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RESUMO

Alignina é um importante componente da parede celular que contribui para impermeabilizacao de elementos
condutores do xilema, confere enrijecimento da célula, conformacéo fisica do vegetal, resisténcia a compressao
no lenho e também apresenta grande importancia na industria energética. Sabe-se que ha diferengas no
conteudo de lignina entre as madeiras normal e de reagao, contudo, sua distribuicdo na parede celular é
pouco conhecida. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar a distribuicdo espacial do conteudo
de lignina na parede celular das fibras dos lenhos normal e de reagdo em Eucalyptus grandis. Para isso,
foram utilizadas duas arvores com 28 anos de idade, sendo uma com tronco ereto e outra com tronco
inclinado. Discos de 5 cm de espessura, foram retirados a 1,30 m de distancia do solo (DAP) e a 25% da
altura total da arvore, a partir deles foram analisados os lenhos normal, de tragdo e oposto. Amostras de
madeira foram retiradas desde a medula até a casca, das quais foram confeccionados cortes histologicos,
utilizados para analise no microscépio laser confocal. As amostras foram retiradas em trés posicdes radiais:
interna, intermediaria e externa, para cada um dos lenhos. O lenho de tragao apresentou intensidade do
sinal de fluorescéncia 40% menor em relagéo ao lenho normal. Ndo foi observado um padrao de variagcao
da intensidade de fluorescéncia da lignina no sentido medula-casca. Nao houve diferenga estatistica na
intensidade da lignina entre as duas alturas amostradas. Nos lenhos analisados, as regides da lamela média
e do canto celular apresentaram maior intensidade de fluorescéncia da lignina.
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ABSTRACT

Lignin is an important component of the cell wall that contributes to the waterproofing of xylem conducting
elements, which contribute to the cell stiffness, physical conformation of the plant, resistance to compression
in the wood, and it is also of great importance for the energy industry. It is known that there are differences in
the lignin content between normal and reaction wood; however, its distribution in the cell wall is little known.
In this context, the aim of this work was to analyze the spatial distribution of lignin content in the cell wall of
normal and of reaction wood fibers of Eucalyptus grandis. Two 28-year-old trees were used in this study, one
tree with erect trunk and another with inclined trunk. 5 cm thick discs were removed at 1.30 m from the soil
(DBH) and at 25% of the trees total height; from which the normal wood was analyzed, the reaction wood
and the wood opposed to it. Samples of the wood were collected from the pith to bark in three positions:
internal, intermediate and external, from which histological sections were prepared and used for analysis
in the confocal laser microscope. The tensile wood showed a 40% lower fluorescence signal intensity than
the normal wood. A pattern of variation of lignin fluorescence intensity in the pith to bark direction was not
observed. There was no statistical difference in the lignin intensity between the two heights sampled. In the
woods analyzed, the middle lamella and cell corner regions showed higher lignin fluorescence intensity.

Keywords: Fluorescence; laser confocal microscopy; reaction wood.

INTRODUCAO

A parede celular, formada principalmente por lignina, hemiceluloses e celulose organizadas
sistematicamente em parede primadria e secunddria, constituem a estrutura das fibras, que por sua
vez conferem a madeira excelente comportamento mecanico.
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A lignina é um dos principais componentes da parede celular das fibras, que contribui para
impermeabilizacdo de elementos condutores do xilema, confere resisténcia a compressao no lenho,
enrijecimento da célula e conformacao fisica do vegetal (DONALDSON, 2001). Ela também tem papel
relevante ao formar ligagdes quimicas com as hemiceluloses, atuando como uma ponte ou adesivo
e garantindo a consisténcia entre a matriz e as microfibrilas de celulose (MESHITSUKA et al., 1982).

Comercialmente, a lignina tem grande importancia para a industria energética, pois maiores
teores resultam em carvao vegetal de melhor qualidade, com maior densidade aparente e maior
poder calorifico, resultando em melhores propriedades fisico-mecanicas (GOUVEA et al., 2015).
Devido a complexidade estrutural da molécula de lignina, sua degradacao ocorre muito lentamente
durante a carboniza¢do da madeira enquanto a celulose e hemicelulose se degradam rapidamente.
O contetido de lignina é um fator importante para a produgao de carvao vegetal considerando a taxa
de degradacao dos componentes da madeira e o rendimento da carbonizacdo (GOUVEA etal., 2015).

A distribuicao da lignina dentro da parede celular, em suas paredes primaria e secundaria, é pouco
conhecida, porém sabe-se que, no lenho de tracao, ocorre reducao no teor de lignina da parede
celular das fibras (COTE et al., 1966; DONALDSON, 2001).

O lenho de reacgao é formado a partir da reorientagdo do tronco ou ramos ao tentarem retornar a
posicao original apods sofrerem esfor¢os mecanicos. O lenho de reacao formado na parte inferior do
caule inclinado de ginmosperma é chamado de lenho de compressao e em angiospermas o lenho
de reagao é formado na parte superior do tronco inclinado, sendo denominado lenho de tragao.
Este tecido permite que a arvore ajuste continuamente sua posicao as multiplas perturbacoes que
ocorrem durante toda a sua vida (GHISLAIN; CLAIR, 2017). Sua formagao pode ser influenciada por
fatores como clima, topografia, copa assimétrica e a massa dos galhos (MATTHECK; KUBLER,1998;
MONTEIRO et al., 2010). O lenho de reagao apresenta caracteristicas fisicas, anatomicas e quimicas
diferenciadas em relagido ao lenho normal (YOSHIZAWA et al., 2012).

A parede celular do lenho de tracao é frequentemente caracterizada pela presenca da camada
gelatinosa, embora nao obrigatoriamente todo lenho de tracao apresente a camada G (QIU et al.,
2008; RUELLE et al., 2010; WASHUSEN et al., 2003). Analises anatomicas realizadas por Clair et al.
(2006) com 21 espécies tropicais, demonstraram auséncia da camada G em 14 dessas espécies.

Quando ocorre a formacao da camada gelatinosa nas fibras do lenho de tracao, estas apresentam
a parede secundaria com maior teor de celulose e menor teor de lignina na parte interna da parede
celular (YOSHIZAWA et al., 2012; 2000).

O lenho de tracao também pode apresentar caracteristicas anatdmicas diferenciadas, como diminuicao
da frequéncia de vasos (JOUREZ et al., 2001), fibras mais longas e mais finas, que apresentam parede
celular mais espessa e menor lume (JOUREZ et al., 2001; YOSHIZAWA et al., 2000). No lenho de
tracao as fibras sao geralmente mais achatadas, fazendo com que a lamela média possua menor area
(BOWLING; VAUGHN, 2008).

Neste contexto, o presente estudo busca fornecer informacoes detalhadas sobre a distribuicao
da lignina na parede celular, bem como conhecer o comportamento dessas caracteristicas os para
diferentes tipos de formacoes de madeira, de modo a contribuir para a melhoria na interpretagao
do comportamento de suas propriedades, pois pouco conhecimento é disponivel até o momento,
principalmente em Eucalyptus.

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a distribui¢ao espacial do conteido de lignina na
parede celular das fibras dos lenhos normal e de reacao de Eucalyptus grandis.

MATERIAL E METODOS

Procedéncia e coleta do material

Para realizagao deste estudo foram utilizadas arvores de Eucalyptus grandis com 28 anos de idade,
provenientes da empresa Vallourec Florestal Ltda, localizada no municipio de Paraopeba, Minas Gerais.

Duas arvores foram selecionadas, sendo uma com tronco ereto e uma com tronco inclinado. A altura
e o diametro a altura do peito (DAP) foram mensurados, estando essas medidas dispostas na
Tabela 1. As arvores foram abatidas e, posteriormente, de cada tronco, foi retirado um disco de
aproximadamente 5 cm de espessura a 1,30 m de distancia do solo (DAP) e outro a 25% da altura
total da arvore. No sentido medula-casca de cada disco foram marcadas as posicoes de onde foram
retiradas as amostras para determinacao da distribui¢iao de lignina na parede celular.
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Tabela 1. Diametro e altura das arvores de Eucalytus grandis.
Table 1. Diameter and height of Eucalyptus grandis trees.

Arvore DAP (cm) Altura total (m) Inclinagao (°)
Ereta 29,97 24,10 -
Inclinada 32,52 23,40 12,4

A determinacao da lignina pela microscopia laser confocal foi realizada para o lenho normal
(arvore ereta) e lenho de reagao (arvore inclinada), identificado pela excentricidade da medula.
As amostras foram retiradas em trés posi¢oes radiais: interna (proximo a medula), intermediaria e
externa (proximo a casca), para cada um dos lenhos, normal e de reagao (lenho de tragao e oposto
a tragao). Totalizando 18 amostras para a andlise de fluorescéncia.

Microscopia laser Confocal

Para anadlise da distribuicao da lignina no microscopio laser confocal, foram utilizados cortes
transversais de 7 pm de espessura retirados nas trés posicoes de amostragem no sentido medula-casca,
preparados em micrétomo de deslize. Apds essa etapa, os cortes foram colocados em lamina de vidro
e corados com auramina (1%) por 20 minutos. Os cortes foram examinados em microscépio laser
confocal modelo LSM 780 Zeiss Observer Z.1, com o software Zen 2012.

As imagens foram geradas a partir da sobreposi¢ao de 7 planos focais ao longo do eixo Z (Z-strack),
para cada posi¢ao analisada. Para determinacgao da intensidade de fluorescéncia da lignina marcada
com auramina, foram realizadas 20 medicoes em trés imagens geradas para cada posi¢ao medula-casca,
através do software Image J, utilizando o parametro “INT DEN".

A medicao da intensidade da lignina foi feita através da férmula adaptada de Fernando et al. (2015):
Intensidade de lignina = Densidade integrada - (area selecionada x intensidade do background).

Para comparagao dos lenhos quanto a intensidade de fluorescéncia da lignina foi aplicado o teste
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis a 1% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 pode ser observada a intensidade de fluorescéncia da lignina marcada com auramina
em diferentes regioes da parede das fibras dos lenhos normal, e de reacao (lenho tracao e lenho
oposto) de E. grandis.

10um

Figura 1. Imagem de fluorescéncia da lignina nos lenhos normal (A), lenho de tragdo (B) e lenho oposto
(C) de Eucalyptus grandis. A lamela média (LM) e canto celular (CC) indicados pela seta apresenta maior
intensidade de fluorescéncia.

Figure 1. Fluorescence image of lignin in normal (A), tension (B) and opposite wood (C) of Eucalyptus grandis.
The mean lamella (LM) and cell corner (CC) indicated by the arrow show a higher fluorescence intensity.
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Observou-se visualmente na Figura 1 que a espessura da parede celular da fibra do lenho de tragao
da madeira de E. grandis em algumas regioes é maior e que o didmetro do lume é menor quando
comparado com o lenho normal. Pode ser observado também que o lenho de tracao apresenta
fibras mais achatadas e nessa regiao ocorre menor concentra¢ao da lignina, representada pela menor
intensidade de sinal, estando estes resultados em acordo com Bowling e Vaughn (2008), onde relatam
que no lenho de tragao as fibras sao geralmente mais achatadas, fazendo com que a lamela média
possua menor drea.

A maior intensidade de sinal, ou seja, a maior concentragao de lignina pode ser observada no
canto celular e na lamela média, o que corrobora com afirmativa de Fromm et al. (2003), que,
trabalhando com microscopia eletronica de varredura e de transmissdao, observaram que a lignina
ocorre em concentragoes elevadas na lamela média, e que na transicao entre a camada S1 e S2 ocorre
aumento da concentracao de lignina.

Mizrachi et al. (2015) estudando clones hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus Urophylla com
quatro anos de idade, relataram que o lenho de tracao possui anatomia diferenciada em relacao
ao lenho oposto. Essas alteracoes relatadas no lenho de tracao tratam-se das caracteristicas das
fibras que se apresentam mais longas e mais finas (JOUREZ et al., 2001; YOSHIZAWA et al., 2000),
possuindo parede celular mais espessa e menor lume quando comparado com lenho normal ou
oposto (JOUREZ et al., 2001; RUELLE et al., 2006). Segundo Bowling e Vaughn (2008), os vasos e as
fibras sao geralmente mais compactos no lenho de tracao, fazendo com que a lamela média possua
menor superficie, com isso tendo menor concentracao de lignina.

Analisando as imagens contidas na Figura 1, pode-se verificar que no lenho de tracao a intensidade
do sinal é reduzida mesmo nas regides da lamela média e canto celular, quando comparado com os
lenhos normal e 0 oposto ao de tragio. Essa reducao pode estar associada, além da diminuicao da area
da lamela média, a presenca da camada G, no entanto através da técnica de microscopia laser confocal
nao foi possivel a visualizagao da camada gelatinosa e de acordo com os autores Qiu et al. (2008) e
Ruelle et al. (2010), o lenho de tracao é frequentemente relatado pela presencga de fibras gelatinosas,
denominada camada G, que apresenta baixo contetido de lignina e alto contetido de celulose, mas
nem sempre a camada G estd presente no lenho de tracao, e pode variar entre e dentro das arvores
de espécies angiospermas.

Gierlinger e Schwanninger (2006), em estudo com as espécies Populus nigra e Populus deltoids,
através da microscopia confocal, identificaram pela intensidade de lignina, através das camadas da
parede celular, que o teor de lignina na camada G é minimo chegando a quase zero. Donaldson
(2001) encontrou alto teor de celulose e baixo contetido de lignina e formacao de camada gelatinosa
no lenho de tracao de Populus nigra.

A quantificacao relativa da distribuicao de lignina nas posi¢oes interna, intermedidria e externa para
os lenhos normal, de tragao e oposto a tragao foi realizada nas imagens geradas por microscopia laser
confocal. Na Figura 2, sao apresentados os valores médios de intensidade da lignina nas diferentes
posicoes para cada lenho. Observando o comportamento das barras, nao foi possivel identificar um
padrao de variacao da intensidade de fluorescéncia no sentido medula-casca. Entretanto, de acordo
com a Tabela 2, houve diferenca significativa ao nivel de 1%, para a intensidade de fluorescéncia da
lignina entre os lenhos.
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Figura 2. Variagdo radial da intensidade de fluorescéncia de lignina marcada por auramina para os lenhos normal,
de tragdo e oposto da madeira de E. grandis.

Figure 2. Radial variation of the fluorescence intensity of auramine labeled lignin for normal, traction and opposite
wood of E. grandis wood.
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Tabela 2. Médias da intensidade de lignina para os lenhos normal, de tracdo e oposto de E. grandis.
Table 2. Mean of lignin intensity for normal, traction and opposite woods of E. grandis.

Arvore Lenho Média
Ereta Normal 117,31 A
Inclinada Tragao 47,71 B
Oposto 106.46 A

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis ao nivel de |1%.

O lenho de tracao apresentou menor média de intensidade de fluorescéncia em comparagao com os
lenhos normal e oposto ao lenho de tragao, de acordo com o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis
ao nivel de 1% de significancia (Tabela 2).

A menor intensidade de lignina observada no lenho de tragdo pode estar associada ao menor
contetido de lignina nas regides onde as células encontram-se achatadas e muito juntas, comprimindo
e diminuindo a regidao da lamela média e o canto celular. A intensidade no lenho de tracao foi
40% menor em relacdo ao lenho normal. Estes resultados corroboram com o estudo realizado por
Mizrachi et al. (2015), com clones hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla com 4 anos
de idade, que demonstrou reducao de 30% no teor de lignina no lenho de tracao em relacao ao
lenho normal.

CONCLUSOES

O lenho de tracao apresentou menor intensidade de fluorescéncia da lignina em relagao aos lenho
normal e o oposto a tragao.

Tanto no lenho normal quanto no lenho de reagao, as regides da lamela média e do canto
celular apresentaram maior intensidade de fluorescéncia da lignina, mostrando que nesses locais a
concentracao de lignina é maior do que nos demais.

Em algumas regides do lenho de tracao as células apresentaram achatamento e diminuicao da
lamela média.

Nao foi possivel identificar um padrao de variacao da intensidade de fluorescéncia da lignina no
sentido medula-casca.
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