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Sumario. Lignina é uma biomacromolécula indispensavel a diversos processos biolégicos das
plantas, dos quais o mais importante é conferir rigidez necessaria a manuten¢do da
verticalidade do caule e principalmente assegurar a existéncia de vias rdpidas de circulacdo da
dgua e minerais. Esta pesquisa foi realizada com plantas de Eucalyptus urophylla e os resultados
podem viabilizar outros estudos na area da biotecnologia. Nesta pesquisa foram aplicadas
diferentes concentracdes de reguladores de crescimento [dcido jasmoénico (1pM e 2 pM) e acido
2,4-diclorofenoxiacético (18,12 pM e 36,24 pM)]. O experimento foi factorial completo com
delineamento inteiramente casualizado. Os resultados mostraram que os tratamentos com o
acido jasmoénico na sua primeira concentragdo activou o processo de formacdo da lignina
enquanto a segunda concentracdo desactivou o processo de lignificagdo. No tratamento com
2,4-D (A1- 18,12 pM) o processo de lignificacdo contribuiu para reduzir a deposi¢ao de lignina,
enquanto (A2 - 36,24 pM) teve uma redugdo menor comparado com a testemunha. Os
tratamentos conjugados J1A1 (1pM de acido jasménico + e 18,12 uM de 2,4-D) e JIA2 (2pM de
4cido jasménico + e 36,24 pM de 2,4-D) apresentaram efeito sinergistico com predominio do
acido jasmonico, sobre a biossintese da lignina. Os resultados apontaram para modificacdo do
processo de lignificagdo assim como na constituigdo proteica e nas caracteristicas anatémicas.
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Tenor of Lignin in Seedlings of Eucalyptus urophylla S. T. Blake Treated with
Phytoregulators

Abstract. Lignin is an indispensable biomacromolecule for various biological processes in
plants. One of the most important lignin functions is to maintain the rigidity needed for the
verticality of the main stem and to ensure the water and mineral movement. This research was
carried out with seedlings of Eucalyptus urophylla and the results may facilitate further studies
in biotechnology. In this research were applied different concentrations of plant growth
regulators jasmonic acid (1 and 2 pM) and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (18.12 and 36.24
pM)]. The experiment was full factorial with a completely randomized design. The results
showed that the treatment with jasmonic acid in its first dosage enabled the process of lignin
formation and in a second dosage disabled the process of lignification. In the treatment with
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2,4-D (A1-18.12 p M) the process of lignification contributed to reduce the deposition of lignin,
while (A2 - 36.24 pM) had a smaller reduction compared with the standard. The combined
treatments J1A1 (1 pM jasmonic acid and 18.12 + p M 2,4-D) and J1A2 (2 p M jasmonic acid and
(36.24 + p M 2,4-D) showed synergistic effect with a predominance of jasmonic acid on lignin
formation. The results pointed out for change in the lignification process as well as protein and
anatomical features.
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Teneur en Lignine de Plantes de Eucalyptus urophylla S. T. Blake Traitées avec des
Phytorelulateurs

Résumé. La lignine est une biomacromolécule indispensable a divers processus biologiques des
végétaux, dont le plus important est de conférer de la rigidité nécessaire au maintien de la
verticalité de la tige principale et d'assurer l'existence des voies rapides de circulation de I'eau
et de minéraux. Cette recherche a été réalisée avec des jeunes plantes de Eucalytpus urophylla et
les résultats peuvent viabiliser d'autres études dans le domaine de biotechnologie. Dans cette
étude, différentes concentrations de régulateurs de croissance ont été appliquées [acide
jasmonique ((1pM et 2 puM) et acide 2,4-diclorephenoxiacétique (18,12 pM et 36,24 pM)]. Le
dispositif expérimental a été le factoriel complet avec un design complétement aléatoire. Les
résultats ont montré que les traitements avec l'acide jasmonique dans sa premiere concentration
ont activé le processus de formation de la lignine pendant que la deuxiéme concentration a
désactivé ce processus. Dans le traitement avec 1'acide 2,4-D (Al- 18,12 pM), le processus de
lignification a contribué pour la réduction du dépét de lignine, alors que (A2 - 36,24 pM) a eu
une réduction plus petite lorsque comparée avec le témoin. Les traitements combinés J1A1
(1pM d'acide jasmonique et 18,12 pM de 2,4-D) e JIA2 (2uM d'acide jasmonique et 36,24 pM de
2,4-D) ont présenté un effet synergique avec une prédominance de l'acide jasmonique sur la
biosynthese de la lignine. Les résultats indiquent une modification du processus de lignification
ainsi que de la constitution des protéines et des caractéristiques anatomiques.

Mots clés: Acide 2,4-diclorephenoxiacétique; acide jasmonique; lignification

Introdugdo celular (LEWIS e SARKANEN, 199§;
WHETTEN et al., 1998). A lignificagdo é
A lignificacdo € um processo um processo que abrange a biossintese

bioquimico que em primeiro estidio € de monolignoéis, seu transporte e

altamente  mediado por enzimas
intrinsecas a formagdo dos precursores
no compartimento citoplasmatico. O
segundo estadio de formacao da lignina
ocorre na parede celular e caracteriza-se
pela reaccao de oxidacdo desidrogena-
tiva dos monoligndis disponiveis.
Enzimas oxi-redutoras tais como
peroxidases e isoenzimas corresponden-
tes atuam na parede celular formando
um complexo coordenado com perdxido
de hidrogénio. A Lacase entre outras
oxidases também promove oxidacao
desidrogenativa dos lignéis na parede

polimerizagdo na parede celular.

A sua arquitectura molecular difere
segundo a origem botédnica dos téxons,
entre células e até mesmo dentro da
parede celular, respondendo aos efeitos
abidticos e bidticos do ambiente
(LARROQUE e PLANCHON, 1990;
KITAYAMA et al., 2004). As plantas detém
mecanismos coordenados de deposicao
da lignina, assim sua sintese obedece aos
conceitos da topoquimica onde o tempo e
local de posicdo pode ser enddgena e
exogenamente afectado.

Os vegetais produzem moléculas
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sinalizadoras, conhecidas como
hormoénios, e sdo responsdveis por
efeitos marcantes no desenvolvimento
em concentracdes bastante pequenas. Até
ha pouco tempo, acreditava-se que o
desenvolvimento vegetal era regulado
por apenas cinco horménios: auxinas,
giberelinas, citocininas, etileno e acido
abscisico. Entretanto, evidéncias atuais
indicam a existéncia de outros
horménios vegetais incluindo 4acido
jasmoénico,  brassinosteréides,  &cido
salicilico, glicoxilanas e polipeptidios
sistemina. O numero e os tipos de
hormonios, além dos agentes
sinalizadores homoélogos, continuam
aumentando (TAIZ e ZEIGER, 2004).

O 4cido jasmoénico, por exemplo,
estimula o crescimento celular e
promove mudangas genéticas que
alteram a formagdo do xilema. Os
jasmonatos sdo derivados pelo &cido
jasmoénico e seus-ésteres metil. Eles
inibem muitos processos vegetais como
crescimento e germinacdo de sementes, e
também promovem senescéncia,
abscisdo, formacdo de tubérculo,
amadurecimento de fruto, formacio de
pigmento e enrolamento de gavinha. Um
importante papel na activagio de
enzimas associado ao sistema de
lignificagdo das plantas (DAVIES, 1995).

As auxinas exercem papéis criticos
nas respostas de crescimento, principal-
mente durante desenvolvimento da
planta. Ao nivel celular, a auxina age
como um sinal para divisdo, expansao, e
diferenciacdo ao longo do ciclo de vida
da planta. Tem um papel importante na
formacao da raiz, dominancia apical e
senescéncia (GODA et al., 2004).

Na realidade, a busca de sistemas
activadores da lignificacdo pode ser
alcancada com a aplicacdo simples e
conjugada de reguladores de crescimento

que tém efeito sobre xilogénese.

A fenilalanina, pela ac¢do da enzima
fenilalanina amonialiase (PAL), perde
uma molécula de amonia, originando o
4cido cinamico, que é um dos precurso-
res da lignina na via biossintética. A
regulacdo dessa enzima é um factor
critico na producdo dos metabdlitos da
via dos fenilpropandides. Nas plantas, a
actividade da PAL estd sob controle de
véarios factores internos e externos, tais
como hormonios, niveis de nutrientes,
luz, infeccdo por fungos e lesdes
(RHODES, 1994).

Material e métodos

Neste experimento foram utilizadas
sementes certificadas de Eucalyptus
urophylla adquiridas do IPEF/SP. Foi
utilizado substrato (60% de composto
organico, 20% de argila, 10% de areia e
10% de vermiculita) preparado em um
Viveiro Florestal. Inicialmente foram
plantadas em tubetes com capacidade de
53cm3, com adubagbes e tratos
silviculturais para o crescimento de
plantas sadias. Depois de trés meses e
meio foram transferidas para citrus 3800
(tubete) com capacidade de 3,8L e
transferidos para Casa de Vegetacao
onde permaneceram até os seis meses.

As aplicagdes com os reguladores de
crescimento, &acido 2,4-diclorofenoxia-
cético (24-D) e acido jasmoénico (AJ)
foram realizadas em Casa de Vegetacao,
com a 1% aplicacdo, de acordo com o
cronograma do experimento no campo.
As aplicagdes continuaram sendo feitas
de dez em dez dias, totalizando sete
aplicagdes no horario de 05hOOmin as
07h00min, para uma melhor eficiéncia da
absorgdo dos reguladores de crescimento
aplicados sobre as folhas (Figura 1).
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Figura 1 - Aplicagdo de AJ e 2,4-D em Eucalyptus urophylla na Casa de Vegetacdo

Essas solucGes constituidas de AJ, 2,4-
D, H,O bideionizada e adesil. O adesil
que é um tensoativo ndo idnico é um
agente que ndo fornece ions em solugdo e
cuja solubilidade em 4gua se deve a
presenca, nas suas moléculas, de
grupamentos funcionais possuindo forte
afinidade pela agua, ajudando assim na
absorgdo pelas folhas da planta.

A lignina insoltuvel foi quantificada
pelo método de Klason. 300mg de
amostra seca foram transferidas para um
tubo de ensaio, adicionando-se 3mL de
acido sulftarico 72%. A amostra foi
macerada (mecanicamente) por agitacao
continua durante 3 minutos no
macerador mecénico de tecidos (Potters -
B. Braun Biotech International). Depois
foi mantida entre 25 a 30°C, usando-se
banho maria, agitando-se frequente-
mente por uma hora. O material foi
transferido para um baldo de 250mL e

diluido a solugao de acido sulftrico 72%,
adicionando 84mL de dgua destilada. O
material ficou em refluxo por 4h, sendo
em seguida lavado com H»O quente
(500mL). A solucdo de lignina acida foi
filtrada em um funil de placa sinterizada
e colocado em estufa a 105°C até peso
constante. Por tltimo, os filtros contendo
as amostras foram pesados calculando-se
a porcentagem de lignina na madeira,
pela equagdo % lignina = [peso
seco(mg)/peso da amostra em mg
(300mg)] x 100 (EFFLAND, 1977).

Resultados e discussao

As aplicacdes de acido jasmoénico (AJ)
e o acido 2,4-diclorofenéxiacético (2,4-D)
contribuiram para a mudanca do teor de
lignina no Eucalyptus urophylla. O AJ
quando aplicado na sua menor
concentragdio de 1 pM (J1) teve um
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resultado relevante aumentando
consideravelmente o teor de lignina para
41,56%, em relacao a testemunha (HO)
com 2643%. Na concentracao de 2 pM
(J2) ele teve um efeito inibitério,
reduzindo a lignina para 20,49%, abaixo
da HyO (testemunha).

Os tratamentos envolvendo o 2,4-D
tiveram efeitos diferentes entre si e em
relagio a HxO (testemunha). Os
tratamentos Al (17,42%) e A2 (23,55%)
tiveram diferenca estatistica ao nivel de
5% de significAncia. Os tratamentos
conjugados tiveram sinergismo. Pode-se
observar que o J1 (41,56%) tem a maior
concentragdo de lignina nos tratamentos
simples (J1, J2, A1 e A2) e quando
combinado com Al e A2, mantiveram
com o teor de lignina alto para J1Al
(41,08%) e J1A2 (42,45%). Isso demonstra
que o 4acido jasmoénico na sua 1°
concentragdo (1pM) activou a via
fenilpropandides.

Quando o J2 foi combinado com o Al
e A2 prevaleceu o efeito do 2,4-D

45

diminuindo para 21,25% (J2A1l) e
aumentando para 27,51% (J2A2), este
dltimo ultrapassando a testemunha
(H20). Sendo que o ]2 (20,49%) teve um
teor de lignina maior do que o Al
(17,43%). Como foi observado a 2°
concentragdo do AJ inibiu a formacdo da
lignina, porém quando foi aplicado
conjuntamente com o 2,4-D (J2A2) teve
um aumento na producdo deste
metabolito secundério, sendo provavel-
mente com uma actuag¢do maior do 2,4-D
na sua 2% concentracdo (A2), quando
combinado com o ]2 (Figura 2).

No nosso experimento percebemos
que o 24-D, inibe a rota do
fenilpropandide diminuindo a presenca
de metabdlitos secundarios. Sendo
constatado que a menor concentracdo
utilizada do 2,4-D teve um maior efeito
nesta rota diminuindo para 17,43% (A1l).
Quando aplicada a segunda
concentracdo o efeito de diminuic¢do foi
menor (23,55% - A2).
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Figura 2 - Teor médio de lignina dos tratamentos do Eucalyptus urophylla
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Segundo KAVALIER (2000) o 4cido
jasménico é uma das moléculas
sinalizadoras que inicia a activagdo da
PAL (fenilalanina amoénia-liase). A PAL é
uma das enzimas da via
fenilpropandides, que ¢é a rota
biossintética da formacdo da lignina e
outros metabdlitos secundérios. Este
efeito do sinal do &cido jasmoénico no
aumento de activacdo e na concentraciao
da PAL poderia aumentar a producao de
metabodlitos secundarios, como foi
estudado por KAVALIER (2000) com
Brassica rapa tendo sido borrifado 2 pM
de solucdo de cis e trans metil jasmonato
em etanol, no qual teve um aumento de
antocianina.

A fenilalanina, pela accdo da enzima
fenilalanina amoénia-liase (PAL), perde
uma molécula de amonia, originando o
acido cindmico, que ¢é um dos
precursores da lignina na via
biossintética. A regulacdo dessa enzima é
um factor critico na producdo dos
metabolitos da via dos fenilpropanéides.
Nas plantas, a actividade da PAL estéd
sob controle de varios factores internos e
externos, tais como hormonios, niveis de
nutrientes, luz, infeccdo por fungos e
lesGes (RHODES, 1994).

Conclusoes

- O acido jasmoénico na concentracao
de 1 pm (J1) aumentou de forma
significativa o teor de lignina, activando
o processo de formagdo da mesma; isso
provavelmente deve-se a activacdo
principalmente da PAL durante a
formagcdo da lignina;

- Quando aplicado na sua segunda
concentragdo 2 pm (J2) ele teve um efeito
inibitério no processo de formacdo da
lignina,  resposta  definida  pela
concentragdo para inibicao da

lignificagao;

- Os tratamentos com 2,4-D (Al e A2)
tiveram uma resposta com teor de
lignina reduzida; isto mostra que apesar
da sua importdncia na eficiéncia na
modulacdo da célula, nesta concentracdo
apenas diminui a taxa de lignificacao;

- Os tratamentos conjugados tiveram
respostas diferentes, nos que tiveram a
presenca da primeira concentragdo de AJ,
o J1, a formacao da lignina foi activada,
J1A1 e o J1A2. Quando conjugado o 2,4-
D com a segunda concentra¢do do AJ, o
J2A1 ficou com teor de lignina abaixo da
testemunha (HxO) e o J2A2 com o teor
acima da testemunha.
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