3.5 Teste Wiesner

Para indicar a presenca de lignina e/ou derivados fendlicos liberados no meio de
cultura, foi realizado, em capela de fluxo laminar, com pequena aliquota do meio de
cultura de células em suspensdo de cada tratamento o teste de cor do reagente Wiesner
(Figura 9).

Do meio liquido filtrado em membrana Millipore 0,22 pum, de cada tratamento
foi colocada uma aliquota (trés gotas com pipeta pL) cada gota em diferentes partes de
um retangulo de papel, cromatografico (de aproximadamente 7 x 2,5 cm), esperou-se
um minuto em seguida foi adicionado a cada uma das trés gotas (com pipeta plL) os
reagentes (floroglucinol e &cido cloridrico) respectiva e sequencialmente. ApGs 0s
resultados foram fotografados.

O reagente foi preparado por uma combinagdo de 50 mL de uma solucéo de
floroglucinol 2% em etanol 95% e 25 mL de acido cloridrico (HCI) concentrado
(ADLER et al., 1948). Como este reagente ndo é muito estavel, a solucdo de
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floroglucinol foi armazenada em vidro ambar (com rolha de vidro), sendo adicionado ao
HCI.

HO OH
+
‘CHO ‘ Ce,

FbrugbcnokFHCL
R —

RO RO
0CHjg 0CH,g

R=H ou Segm ento m okcubr da Ignna

Figura 9. Reacdo de Wiesner.

3.6 Preparacao de trés repetigdes do filtrado da suspenséo para produgdo de DHPs
a partir de subtratamentos.

Foram feitas trés repeticdes com o filtrado da suspenséo celular de Eucalyptus
urophylla para sintese de material semelhante a lignina em meio de cultura MS.

O filtrado da suspenséo celular de cada tratamento foi usado como colch&o, isto
é, substrato para a possivel formacéo de material semelhante & lignina — para receber,
por gotejamento controlado, a peroxidase, o peroxido de hidrogénio e a combinacéo
deles.

O experimento foi realizado, em uma sala com temperatura controlada a 25°C da
seguinte forma:

Foram preparados 112 mL/tratamento de meio MS basico liquido sem Ki,
Phytagel® e sacarose, sendo, que 24 mL foi utilizado para solubilizar 2,4 mg de
peroxidase ¢ 88 mL foram utilizados para adicionar 76 pL de peroxido de hidrogénio;
para cada solugdo foi utilizado baldo volumétrico de 250 mL revestido com papel
aluminio para minimizar a interferéncia da luz e adicionado géas nitrogénio contido em
um bal&o de latex passando através de uma seringa

Para o colchdo foi utilizado baldo de 500 mL de duas bocas revestido com papel
aluminio onde foi colocado o filtrado (125 mL) em ambiente saturado N, sobre uma
placa agitadora que manteve a solugdo (colchdo) em constante agitagdo. A adicdo das
solucBes de peroxidase, perdxido de hidrogénio e combinacdo de peroxido de
hidrogénio com peroxidase por gotejamento realizado através de uma bomba peristaltica
(Tabela 6);

Apos 48 horas, a solucéo reacional foi centrifugada a 23000 rpm por 15 minutos
e 0s precipitados (pellets) lavados uma vez com &gua destilada e bidesionizada, secos
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em temperatura ambiente e acetiladas. Os precipitados foram analisados por
infravermelho (1V) e ressonancia magnética nuclear do hidrogénio (RMN H).

Tabela 6. Nomeagdo utilizada nos subtratamentos do filtrado da suspensdo para

producéo de DHPs.

Tratamentos Precursores

URO1fh MS + H,0,

URO1fhp (MS + H20,) + (MS + Peroxidase)
UROL1fp MS + Peroxidase

URO2fh MS + H,0,

URO2fthp (MS + H.0,) + (MS + Peroxidase)
URO2fp MS + Peroxidase

URO3fh MS + H,0,

URO3fthp (MS + H20,) + (MS + Peroxidase)
URO3fp MS + Peroxidase

URO4fh MS + H,0;

URO4thp (MS + H.0,) + (MS + Peroxidase)
UROA4fp MS + Peroxidase

Nota: URO1 (MS + acido jasmdnico); URO2 (MS + ANA); URO3 (MS + Sacarose) e URO4 (MS).
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3.7 Preparo dos DHPs

A obtencéo do DHP (polimero por oxidagdo desidrogenativa) se deu em meio
reacional por polimerizagdo continua controlada. As solucdes foram preparadas e
adicionadas ao colchdo, 413 mL de meio MS baésico liquido livre de KI, phytagel® e
sacarose. O &lcool coniferilico foi dissolvido (50mg) em meio MS puro (88 mL), o
peroxido de hidrogénio (0,76 mL) foi dissolvido em 88mL de meio MS puro e a
peroxidase (hoserdish) 275 unidade, na quantidade de 2,4mg em 24mL de meio MS,
todas estas solugdes em pH 5,8 entdo, trés solugbes foram adicionadas lentamente ao
colchdo (meio MS) por fluxo continuo de velocidade de gotejamento de 2 mL/hora.

Todo este meio reacional permaneceu em atmosfera de N,. A reagéo ocorreu no
periodo de 48 horas. Todo este processo também foi feito para o alcool sinapilico.

O experimento foi realizado em uma sala com temperatura controlada a 25°C, o
experimento foi realizado da seguinte forma:

Apos 48 horas, o0 substrato (do baldo de 500 mL) foi centrifugado & 23000 rpm
por 15 minutos e os precipitados lavados uma vez com &gua destilada e bideionizada,
secos em temperatura ambiente e acetiladas e os pellets foram analisados por RMN H.

3.8 Acetilacao

Os produtos extracelulares assim como os DHPs foram acetilados dissolvendo-
os inicialmente em piridina e em seguida anidrido acético na proporgéo
1:1 durante 48 horas em temperatura ambiente. Apds as 48 horas, 0s
produtos acetilados foram purificados por precipitagdo em éter etilico e em seguida
lavados e centrifugados trés vezes. Posteriormente foi seco sob vacuo em dessecador de
vidro, com KOH, por trés dias (ABREU et al., 2006).

3.9 Obtengdo da lignina tioglicolato da parede das células em suspenséo

As células cultivadas nos quatro tratamentos, descritos anteriormente, foram
coletadas individualmente por filtragdo em membranas de Millipore (0,22 um), apds 30
dias de cultivo.

Apos a filtracdo, a lignina foi extraida da suspensdo das células, separada e
quantificada de acordo com a técnica descrita por BRUCE & WEST (1989). Esta
técnica é baseada na derivacdo da lignina com o &cido tioglicolico que representa a
lignina tioglicolato (NUNEZ-PALEMUS & OCHOA-ALEJO, 2005).

De acordo com o método BRUCE & WEST (1989) modificado, 2g de células de
cada tratamento foram pesadas e homogeneizadas no macerador mecanico de tecido
Tekmar em 40 mL de metanol por 1 minuto, depois centrifugadas a 23.000 rpm por 10
minutos a 25 ° C. O material foi lavado com metanol, o residuo foi transferido para
frascos de vidro e colocado em estufa a 60° por 24hs. Apés o resfriamento foi pesado
amostras de 50 mg (dos residuos retirados da estufa) de cada tratamento e em tubos de
vidros fechados foram adicionados 5 mL de HCI 2N e 0,5 mL de &cido tioglicélico
(procedimento realizado em capela de exaustdo), os tubos lacrados foram colocados em
agua fervente e agitados para hidratar o ar inicialmente, os tubos foram colocados em
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estufa por 4hs a 100 ° C, o material foi esfriado e depois centrifugado a 23.000 rpm por
15 minutos a 25 °C e os supernadantes (liquidos) foram descartados e as porgdes
residuais lavadas uma vez com 5 mL de &gua bidesionizada.

As porgoes residuais foram suspensas em 5 mL de NaOH 0,5 N e os frascos de
vidro lacrados com parafilme e agitado (50 rpm) a 25 °C por 18hs para extracdo da
lignina de tioglicolato, as amostras foram centrifugadas a 23.000 rpm por 15 minutos a
25°C. Os supernadantes (liquidos) foram retirados dos tubos da centrifuga e transferidos
para frascos de vidro, onde 1 mL de HCI concentrado foi adicionado para cada
tratamento, o liquido j& contendo a lignina ficou em repouso para precipitar sob
refrigeragdo por 4 horas a 4 °C, entdo o liquido foi retirado da refrigeracéo e
centrifugado a 23.000 rpm por 15 minutos, as ligninas obtidas, que possuem uma cor
marrom-alaranjada, foram dissolvidas em 10 mL de NaOH 0,5N. A quantificacdo foi
realizada utilizando um aparelho espectrofotométrico UV.

3.10 Determinacéo do teor de lignina por UV do filtrado da suspenséo celular

A técnica acima descrita por BRUCE & WEST (1989) foi uma preparacdo das
amostras a serem quantificadas. A curva de calibragéo foi realizada com a relagéo entre
a concentragdo e a absorbancia com amostra padronizada de lignina de Bjorkman de
Galeziana gorzeana diluidas em NaOH com seis concentracdes (0, 100, 150, 200, 250,
300 mg/L).

As amostras de cor marrom-alaranjada obtidas das ligninas tioglicolato realizada
nas células dos tratamentos, foram diluidas em 10 mL de NaOH 0,5N , com uma pipeta
(5 mL), foi colocado 4 mL das amostras diluidas NaOH 0,5N (de cada tratamento) na
cubeta de quartzo introduzindo-a no compartimento apropriado (porta —amostra) do
espectrometro.

As concentrages de lignina dos tratamentos (tabela 5) foram determinadas
aplicando a seguinte equagéo: A = klc+k0, onde A = absorbancia; k1 = 0,001589, ¢ =
concentracdo de lignina (ppm) e kO =0,130143

Este mesmo procedimento também foi utilizado para quantificar amostras da
lignina extracelular dos tratamentos:

Foi realizada a relagcdo entre a concentragdo e a absorbancia com amostra
padronizada de alcool coniferilico dissolvida em MeOH com seis concentracdes (0, 100,
150, 200, 250, 300 mg/L) para a formagdo da curva de calibracdo (para as ligninas
extracelulares).

Em amostras de 20 mL de meio liquido foram adicionadas 20 mL de MeOH
diluido (1:10) dos tratamentos (tabela 6) (pelo método descrito por NOSE, et al., 1995
com modificagdes). Com uma pipeta (5 mL), foi colocado 4 mL (do meio liquido com o
MeOH diluido) na cubeta de quartzo introduzindo-a no compartimento apropriado
(porta —amostra) do aparelho (etapa igualmente realizada para a lignina da parede
celular e para a lignina extracelular).

As concentragdes de lignina dos tratamentos (Tabela 3) foram determinadas
aplicando a seguinte equacgdo: A = klc+k0, onde A = absorbancia; k1= 0,001779, ¢ =
concentracdo de lignina (ppm) e kO =0,048378.

3.11 Liofilizag&o do precipitado do filtrado da suspenséo celular
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O precipitado da centrifugacdo do filtrado da suspenséo celular do Eucalyptus
urophylla foi congelado por 24hs no freezer, depois colocado no liofilizador Enterprise
| - Terroni por 16hs para desidratagdo completa do material para analises no IV e RMN
He RMN “°C.

3.12 Analise no Infravermelho

Das amostras liofilizadas, foram pesadas 2 mg de cada tratamento e maceradas
com 200 mg de KBr (brometo de potéssio) para produgdo de pastilhas de KBr. Os
espectros foram registrados em aparelho de espectroscopia no IV por Nicolet 6700 FT
IR

3.12.1 Infravermelho dos DHPs dos filtrados

Os materiais resultantes dos DHPs dos filtrados obtidos apos filtracdo e
centrifugacéo foram liofilizados por 16 horas. Das amostras secas, foram pesadas 2 mg
de cada tratamento e maceradas junto com 200 mg de KBr para produgéo da pastilhas a
serem analisadas. Os espectros foram registrados em aparelho por espectroscopia no 1V
por 1V por Nicolet 6700 FT IR

3.13RMNH

Os materiais extracelulares (precipitados) obtidos apos filtracdo e centrifugagéo
foram liofilizados por 16 horas. Para determinar estruturalmente o material extracelular
foi utilizada RMN H. Das amostras liofilizadas, foram pesadas 100 mg de cada amostra
dos tratamentos e dissolvidas em 0,5 mL de cloroformio deuterado. Os espectros foram
registrados em um aparelho Bruker AC 200 Advance 400 MHz.

3.13.1 RMN H dos DHPs dos filtrados e DHPs do meio MS

Os materiais formados dos DHPs dos filtrados e dos DHPs do meio MS obtidos
apos filtracdo e centrifugacdo foram liofilizados por 16 horas. Das amostras secas,
foram pesadas 100 mg de cada tratamento e dissolvidas em 0,5 mL em CDCI;. Os
espectros foram registrados em um aparelho Bruker AC 200 Advance 400 MHz.

3.14 RMN *3C no estado liquido

A espectrometria de RMN®C é uma importante técnica para analises de lignina,
em particular para determinar estruturas secundérias ndo receptivas a analise através de
outros métodos (ROBERT, 1992). Os materiais extracelulares (precipitados) obtidos
apos filtracdo e centrifugagdo foram liofilizados por 16 horas para completa
desidratagdo. Das amostras secas, foram pesadas 100 mg de cada tratamento e
dissolvidas em 0,5 mL de DMSO-d6 e a solucéo foi examinada por espectroscopia e 0
legspectros foram registrados em aparelho Bruker AC 200 Advance 400 MHz.para RMN

C.
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3.14.1 RMN*C DHPs do meio MS

Os DHPs do meio MS obtidos apos filtracdo e centrifugagdo foram liofilizados
por 16 horas para completa desidratacdo. Das amostras secas, foram pesadas 100 mg de
cada tratamento e dissolvidas em 0,5 mL de DMSO-d6 e as solugbes foram examinadas
por espectroscopia e 0s espectros foram registrados em aparelho Bruker AC 200
Advance 400 MHz.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Formacéo dos Calos

Em todos os tratamentos testados, os explantes de segmento caulinar de
Eucalyptus urophylla S. T. Blake formaram calos apés 30 dias de cultivo na BOD, sob
condigdes de escuro, exceto o tratamento EU4 (2,4-D: 30uM e TDZ: 2uM), que
continha alta relacdo auxina/citocinina. Os reguladores de crescimento utilizados (AIA,
2,4-D, ANA e TDZ) tanto na forma isolada, como na forma combinada (auxina e
citocinina) tiveram éxito na inducgdo de calos (Tabela 7). Foram testados tratamentos
com a auxina (AlA) de forma isolada e as auxinas (AlA, ANA e 2,4-D) combinadas
com a citocinina (TDZ). Todos estes tratamentos realizados foram feitos para
estabelecer os melhores protocolos para utilizagéo destes calos em cultura em suspenséo
de células.

Tabela 7. Tratamentos utilizados para a formagdo de calo, em explantes de segmento
caulinar de Eucalyptus urophylla.

Tratamentos Auxina Citocinina Textura

EU1 AlA! TDZ* Semicompacto
EU2 AlA? TDZ! Semifriavel
EU3 2.4-D! TDZ! Semicompacto
EU4 2,4-D? TDZ! N&o formou
EU5 ANA* TDZ* Semicompacto
EU6 ANA? TDZ! Semifriavel
EU7 AIA® TDZ! Semicompacto
EUS AIA? TDZ! Semicompacto
EU9 AIA® TDZ® Friavel

EU10 AIA? TDZ® Friavel

EU11 - TDZ! Semicompacto
EU12 - TDZ? Friavel

EU13 - TDZ® Friavel

EU14 - TDZ* Semifriavel
EU15 - TDZ° Semifriavel
EU16 AIA® - Friavel

EUL7 AIA® - Friavel

EU18 AIA’ - Friavel

EU19 AIAS - Compacto
EU20 AIA® - Compacto
EU21 AIA3 - Compacto

Nota: AIA%:10uM ; AIAZ15uM; AIA%:20puM; AIA%25uM ; AIA®:0,37uM ; AIA%0,55uM ; AIA":1,10uM ;
AIA%6,67uM; AIA%:13,33uM 2,4-D*: 20uM, 2,4-D? 30uM ; ANAL: 12uM , ANA%*16 pM ; TDZE: 2uM; TDZZ
2,43uM; TDZ3: 3uM; TDZ": 4,82uM; TDZ%: 7,23uM

As auxinas sdo muito utilizadas, principalmente em trabalhos de
micropropagacéo, sendo incorporadas ao meio de cultura para promover a formagéo de
calos, o crescimento de células em suspenséo e de 6rgéos, e para regular a morfogénese,
especialmente quando associadas as citocininas (OLIVEIRA et al., 2006). As auxinas
mais utilizadas no cultivo in vitro sdo os &cidos: indol-3-acético (AlA), o-
naftalenoacético (ANA) e 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (CARVALHO, 1999).
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Estes reguladores de crescimento foram utilizados neste trabalho. Foi também
utilizado a citocinina (TDZ), indicada por ser um poderoso regulador de crescimento ja
testado para cultura de células de Eucalyptus spp. por GRACA et al. (2001) e
BARRUETO CID, 2002. Os fitorménios exercem um papel critico influenciando todo
aspecto de crescimento e desenvolvimento da planta (DAVIES, 1995).

GAMBORG (1982) e GEORGE (1996) afirmam que € possivel o
estabelecimento de cultura de calo de praticamente qualquer espécie vegetal e a partir
da maioria de suas partes, quando ao meio de cultura s&o acrescidas auxinas e
citocininas. A textura e a morfologia do calo dependem dos diferentes constituintes do
meio de cultura. Geralmente, sdo produzidos calos friaveis, quando cultivados em meio
de cultura contendo alta concentragdo de auxina e baixa de citocinina, enquanto que, e
se a relacéo é inversa, os calos produzidos formam estruturas compactas.

Segundo REY et al. (1980) a conformacdo globular, fridvel e o crescimento dos
calos sdo determinados pelas auxinas e citocininas, sendo que a primeira determina um
calo mais fridvel enquanto as citocininas produzem calos mais firmes (compactos).

Porém nos tratamentos testados, os calos obtidos, a partir dos explantes
caulinares de Eucalyptus urophylla, nas condicdes empregadas neste trabalho,
formaram estruturas diversificadas, algumas citadas pelos autores mencionados
anteriormente. Os calos obtidos apresentaram variacdo em relagdo & textura,
dependendo do tratamento empregado.

4.1.1 AlA (4cido 3-indolacético)

O meio de cultura MS com regulador de crescimento AlA (&cido 3-indolacético)
quando utilizado isolado, como nos tratamentos: EU16 (0,37uM), EU17 (0,55uM),
EU18 (1,10uM), EU19 (6,67uM), EU20 (13,33uM) e EU21 (20uM), induziu a
producdo de calos que foram classificados em relacéo a textura.

Foi observado que nos tratamentos EU16, EU17 e EU18 que utilizaram
baixissima concentracdo de AIA entre 0,37uM — 1,10uM todos os calos apresentaram-
se compactos (Figura 10). No tratamento EU19 que teve a concentragdo seis vezes
maior (6,67uM) em relacéo aos tratamentos anteriores, os calos apresentaram textura
semifriavel.

Nos tratamentos EU20 (13,33uM) e EU21 (20puM), contendo concentragdes
mais altas de AIA, foram obtidos calos fridveis. ULISSES et al. (2007) trabalhando com
ovarios extraidos de inflorescéncias de Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy
Pink cultivados em meios de cultura contendo 11,42uM de AlA, 45,3uM de 2,4-D, 5,71
UM de AIA e 22,65 pM de 2,4-D, verificaram que altas concentracbes de auxinas
induziram também a formacéo de calos fridveis.

O aumento da concentragdo de AlA, a partir de 13,33uM, promoveu a formagéo
de calos friveis, contrastando com os tratamentos, cujas concentracdes eram iguais ou
inferiores a 1,10 uM, com calos compactos. Comparando-se 0s resultados obtidos com
0s de GASSER et al. (2008) que induziram calos em explantes de fumo cultivados em
meio MS contendo alta concentracdo de AIA, 34,25 pM, obtendo calos também com
textura fridvel, reafirmando que o AIA quando utilizado isoladamente, em altas
concentragdes, induz a formagao de calos fridveis.

A calogénese é dependente de um balango equilibrado entre os reguladores de
crescimento, auxinas e citocininas. Nos tratamentos utilizados (EU16, EU17, EU18,
EU19, EU20 e EU21), provavelmente, com o0 aumento da concentracdo do AIA no meio
de cultura ocorreu um equilibrio do conteddo enddgeno de citocininas do explante
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proporcionando a formacdo de calos semifriaveis e friaveis, como pode ser observado
nos tratamentos EU19, EU20 e EU21 (Figura 11).

Figura 10. Foto do calo com textura compacta, obtido a partir de explante de segmento
caulinar de Eucalyptus urophylla, formado no tratamento EU16 (0,37 uM de AlA).
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Figura 11. Tipo de textura apresentado pelos calos obtidos a partir de explantes de
segmentos caulinares de Eucalyptus urophylla, cultivados em diferentes tratamentos
utilizando AIA de forma isolada.

4.1.2 TDZ (Tiadizuron)

Foram testados cinco tratamentos utilizando como regulador de crescimento
TDZ, EU11 (2uM); EU12 (2,43uM); EU13 (3uM); EU14 (4,82uM) e EU15 (7,23uM).

O tratamento EU11(2uM) foi o Gnico no qual a textura dos calos formados foi
semicompacta (Figura 12). Com o aumento da concentragdo desta citocinina (TDZ) para
2,43uM (EU12) e 3uM (EU13) a textura dos calos tornou-se friavel.
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Ja nos tratamentos EU14 (4,82uM) e EU15 (7,23uM), os calos obtidos
apresentaram textura semifriavel. Verificou-se que a textura desejada (friavel) dos calos,
nas condicOes trabalhadas, foi obtida quando a concentracdo do TDZ foi entre 2,43uM e
3uUM.

De acordo com MURTHY et al. (1998) os calos de uma forma geral induzidos
em baixas concentracdes de TDZ, geralmente tendem a promover a formacéo de calos
mais compactos em relacdo as outras citocininas. Coadunando com que ocorreu neste
trabalho, na menor concentracdo utilizada de TDZ, 2uM, tratamento EU11 os calos
formados obtiveram textura semicompacta.

Figura 12. Foto do calo de textura semicompacta, obtido a partir de explante de
segmento caulinar de Eucalyptus urophylla, formado no tratamento EU11l (2uM de
TDZ).

SANTOS et al. (2002) trabalhando com curaua (Ananas comosus var.
erectifolius L. B. Smith) usando meio MS suplementado com TDZ (1,13uM e 2,27uM)
revelou-se um potente indutor da calogénese in vitro.

O TDZ ¢é conhecido por induzir efeitos em varias espécies vegetais,
particularmente em plantas lenhosas, dependendo da concentragdo usada (BARRUETO
CID et al., 1997; LU, 1993). Em experimentos conduzidos por BARRUETO CID et al.
(1999) com explantes foliares de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, foram
usados somente TDZ na concentragdo de 2uM em meio SP, a inducdo de calos foi de
100% e estes apresentaram-se compactos.

Comparando com o tratamento EU11 que continha a mesma concentragdo de
TDZ, 2uM, os calos formados apresentaram textura semicompacta, ressaltando que
quando a concentracdo de TDZ foi aumentada para de 2,43uM, como no tratamento
EU12, foi observada textura friavel nos calos (Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Fotos dos calos de textura friavel, obtido a partir de explantes de segmentos
caulinares de Eucalyptus urophylla, formados no tratamento EU12(2,43 uM de TDZ).
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Figura 14. Tipo de textura apresentado pelos calos, obtidos a partir de explantes de
segmentos caulinares de Eucalyptus urophylla, cultivados em diferentes tratamentos
utilizando TDZ de forma isolada.

4.1.3 AlA e TDZ (Tiadzuron)

Dentre os tratamentos testados de forma combinada (auxina + citocinina)
utilizou-se AIA + TDZ nos seguintes tratamentos: EUL1 (10uM AIA + 2uM TDZ), EU2
(15uM AIA + 2uM TDZ), EU7 (20uM AIA + 2uM TDZ), EU8 (25uM AIA + 2uM
TDZ), EU9 (20uM AIA + 3uM TDZ) e EU10 (25uM AIA + 3uM TDZ).

Houve uma variabilidade em relagdo a textura apresentada pelos calos cultivados
nestes seis tratamentos estudados. Nos tratamentos EU1l, EU7 e EUS8 os calos
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apresentaram-se semicompactos, sendo que nestes trés tratamentos foram mantidas as
concentragcdes de TDZ (2uM) e alterando apenas as concentragdes de AIA (10uM,
20uM e 25uM, respectivamente).

No entanto, no tratamento EU2, no qual utilizou-se a mesma concentragdo de
TDZ (2uM), mais a concentracdo intermediaria de AIA (15uM), foi observada uma
textura semifriavel,nos calos formados (Figura 15).

As citocininas participam na regulacdo de muitos processos nas plantas,
induzindo a diviséo celular em calos na presenca de auxina, promovendo a formagéo de
gemas ou raizes a partir de calos em cultura, entre outros (TAIZ & ZEIGER, 2004).

LEDO et al. (2005) induziram a formagédo de calos, em segmentos caulinares e
nodais de plantulas de mangabeira, em meio de cultura MS suplementado com 5,71pM
de AlA e 2,22uM; 4,44uM ou 8,88uM de BAP, obtendo calos friaveis.

J& nos tratamentos EU9 e EU10 os calos foram friaveis, utilizando as mesmas
concentragdes de auxinas (20uM e 25uM, respectivamente) dos tratamentos que foram
semicompactos (EUL, EU7 e EUS8), porém aumentando a concentracdo da citocinina
(TDZ) para 3uM com calos friaveis. Pode-se supor que, sendo o TDZ um potente
indutor da calogénese in vitro, este teve efeito nestes dois tratamentos (Figura 16).

Contrastando com os resultados obtidos por LAMEIRA et al. (2002), que
obtiveram calos de textura friavel, quando cultivaram segmentos nodais de plantulas de
jaborandi (Pilocarpus microphyllus) em meio de cultura MS contendo 1,14uM AIA +
2,32uM cinetina.

Figura 15. Calos de textura semifriavel EU2 (15uM de AIA + 2 de TDZ)
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Figura 16. Tipo de textura apresentado pelos calos, obtidos a partir de explantes de
segmentos caulinares de Eucalyptus urophylla, cultivados em diferentes tratamentos
utilizando AlA e TDZ de forma combinada.

4.1.4 ANA (4cido a-naftalenoacético) e TDZ (Tiadzuron)

Os tratamentos testados com ANA + TDZ foram EU5 (12uM ANA + 2uM
TDZ) e EU6 (16 uM ANA + 2uM TDZ).

Os calos obtidos no tratamento EUS apresentaram textura semicompacta. Ja com
os calos formados no tratamento EU6 (16 pM) tinham a textura semifriavel. Como
nesses dois tratamentos manteve-se a mesma concentracdo de TDZ (2uM), pode-se
concluir que as concentragdes de ANA se sobrepuseram em relacéo a textura de ambos
0s tratamentos.

ALVES et al. (2004) utilizaram como reguladores de crescimento ANA + TDZ,
para a indugdo de calos em explantes foliares de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis. Esses autores obtiveram calos compactos quando ao meio de cultura foram
adicionadas as seguintes concentragfes: T1-2,27uM TDZ + 2,69uM ANA; T2- 2,27uM
TDZ + 0,54uM ANA,; T3-0,23uM TDZ + 0,054puM ANA e T4- 4,54uM TDZ + 0,54uM
ANA no clone 2. A relagdo de auxina/citocinina no trabalho citado néo foi favoravel ao
desenvolvimento de calos friaveis, no qual manteve uma alta relacdo citocinina/auxina
na maioria dos tratamentos, contrastando com a relagéo utilizada no presente trabalho
nos dois tratamentos EU5 (12uM ANA + 2uM TDZ) e EU6 (16 uM ANA + 2uM
TDZ) que teve relagdo inversa, obtendo-se no tratamento EU6, calos semifriaveis
tendendo a fridveis (Figuras 17, 18 e 19).
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CARVALHO (2007) em experimento realizado com explantes caulinares do
hibrido Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis inoculados em meio MS
suplementado com os reguladores de crescimento TDZ + Picloram, nas concentragdes
4,54uM de TDZ + 4,14uM de Picloram e 4,54uM de TDZ + 20,7uM de Picloram, o0s
calos apresentaram textura semifriavel. No presente trabalho, observou-se a mesma
textura nos dois tratamentos apesar da diferenga na relagdo auxina/citocinina. No
tratamento EU6 (16 pM ANA + 2uM TDZ) utilizando uma alta relagdo
auxina/citocinina, obteve-se calos com textura semifriavel, diferentemente do
tratamento EUS (12uM ANA + 2uM TDZ), que mesmo mantendo esta alta relagdo, os
calos apresentaram textura semicompacta.

REY & MROGINSKI (1996), trabalhando com Aeschynomene spp. observou
que nos tratamentos contendo ANA e BAP, os explantes apresentaram comportamentos
diferenciados como enrugamento da folha, formacéo de raiz diretamente do explante,
calos compactos e com raiz e coloragdo variando entre o branco, marrom e acinzentado.

Figura 17. Calos com textura semicompacta, EU 5 (12uM ANA + 2uM de TDZ)

Figura 18. Foto dos calos com textura semifriavel, obtido a partir de explantes de
segmento caulinar de Eucalyptus urophylla, formado no tratamento EU 6 (16 uM ANA
+2uM TDZ).
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Figura 19. Tipo de textura apresentado pelos calos, obtidos a partir de explantes de
segmentos caulinares de Eucalyptus urophylla, cultivados em diferentes tratamentos
utilizando ANA e TDZ de forma combinada.

4.1.5 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) e TDZ (Tiadzuron)

Foram testados dois tratamentos com os reguladores de crescimento 2,4-D e
TDZ de forma combinada, EU3 (20uM 2,4-D + 2uM TDZ) e EU4 (30uM 2,4-D + 2uM
TDZ).

As combinacdes propostas para 2,4-D e TDZ (auxina + citocinina), nestes dois
tratamentos, foram mantidas em alta relacdo auxina/citocinina. Entretanto, o Unico
tratamento no qual ndo foi observada a formagéo de calos, dentre os 21 tratamentos
estudados, foi o0 EU4, contendo 30uM de 2,4-D + 2uM de TDZ. Ja no tratamento EU3
foi obtida a producgéo de calos de textura semicompacta. Pode-se observar que a auxina
utilizada, 2,4-D na concentracdo 30uM, em combinagédo com 2uM TDZ em Eucalyptus
urophylla teve um efeito inibitorio para formagdo de calo. Entretanto, JAMAL (1985)
trabalhando com Eucalyptus tereticornis obteve calos fridveis quando utilizou meio de
cultura suplementado com 2,27uM de 2,4-D + 2,22uM de BAP (Figura 20).

Entretanto, ALBARRAN et al. (1997) cultivaram segmentos foliares de mogno
em meio de cultura de MS contendo a metade da concentracéo de sais, e como resultado
obtiveram maior resposta para a formacdo de calos fridveis na presenca de tidiazuron
(TDZ 0,9 uM) e de &cido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-D 22,6 pM).

Quando BARRUETO CID et al. (1994) utilizaram no meio de cultura MS o
regulador de crescimento 2,4-D na concentracdo 4,53uM, obtiveram calos fridveis em
alho (Allium sativum L., cv. Chonan), usando concentragcdo quatro vezes menor, que a
empregada no presente trabalho. Contudo com a mesma concentragéo de 2,4-D 4,53uM
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+ 0,56 pM de BA utilizando segmentos foliares de Gypsophila paniculata inoculados
em meio MS, SALMAN (2002) obteve também a friabilidade dos calos.

Apesar do 2,4-D ser a auxina mais freqlientemente usada na inducdo de
calogénese, neste trabalho, as concentragbes usadas desta auxina combinadas com o
TDZ apresentaram respostas ndo satisfatorias.
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Figura 20. Tipo de textura apresentado pelos calos, obtidos a partir de explantes de

segmentos caulinares de Eucalyptus urophylla, cultivados em diferentes tratamentos
utilizando 2,4-D e TDZ de forma combinada.

4.2 Teste de Wiesner realizado com amostra do meio de cultura de células de
Eucalyptus urophylla
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Com a realizagdo do teste de Wiesner foi constatada a presencga de substancias
fendlicas (lignina extracelular) em todos os tratamentos realizados (URO1, URO?2,
URO3 e URO4) em meio de suspensdo celular de Eucalyptus urophylla (Figura 21).

Figura 21. Teste Wiesner dos tratamentos URO1, URO2, URO3 e URO4

4.3 Quantificacdo da lignina no Ultravioleta

Os dados experimentais apresentaram-se distribuidos segundo o teste de
Lilliefor, ao nivel de significancia de 5% para teor de lignina da parede das células e
para lignina extracelular do meio de suspensdo de Eucalyptus urophylla, e a média
contrastadas pelo teste de Tukey, ao mesmo nivel de significancia (Tabelas 16 e 17,
Anexo I;Tabelas 18 e 19 Anexo II).
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4.3.1 Quantificacdo da lignina da parede das células de suspensdo de Eucalyptus
urophylla

A quantificacéo da lignina foi realizada pelo método BRUCE & WEST (1989)
da parede das células de Eucalyptus urophylla produzidas em suspensdo celular em
meio MS modificado com a adicdo de elicitores, sendo realizados quatro tratamentos
(URO1c, URO2c, URO3c e URO4c) de acordo com a Tabela 8.

Através da curva de calibracdo: C = (Abs - 0,130143)/ 0,001589, foram
determinadas as concentrac@es da lignina da parede das células de Eucalyptus urophylla
pela absorbancia na faixa de 280nm.

Tabela 8. Nomenclatura dos tratamentos com eliciadores para células no meio de
suspensdo celular de Eucalyptus urophylla.

Tratamentos Eliciadores
UROl1c MS modificado + AJ
URO2c MS modificado + ANA(4cido a-naftaleno)
URO3c MS modificado + Sacarose
URO4c MS modificado puro (controle)

Nota: MS: meio de cultura Murashige & Skoog modificado, 1962; AJ: &cido jasmoénico e ANA: &acido o-
naftalenoacético

De acordo com a anélise estatistica pelo teste Tukey as concentragdes de lignina
na parede das células em suspensdo de Eucalyptus urophylla foram estatisticamente
diferentes entre si conforme tabela 9.

Tabela 9. Comparac@es através do Teste Tukey a nivel de 5% de significAncia das
medias dos teores de lignina da parece da células em suspensdo de Eucalyptus
urophylla.

Tratamento Repeticoes Médias

URO3c 3 361,9833a
URO2c 3 303,2467b
URO1c 3 282,9000c
URO4c 3 235,4867d

Pode-se observar que todos os tratamentos utilizados com os reguladores de
crescimento, acido jasmonico (URO1c), ANA (URO2c) e com a sacarose (URO3c)
tiveram
um aumento no teor de lignina em relagdo ao controle.

O tratamento URO3c teve um aumento na ordem de 53%, foi o que utilizou a
sacarose como elicitor na quantidade 3% (p/v) em meio MS. A sacarose foi um bom
indutor de lignina na parede das células.

Corroborando com este resultado, NOSE et al. (1995) analisou o efeito da
transferéncia de culturas de células em suspenséo de Pinus taeda para uma solugdo de
8% (p/v) de sacarose resultando em uma significativa alteracdo na parede celular e no
metabolismo da célula.
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A sacarose é a fonte de carboidrato mais utilizada em meio de cultura de uma
maneira geral, podendo também ser utilizados outros mono e dissacarideos. A
concentragdo mais utilizada em meio de cultura de tecidos é 3% (p/v) sendo suficientes
para os processos de iniciacao e diferenciagdo (GUERRA et al., 2001).

Ocorrendo exatamente a mesma constatagcdo do autor acima para a lignificacéo
da parede das células em suspensdo de Eucalyptus urophylla, com a mesma
concentracdo habitualmente usada teve-se a concentracdo mais elevada de lignina na
parede das células em suspenséo.

Nos tratamentos que foram utilizados reguladores de crescimento (&cido
jasmdnico e ANA) tiveram um acréscimo em relacdo ao controle (URO4c). Porém
menor do que quando utilizada a sacarose, como podemos observar na Figura 22. No
tratamento URO2c (MS + ANA) o teor de lignina teve um aumento de 28% em relagdo
ao controle.
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Figura 22. Teor de lignina na parede das celulas em suspensdo de Eucalyptus
urophylla.

O tratamento URO1c (MS + &cido jasménico) teve um aumento de 20% no teor
de lignina em relacdo ao controle e foi o que menos induziu a formagéo de lignina dos
trés tratamentos que utilizaram elicitores, exceto o controle. O &cido jasmoénico atua
ativando genes para producdo da PAL (que participa do caminho biossintético da
lignificacdo) que catalisa substancias especiais (KAVALIER, 2000).

Quando FURDEN et al. (2005) trabalhando com Linum album utilizou como
elicitor o jasmonato de metila (200mM) em cultura de células em suspensdo, a
fenilalanina amonialiase aumentou atividade imediatamente depois da adi¢do desse
regulador, alcangando um méximo entre 4 h e 24 h depois da elicitagcdo, enquanto a
atividade CAD enzima presente na etapa final do caminho biossintético da lignina e o
conteudo de lignina das células ndo foram afetados.
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4.3.2 Quantificacdo da lignina extracelular do meio em suspensdo de Eucalyptus
urophylla

Com o meio liquido da suspensdo celular, onde foram produzidas as células de
Eucalyptus urophylla em meio MS modificado, com a adi¢do de elicitores. Foram
realizados quatro tratamentos (URO1le, URO2le, URO3le e URO4le) de acordo com a
Tabela 10. Com quantificacdo na faixa de 280 nm por espectroscopia em UV do
material solivel de acordo com NOSE et al. (1995).

Tabela 10. Nomenclatura utilizada nos tratamentos para a indugdo de ligninas
extracelulares encontrados no liquido da suspenséo celular.

Tratamentos Eliciadores
UROlle MS modificado + AJ
URO2le MS modificado + ANA
URO3le MS modificado + Sacarose
URO4le MS modificado puro (controle)

Nota: MS: meio de cultura Murashige & Skoog modificado, 1962; AJ: &cido jasménico e ANA: &acido o-
naftalenoacético.

A curva de calibragdo gerou uma equagédo: C = (Abs — 0,048378)/ 0 001779,
através desta equacdo foram determinadas as concentragBes da lignina extracelular no
meio em suspenséo de Eucalyptus urophylla pelas absorbancias.

Com a anilise estatistica pelo teste Tukey as concentracdes das ligninas
extracelulares no meio em suspensédo de Eucalyptus urophylla foram estatisticamente
diferentes entre si conforme Tabela 11.

Tabela 11. Comparag@es através do Teste Tukey a nivel de 5% de significancia das
medias dos teores das ligninas extracelulares do meio de suspensdo de Eucalyptus
urophylla.

Tratamento Repeticoes Médias

URQO3le 3 108,8333a
URO2le 3 89,5567b
UROlle 3 78,2967c
URO4le 3 69,6767d

Da mesma forma que ocorreu na parede das células em suspensdo de Eucalyptus
urophylla, com o teor de lignina, aconteceu com as ligninas extracelulares, todos 0s
tratamentos que tiveram eliciadores (URO1le, URO2le e URO3Ie) teve um aumento no
teor das ligninas extracelulares em relacdo ao controle URO4le, como podemos
observar na Tabela 11, todos foram estatisticamente diferentes entre si pelo teste Tukey
a nivel de 5% de significancia.

O tratamento URO3le (MS + sacarose) foi o0 que apresentou o maior teor de
lignina extracelular no meio de suspensdo confirmando que a sacarose € um bom

54



indutor tanto de lignina na parede das células em suspensdo, quanto da lignina
extracelular no meio de suspenséo.

LESNEY (1989), MESSNER & BOLL (1994) e NOSE et al. (1995) relatam que
a formacdo da lignina extracelular tem sido reportada em cultura de células em
suspensdo de algumas espécies de conifera, particularmente quando utiliza-se elicitores
com altas concentra¢des de sacarose.

Comprovando a importancia da sacarose para a inducdo da lignina extracelular
quanto poliligndis extracelulares em culturas em suspensdo em gimnosperma e
angiospermas.

No tratamento URO2le (MS + ANA) teve um aumento de 28% de ligninas
extracelulares no meio em suspenséo de Eucalyptus urophylla. A auxina sintética ANA
também elicitou a formacédo das ligninas extracelulares de forma superior que o outro
regulador de crescimento acido jasmoénico (URO1pe) utilizado.

Segundo PETERSEN (2006) algumas auxinas como o 4&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) inibem a producdo de metabolitos em uma grande
quantidade de casos onde a eliminacdo deste ou a mudanga por outros como acido a-
naftalenoacético (ANA) ou 4&cido indol acético (AIA) mostram a possibilidade do
aumento de substancias como antocianinas, ligninas e outras em suspensoes celulares.
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4.3.3 A inter-relacdo do teor de lignina da parede das células em suspensdo com as
ligninas extracelulares do meio de suspensdo de Eucalyptus urophylla

Como pode-se observar, o teor de lignina das parede das células e o teor de
lignina extracelular presente no meio em suspensédo nos tratamentos (URO1, URO?2,
URO3 e URO4) apresentaram uma correlacdo positiva dos elicitores (&cido jasménico,
acido a-naftalenoacético, sacarose e controle) sendo a sacarose 0 maior teor tanto de
lignina da parede, como das ligninas extracelulares (Figura 23).
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4.4 Andlises de Ressonéncia Magnética Nuclear

A espectroscopia de RMN de H e *C é capaz de fornecer informagdes
detalhadas a cerca dos componentes majoritarios presentes em diferentes regides
especificas, assim como sua dindmica molecular (SILVA, 2005).

4.4.1 RMN "C dos DHPs

Os DHPs (polimero por desidrogenacdo oxidativa) produzidos foram obtidos
reproduzindo 0os mesmo tratamentos utilizados na suspensdo celular, para inducéo de
lignina extracelular em meio de suspenséo com células de Eucalyptus urophylla.

Dentre os tratamentos realizados (Tabela 12) houve formagdo da DHPs nos
seguintes tratamentos: DHP1c (Figura 24)., DHP2c e DHP4c, que utilizaram como um
dos precursores o alcool coniferilico e a DHP2s com o &lcool sinapilico.
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Né&o foi identificado os DHPs nos tratamentos com sacarose utilizando ambos
precursores (&lcool coniferilico e sinapilico) (Figuras 55 a 57 no Anexo VI), sendo
observado que trabalhando com o precursor alcool sinapilico existe uma dificuldade ja
relatada em alguns trabalhos (HIGUCHI, 1997) para formagdo do DHP. Foi obtido
sucesso com o DHP2s que utilizou como colchdo o meio MS suplementado com a
auxina (ANA).

Tabela 12. Tratamentos realizados sintese de DHPs.

Tratamentos Colchéao Precursores

DHP1c MS + AJ Alcool coniferilico + H,0, + Peroxidase
DHP2c MS + ANA Alcool coniferilico + H,0, + Peroxidase
DHP3c MS + Sacarose Alcool coniferilico + H,0, + Peroxidase
DHP4c MS Puro Alcool coniferilico + H,0, + Peroxidase
DHP1s MS + AJ Alcool sinapilico + H,O, + Peroxidase
DHP2s MS + ANA Alcool sinapilico + H,0, + Peroxidase
DHP3s MS + Sacarose Alcool sinapilico + H,O, + Peroxidase
DHP4s MS Puro Alcool sinapilico + H,0, + Peroxidase

Nota: MS: meio de cultura Murashige & Skoog modificado, 1962; AJ: acido jasmoénico; ANA: é&cido a-
naftalenoacético e H,0O,: Perdxido de hidrogénio.

Os sinais do espectro da RMN **C do DHP2c em relacéo a RMN “*C da DHP4c
foram mais acentuados em relacdo a maioria do sinais quando o colchdo com meio MS
foi suplementado com a auxina ANA e administrados 0os mesmo precursores conforme
Tabela 13 apresentaram com maior intensidade. Pode-se citar como exemplo os sinais
110 ppm (C-2) (anel guaiacilico), 55ppm (metoxila do anel do guaiacilico) (Figuras 25
e 26, respectivamente).

Em relagdo a DHP1c pode observar a presenca de sinais semelhantes a DHP4c,
com intensidades parecidas como o pico 55,92ppm (C-p de B-5/ Metoxila aromética em
G) e 20,75ppm do carbono metilico (grupo CH3 de grupos acetilicos) (Figura 27).

A atuacéo do regulador de crescimento ANA (auxina) foi superior em relacdo ao
acido jasmonico na formacéo do DHP. Ressaltando que o Unico DHP formado com um
dos precursores (&lcool sinapilico) foi também com a auxina ANA a DHP2s.

Todos os DHPs formados tiveram a presenca marcante da ligacdo B-O-4 em
decorréncia dos sinais: 144,35ppm - C4 em unidade G de $-O-4; 134,26ppm — C1 de B-
0O-4; 85,61ppm- C B em B-O-4 em unidade G, 71,82ppm — C o de $-O-4 e 65,17ppm-
B-O-4 com carbonila em a. A ligacdo de B-O-4 é a subestrutura mais abundante e
importante da lignina, assim como nos DHPs. Para elucidar a propriedade e reatividade
deste polimero, modelos com ligagbes B-O-4, sdo freqlientemente usado. Estas pequenas
combinacdes de modelo sdo bastante simples e é facil caracterizar, porém, ndo
reproduzem perfeitamente o polimero da lignina (KISHIMOTO et al., 2006).
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Figura 24. DHPc1 em meio reacional por polimerizacéo continua controlada.

58



Tabela 13. Sinais da RMN *3C do controle da DHP do alcool coniferilico.

Deslocamento quimico (ppm) Deslocamento quimico (LIN & DENCE, 1992)

170,76 - 168,30 Carbonila ester alifatico/Carbono 171 — Carbonila ester alifatico/Carbono

Primario/Hidroxila aromatica
150,82 - C3 em unidade G

148,09 - C-4 em unidade G

144,35 - C-4 em unidade G de B-O-4
134,26 — 132,26 — C1 de B-O-4
130,58 — C-a do alcool cinamilico

127,91 - 127,55 - C-a e C-p de ARCH=CH-CH,OH

121,31 -121,16 - C-1 em H benzoato

119,7 - 120,31 C-6 em unidade G/e/ne

115,27 - 115,33 C-5 em unidade G /e/ne
110,44 — C-2 em unidade G-G

88,2-Ca emf-5

88,21 - 85,61 - C a em -5

80,27- C-B e C-a em unidades -O-4/a-4
71,82 - C-y em unidade -

65,17 - C y de B-5/ B-O-4 com carbonila em o
65,17 - C y de B -5/ B-O-4 com carbonila em o
65-17- C y de &lcool coniferilico acetilado em y
54,15-C B em B-5

55,90 — Metoxila aroméaticaem Geem S

30,0 — Residuo alifatico

20,99 — Grupo CHg; de grupos acetilicos

20,75 - Grupo CHs; de grupos acetilicos

Primario/Hidroxila aromatica

149,1- C3 em unidade G

147,4 — C-4 em unidade G

145,3 - C-4 em unidade G de B-O-4

135,3 - C1 de B-O-4

130,86 — C-a do alcool cinamilico

127,91 - C-a e C-B de ARCH=CH-CH,0OH
121,31 C-1 em H benzoato

120,31 C-6 em unidade G/e/ne

115,33 C-5 em unidade G /e/ne

110,9 — C-2 em unidade G-G

87,2—-C-aemf -5

88 - C-a. em B-5Nimz

80,27- C-B e C-a em unidades -O-4/a-4
71,82 - C-y em unidade -

63- C vy de B-5/ B-O-4 com carbonila em o
66,10- C vy de B-5/ B-O-4 com carbonila em o
65,6 - C y de alcool coniferilico acetilado em y
55-CpBemp-5

55,7-55,90 — Metoxila aromaticaem G e em S

20 - Grupo CH3 de grupos acetilicos
20 - Grupo CH3; de grupos acetilicos

Nota: e-eterificado, ne ndo eterificado
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Figura 25. Espectro de RMN **C da DHP2c.
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4.4.2 RMN H dos DHPs

Foi realizada também a analise da RMN H para os DHPs de todos 0s tratamentos
(Tabela 14). Sendo a polimerizagdo desidrogenativa sintética uma simplificacdo dos
processos de lignificagdo, esta constitui uma ferramenta Unica para elucidar o modelo
estrutural da lignina e estudar os possiveis caminhos quimicos seguidos durante a
biossintese da lignina (RALPH et al., 1992; HIGUCHI, 1980) (Figuras 50 a 54, Anexo V).

O DHP4c (controle que tem um dos precursores o alcool coniferilico) teve seus
sinais mais importantes 69,71ppm (Hidrogénio aromaticos), 4,72ppm (Hidrogénio em
posicdo beta de estruturas p-O-4) e 3,85ppm — 3,92ppm (Hidrogénio metoxilicos) (Figura
28).

Na formagdo do DHP2c (Colchdo MS + ANA e precursores conforme Tabela 12)
com colchdo enriquecido de auxina apresentou uma funcionalidade eficiente na formagéo
da DHPs, quando um dos precursores foi o alcool coniferilico ou alcool sinapilico.

Os sinais caracteristicos deste tratamento DHP2c foram: 6,89ppm (Hidrogénio
aromaticos), 6,15ppm (Hidrogénio alfa em estrutura p-O-4 / Hidrogénio alfa em estrutura
B-O-1), 5,50ppm (Hidrogénio em posicdo alfa em estrutura p-O-5), 4,73ppm (Hidrogénio
em posicdo beta de estruturas p-0-4) e 3,92ppm (Hidrogénio metoxilicos) (Figura 29).

O DHP1c (Colchdo MS + acido jasmonico e precursores conforme tabela 12) teve
seus sinais mais caracteristicos em 3,86ppm (Hidrogénio metoxilicos) e 6,90ppm
(Hidrogénios aromaéticos) (Figura 30). O DHP4s (controle que tem um dos precursores 0
alcool sinapilico), DHP1s e DHP3s ndo tiveram formacao.

O DHP2s teve os seus sinais caracteristico em 3,53ppm — 3,79ppm (Hidrogénio
metoxilicos) e 6,75ppm (Hidrogénio aromaticos) (Figura 31).
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Tabela 14. Sinais, atribuicdes e estruturas da RMN H.

DESLOCAMENTO DESLOCAMENTO ESTRUTURA
QuUIMICO QuUIiMICO
H (ppm) H (LIN & DENCE, 1992)
(ppm)
1-1,34 — H contaminante 1,26 - H contaminante -
2,03-2,12 — Acetato 2,01- Acetato Alifatico oL

Alifatico

2,31 — Acetato Aromatico

3,85 — 3,92 — Hidrogénio
metoxilicos

4,10 -4,38 - Hidrogénio de
Varias Estruturas

4,72 — Hidrogénio em
posicao beta de estruturas
B-O-4

5,50 — Hidrogénio em
posicao alfa em estrutura -
0-5

6,15 - Hidrogénio alfa em
estrutura 3-O-4 / Hidrogénio
alfa em estrutura -O-1

6,91 — Hidrogénio
Aromaticos

2,28 — Acetato Aromatico

3,81 — Hidrogénio
metoxilicos

4,27-4,30 - Hidrogénio de
Varias Estruturas

4,65 - Hidrogénio em
posicao beta de estruturas
B-O-4

5,49 - Hidrogénio em
posicao alfa em estrutura
B-O-5

6,06 - Hidrogénio alfa em
estrutura 3-O-4 /
Hidrogénio a em estrutura
B-O-1

6,93— Hidrogénio
Aromaticos

OH

OH
OCHg4

HO H
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443 RMN H dos DHPs dos subtratamentos dos filtrados da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla

Foram realizados para estes filtrados espectros de RMN H que ndo apresentou
claramente sinais caracteristicos de DHP. Alguns sinais tipicos de lignina podem ter sido
suprimidos em decorréncia da baixissima concentragdo de material fendlico na mistura
analisada (Figuras 58 a 68, Anexo VII).

4.4.4 RMN H da lignina extracelular dos filtrados da suspenséo celular de Eucalyptus
urophylla

Os resultados dos espectros dos tratamentos (URO1le, URO2le, URO3le e UROA4le)
do meio extracelular do filtrado, no quais, ndo foram realizados subtratamentos e sim
analisados depois da separagdo por filtracdo em milipore. Os espectros detectaram a
presenca de lignina extracelular (Figuras 32, 33, 34, 35 e 36).

Nos tratamentos realizados podemos observar alguns sinais caracteristicos de
lignina como: 6,23-7,30ppm (Hidrogénio alfa em estrutura p-O-4 / Hidrogénio alfa em
estrutura B-O-1); 3,74-3,83ppm (Hidrogénio metoxilicos) e 4,72ppm (Hidrogénio em
posicao beta de estruturas -O-4).

4.4.5 RMN *C dos DHPs da lignina extracelular dos filtrados da suspenséo celular de
Eucalyptus urophylla

As amostras dos tratamentos dos filtrados da suspenséo celular ndo foram suficiente
para confirmar a presenca de lignina extracelular através da RMN **C, porém foram
analisadas e confirmadas através do teste Wiesner, UV e RMN H (Figuras 69 a 72, Anexo
VII).

Figura 32. a) Células em suspensdo de Eucalyptus urophylla
b) Visdo da lignina extracelular no meio em suspenséo
c) Névoa formada pela lignina extracelular com Erlenmeyer em movimento
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4.5 Infravermelho dos DHPs dos subtratamentos dos filtrados da suspensao celular de
Eucalyptus urophylla

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) é uma técnica de inestimavel
importancia na analise organica qualitativa, sendo amplamente utilizada nas areas de
quimica de produtos naturais, sintese e transformac6es orgénicas (LOPES & FASCIO,
2004).

No infravermelho a analise das bandas caracteristicas de determinados grupos
funcionais de uma molécula fornece, através de um simples exame do espectro e consulta a
tabelas de dados, um conjunto valioso de informagdes sobre a estrutura da molécula. Esta
técnica baseia-se no fato de que as ligagdes quimicas das substancias possuem freqiiéncias
de vibragdo especificas, as quais correspondem a niveis de energia da molécula (chamados
nesse caso de niveis vibracionais) (BARBETTA & MAGINI, 2007).

Os tratamentos realizados em meio liquido da suspensdo celular de Eucalyptus
urophylla (URO1, URO2, URO3 E URO4), quando coletada as repeticGes, foram filtradas
em filtro milipore para a separacdo das duas partes, tendo a primeira parte as células em
suspensdo de Eucalyptus urophylla e a segunda parte o filtrado.

A partir destes filtrados, foram realizados subtratamentos para cada tratamento
(URO1, URO2, URO 3 e URO4). Estes subtratamentos foram realizados para analisar
quais 0s possiveis precursores que foram liberados no meio extracelular do caminho
biossintético da lignificacdo (Tabela 15) (Tabela 20, Anexo Il1).

Tabela 15. Nomenclatura utilizada nos subtratamentos do filtrado da suspensdo celular
para producdo dos DHPs.

Tratamentos Precursores

UROL1fh MS + H,0,

UROL1fhp (MS + H,0,) + (MS + Peroxidase)
URO1fp MS + Peroxidase

URO2fh MS + H,0,

URO2fhp (MS + H,0,) + (MS + Peroxidase)
URO2fp MS + Peroxidase

URO3fh MS + H,0,

URO3fhp (MS + H,0,) + (MS + Peroxidase)
URO3fp MS + Peroxidase

UROA4fh MS + H,0O;

UROA4fhp (MS + H,0,) + (MS + Peroxidase)
UROA4fp MS + Peroxidase

Nota: URO1 (MS + &cido jasmonico); URO2 (MS + ANA- 4cido a-naftalenoacético); URO3 (MS + Sacarose) e URO4
(MS).
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Os resultados da analise de IV dos subtratamentos do filtrados ndo tiveram a
presenca de alguns sinais caracteristicos da lignina, por exemplo, 1500 cm™ como pode-se
observar no tratamento URO1fp (Figura 37). Constatando desta forma que ndo houve
formacéo de DHP (Figuras 38 a 49, Anexo 1V).

Os filtrados da suspensao celular utilizados para formar os subtratamentos foram
elicitados com reguladores de crescimento + MS (&cido jasmodnico e ANA), sacarose + MS
e MS sem eliciador. As células de Eucalyptus urophylla produzidas liberaram substancias
para o0 meio celular que podem ter inibido a formacéo dos DHPs.

Os subtratamentos utilizados podem ter causado um efeito inibitério nas
concentragdes utilizadas ou foram insuficientes para producdo de DHPs (Tabela 14).

No subtratamento URO1fp pode-se observar a presenca de sinais 1655cm™, 1545
cm?, 1400cm™, 1227cm™ e 1066cm™, que ndo sdo caracteristicos da lignina ou DHP, que
s80 1505-1515cm™ representando a vibracéo do esqueleto aromatico, 1325-1330cm™ com a
atribuicdo da respiragdo do anel siringilico e 1266-1270cm™ com a atribuicdo da respiracéo
do anel guaiacilico de acordo com ABREU (1995).

UROL1fp

1066

0,20

Absorbancia

0,15

0,10 ' , : , : , : T . T . ,
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Comprimento de onda cm-1

Figura 37. Infravermelho do tratamento URO1fp do filtrado da suspensdo de Eucalyptus
urophylla.

No entanto, JOSELAU & RUEL (1997) conseguiram sintetizar trés DHPs in vitro
por polimerizagdo dos monolignois correspondente catalisada por uma solu¢do tampéo na
presenca de peroxido de hidrogénio e os lcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico, sendo
adicionado simultaneamente por 120 horas. Assim, um homopolimero de G (G-DHP), um
homopolimero de H (H-DHP), e um polimero misturado de GS (GS-DHP) foi obtido,
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respectivamente, da polimerizacdo de alcool coniferilico, alcool cumarilico e de uma
mistura dos alcoois coniferilico e sinapilico com predominio do alcool sinapilico. Neste
trabalho os autores ndo utilizaram como precursor a peroxidase.
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5. CONCLUSOES

- Os melhores protocolos formulados para a producdo de calos de textura fridvel de
Eucalyptus urophylla S. T. Blake foram suplementados com os reguladores de crescimento
AlA (EU20 e EU21), TDZ (EU12 e EU13) e AIA + TDZ (EU9 e EU10) na sua forma
isolada e conjugada;

- Os protocolos EU2 (AIA + TDZ), Eué (ANA + TDZ), EU14 (TDZ), EU15 (TDZ) e EU19
(AIA) apresentaram calos semifridveis;

- Os calos tiveram textura compacta foram os protocolos que foram suplementados com s
regulador de crescimento AIA na suas menores concentrages: EU16 (0,37 uM), EU17
(0,55 uM) e EU18 (1,1 uM);

- O protocolo EUL (AIA + TDZ) mesmo utilizando a mesma concentragdo de citocinina do
EU2 (AIA + TDZ), porém uma concentragdo menor de auxina induziu calos com textura
semicompacta;

- Situacgdo inversa dos protocolos EU7 e EU8 com textura semicompacta; quando nos
protocolos EU9 e EU 10 foi mantido as mesmas concentragfes de auxina, mas a
concentragdo de citocinina (TDZ) aumentou houve inducdo de calos fridveis.

- O Unico protocolo utilizando citocinina (TDZ) na sua menor concentragdo 2 UM (EU11)
teve textura semicompacta;

- Nos protocolos EU3 (2,4-D + TDZ) e EU5 (ANA + TDZ) tiveram calos compactos;

- O Unico protocolo que ndo induziu a formacgéo de calo foi 0 EU3 suplementados com 30
UM 2,4-D + 2 M TDZ;

- O meio de suspensdo celular de Eucalyptus urophylla S. T. Blake pelo teste Wiesner
confirmou a presenga de substancias fenoilicas;

- A sacarose (URO3c) foi a que mais induziu a lignificacdo na parede das células em
suspensao, obtendo 361,98ppm, 53% a mais de lignina do que o controle (UROA4c);

- Os reguladores de crescimento usados também como elicitores o0 ANA (URO2c) e o &cido
jasménico (URO1c) também aumentaram a taxa de lignificacdo da parede das células em
suspensdo, em 303,24ppm (28% a mias que o controle) e 282,9ppm (20% a mais que 0
controle) respectivamente;
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- O elicitor que mais induziu a célula a liberar precursores para a formagdo da lignina
extracelular foi a sacarose (URO3Ile) com 108,55ppm, senod 55% a mais do que o controle
URO4le);

- Os elicitores, acido jasmdnico e ANA (reguladores de crescimento) também elicitaram as
celulas a liberarem precursores para 0 meio em suspensdo para formacdo da lignina
extracelular, tendo o URO1lle 78,29ppm e o URO2le 89,55ppm, com uma taxa de
lignificacdo de 12% e 28%, respectivamente;

- As DHP1c, DHP2c e DHP4c foram sintetizadas com o precursor alcool coniferilico, H,0,
e peroxidase;

- A sacarose na formacdo das DHPs teve uma acdo inibitoria tanto quando o precursor foi o
alcool coniferilico, como quando foi o alcool sinapilico;

- A DHP2s foi a Unica sintetizada que teve como precursor o alcool sinapilico, H,O, e
peroxidase;

- Atraves das analises de IV e RMN H foi constatado que ndo houve formagdo de DHPs
dos subtratamentos do filtrado da suspenséo celular;

- As analises de RMN induziram a formagdo de lignina extracelular em todos os
tratamentos: URO1, URO2, URO3 e URO4; e

- Todos os elicitores utilizados tiveram uma resposta positiva em relacdo a taxa de
lignificacdo celular, quanto a indugdo da formacdo da lignina extracelular, inclusive o
controle.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento do mecanismo de formacdo da lignina ainda requer muitas
pesquisas de natureza tedrica e experimental. A ativacdo e desativacdo de enzimas do
caminho biossintético da lignina tem demonstrado através de varios estudos com sucesso,
que é possivel modelar a formacg&o da lignina de acordo com a sua finalidade. Pesquisas
com reguladores de crescimento em mudas de Eucalyptus spp. como demonstraram Pereira
(2005) e Monteiro (2005) pode ser uma linha para futuras pesquisas relacionando aumento
e diminuicé&o do teor da lignina.

Novas perspectivas com cultura de células de Eucalyptus urophylla S. T. Blake
surgem como uma maneira eficaz para o entendimento da biossintese da lignificac&o.
Através de novas visGes bioquimicas sobre a formagdo da lignina permitindo ajustar a
quantidade ligninica nas plantas como também modificar a arquitetura molecular e sua
deposicgéo nos diferentes locais da parede celular.

O completo entendimento das propriedades quimicas da parede celular, incluindo a
via de biossintese da lignina em niveis bioquimicos e moleculares, relacionado com a
espessura e resisténcia da parede, na determinacdo da composi¢cdo e teor de lignina,
contribui com potencial uso nos mais diversificados setores.

A utilizagdo da biotecnologia através da cultura de tecidos na produc¢éo de plantas in
vitro vem sendo desenvolvida h4 muitas décadas, com diversas aplicagdes tanto para o
estudo da biossintese de metabdlitos secundarios e melhoramento genético de plantas,
podendo também ser uma ferramenta biotecnoldgica que pode e deve interferir diretamente
em estudos comparativos para desenvolvimento de tecnologias para o uso florestal, através
da interacdo da fisiologia e bioquimica de hormdnios em plantas lenhosas in vitro para o
esclarecimento das diversas rotas envolvendo inclusive mecanismos no controle da planta.
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ANEXO 1. Tabelas dos teores de lignina da parede celular e extracelular

Tabela 16. Teores de lignina da parede celular de Eucalyptus urophylla.

Tratamentos Absorbéancia Teor de Lignina nas
Células em Suspensao

(ppm)
UROlc 0,594 291,92
URO1c 0,562 271,78
UROlc 0,583 285,00
URO2c 0,609 301,36
URO2c 0,612 303,25
URO2c 0,615 305,13
URO3c 0,714 367,44
URO3c 0,699 358,00
URO3c 0,703 360,51
URO4c 0,497 230,87
URO4c 0,513 240,94
URO4c 0,503 234,65

Tabela 17. Teores de lignina extracelular do meio em suspensdo de Eucalyptus urophylla.

Tratamentos Absorbéancia Teor de Lignina
Extracelular (ppm)
UROL1le 0,187 77,92
UROL1le 0,191 80,17
UROL1le 0,185 76,80
URO2le 0,200 85,29
URO2le 0,214 93,09
URO2le 0,209 90,29
URO3le 0,244 109,96
URO3le 0,239 107,15
URO3le 0,243 109,39
URO4le 0,174 70,61
URO4le 0,170 68,37
UROA4le 0,173 70,05
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ANEXO II. Anélises de Variancia

Tabela 18. Analise de Variancia do teor de lignina da parede celular

Fontes de Grau de Somade Quadrado Teste F Significancia Coeficiente

Variacdo Liberdade Quadrados  Médio de
Variagao
Tratamentos 3 24719.25  8239.751 208.538 0.00000 2.124
Residuo 8 316.0966  39.51207

Tabela 19. Anélise de Variancia do teor de lignina extracelular

Fontesde  Graude Somade Quadrado Teste F Significancia Coeficiente

Variacdo Liberdade Quadrados  Médio de

Variagao
Tratamentos 3 24719.25 8239.751 208.538 0.00000 2.124

Residuo 8 316.0966  39.51207
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ANEXO I11. Peso dos produtos formados do meio extracelular com H,O,, peroxidade e

H,0, + peroxidade

Tabela 20. Peso das DHPs dos filtrados

Tratamentos Peso das DHPs total filtrados
URO1 H,0, + Peroxidase 0,0997
URO1 H,0, 0,1289
UROL1 Peroxidase 0,1164
URO2 H,0, + Peroxidase 0,1614
URO2 H,0, 0,0854
URO2 Peroxidase 0,1237
UROS3 H,0, + Peroxidase 0,0961
URO3 H,0, 0,0849
URQO3 Peroxidase 0,0968
URO4 H,0, + Peroxidase 0,1039
URO4 H,0, 0,1856
URO4 Peroxidase 0,1023
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ANEXO V. Espectros do infravermelho dos filtrados da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla

UROL1fh
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Figura 38. Infravermelho do tratamento URO1fp do filtrado da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla.
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Figura 39. Infravermelho do tratamento URO1fph do filtrado da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla.
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Figura 40. Infravermelho do tratamento URO1 Peroxidase do filtrado da suspensdo celular
de Eucalyptus urophylla.
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Figura 41. Infravermelho do tratamento URO2fh do filtrado da suspenséo celular de
Eucalyptus urophylla.
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URO2fhp
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Figura 42. Infravermelho do tratamento URO2fhp do filtrado da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla.
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Figura 43. Infravermelho do tratamento URO2fp do filtrado da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla.
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Figura 44. Infravermelho do tratamento URO3fh filtrado da suspenséo celular de
Eucalyptus urophylla.
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Figura 45. Infravermelho do tratamento URO3fhp do filtrado da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla.
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Figura 46. Infravermelho do tratamento URO3fp do filtrado da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla.
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Figura 47. Infravermelho do tratamento UROA4fh do filtrado da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla.
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URO4thp
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Figura 48. Infravermelho do tratamento URO4fhp do filtrado da suspensé@o celular de
Eucalyptus urophylla.
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Figura 49. Infravermelho do tratamento URO4fp do filtrado da suspensdo celular de
Eucalyptus urophylla.
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ANEXO V. Ressonancia Magnética Nuclear do H das DHPs
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Figura 50. Espectro da RMN H da DHP3c.
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Figura 52. Espectro da RMN H da DHP2s.
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Figura 53. Espectro da RMN H da DHP3s.
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ANEXO VI. Ressonancia Magnética Nuclear do **C das DHPs
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Figura 55. Espectro da RMN *3C da DHP1c.
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Figura 56. Espectro da RMN *3C da DHP2c.
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Figura 57. Espectro da RMN *C da DHPA4c.
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ANEXO VII. Ressonancia Magnética Nuclear do H das DHPs dos subtratamentos dos filtrados da suspenséo celular
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Figura 58. Espectro da RMN H do URO1fh.

119



-
E T|URO 1 H202 +PEROXIDASE -
= | CPERADCOR DO R — MAURICIO
_ B -
T oy e
- W3 Ll
i 2 P
N
i
S
2

heber 19 1 C:\Bruker\TOPSPIN

(PROTON)

Heber

G el R S )
o P Rl e on o
i W Pa o
Rt ] @ g

« S R E

6 4 2 [ppm]

Figura 59. Espectro da RMN H do URO1fhp.
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Figura 60. Espectro da RMN H do URO1fp.
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Figura 61. Espectro da RMN H do URO2fh.

122



heber 13 1 C:\Bruker\TOPSPIN Heber

URC 2 H202 + [PERCXIDASE - (PROTON)

=
2
= 7 OPERADOR DO NMR - MAURICIO
P 3 o P 703 o o e 8 00y i L2 e e oy

o & ] o i o P @D v ©d v dmh “
) ] = { ) i ifs i i3 hebweelindg @ & &
™ oo @ o3 A fhe £ s inm o B s @

| P M R s “ o 4 R N R ok o
« _]
o

] |
o
° 1

Figura 62. Espectro da RMN H do URO2fhp.
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Figura 63. Espectro da RMN H do URO2p.
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Figura 64. Espectro da RMN H do URO3hp.
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Figura 65. Espectro da RMN H do URO3p.
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Figura 66. Espectro da RMN H do UROA4h.

127



heber € 1 C:\Bruker\TOPSPIN Heber
L ERE i ! R — R .
® |URO ¢4 H20Z + PEROXIDOSE - (PROTON)
= |OPERADOR DO MMR - MAURICIO
2 - |
foe €03 @ 1) s = : 7
% < 7 1 b 2 & g2 % &
[ W [ % b R R & P
o w2 1] [ ] b &) &
© B < wf ] o o E S R R i o
|
|
< - J ‘
i
|
.
1
|
‘v \
| 1 '
i |
i ! 1
i |
o
o~ | ﬂ H J | ‘\
| .
it )
i i h H
PV ,
Vol ! \ il
1 r‘” Y N i |
o | [ 4
I h / Voo
/1 A / (WA
Vi Wl
] / \‘ A p [ \
£y S\ M R
| | o I
W¢.«»Wuwﬁ'/ “‘WWMWWM.W,WWMM%WH“"‘JW“WW it Soriagaid LR P N \WM‘V""MMW\MM
= -
ﬁ’"iﬁf S SR R T = F*Tﬁ'iw R S S I T T T T o T
8 6 4 2 [ppm]

Figura 67. Espectro da RMN H do URO4hp.
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Figura 68. Espectro da RMN H do DEG4p.
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ANEXO VII11. Ressonancia Magnética Nuclear do *C
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Figura 69. Espectro da RMN **C do URO1 da lignina extracelular.
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Figura 70. Espectro da RMN **C do URO2 da lignina extracelular.
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Figura 71. Espectro da RMN **C do URO3 da lignina extracelular.
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Figura 72. Espectro da RMN **C do URO4 da lignina extracelular.

133



134



