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RESUMO GERAL

Horménios vegetais séo substincias organicas que desempenham importantes
funcdes na regulacdo do crescimento e desenvolvimento vegetal. Auxina (IAA)
e giberelina (GA) sdo os principais hormonios envolvidos no processo de
xilogénese. Diversos estudos com aplicacdo exdgena de GA e IAA,
isoladamente e em conjunto, foram conduzidos com intuito de elucidar suas
acOes no corpo vegetal. Constantemente a aplicacdo conjunta de IAA e GA
promoveu maior crescimento e desenvolvimento vegetal, 0 que promoveu seu
uso na forma de reguladores vegetais em plantas de interesse agrondmico.
Atualmente a aplicagdo exdgena de hormdnios vegetais é uma pratica comum
em muitas culturas agricolas, ocorrendo em diversas configuragdes, as quais sao
utilizadas para diversos fins. No entanto, no setor florestal, salvo em processos
de propagacao de tecidos in vitro e enraizamento de estacas, ainda ndo ha o uso
de hormbnios como uma prética silvicultural para aumento da produtividade e
qualidade da madeira. Para que a aplicacdo exdgenea de IAA e GA torne-se uma
prética silvicultura é necessario determinarmos as concentracdo e relagdes ideais
desses hormonios por meio de experimento dose-resposta, conforme relatado no
capitulo 2 desta tese. Além de seu uso pratico, por meio de aplicacdo exo6gena,
faz-se de grande importancia o entendimento da forma de acdo dos horménios
vegetais. Prioridade deve ser dada ao IAA, uma vez que, diversos estudos tém
demonstrado o IAA como sendo o principal organizador da regulacdo das
dimensdes celulares e da padronizacao espacial do desenvolvimento dos tecidos
vasculares por meio de seus gradientes de concentracdo longitudinal e radial,
respectivamente. O desenvolvimento de um conceito unificador para o papel do
IAA no corpo vegetal depende, dentre outros, do conhecimento detalhado de sua
distribuicdo final, o qual pode ser alcancado por meio de técnicas de altamente
sensiveis de quantificacdo de 1AA a partir de micro-amostras do corpo vegetal.
O capitulo 3 desta tese relata uma técnica promissora utilizando o sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS) equipado com uma interface de ionizagdo por
electropulverizacéo (ESI).

Palavras-chave: Caracteristicas da madeira. Gradientes hormonais. Auxina.
Giberelina. LC-MS/MS.



GENERAL ABSTRACT

Plant hormones are organic substances that perform important functions for
growth regulation and plant development. Auxin (IAA) and gibberellin (GA) are
the main hormones involved in the process of xilogenesis. Many studies in the
exogenous application of GA and IAA, separately and jointly, were conducted in
order to elucidate its actions in the plant. The joint application of GA and IAA
has constantly promoted greater growth and plant development, which promoted
its use as regulators for agriculturally interesting plants. Currently, the
exogenous application of plant hormones is a common practice in many
agricultural cultures, occurring in many configurations, which are used for
various ends. However, in the forestry sector, with the exception of in vitro
tissue propagation and stake rooting, the hormones are not yet used as a
silvicultural practice for increasing productivity and wood quality. In order for
the exogenous application of IAA and GA to become a silvicultural practice, it is
necessary to determine the ideal concentrations and relations of these hormones
by means of a dose-response experiment, according to the reported in chapter 2
of this dissertation. In addition to its practical use, by means of the exogenous
application, it is of great importance to understand the form of action of the plant
hormones. Priority must be given to 1AA, since many studies have shown IAA
as the main regulation organizer of the cellular dimensions and spatial
standardization of the development of vascular tissue by means of its
longitudinal and radial concentration gradients, respectively. The development
of a unifying concept for the roe of 1AA in the plant depends, among other
things, on the detailed knowledge of its final distribution, which can be achieved
by using techniques highly sensitive to IAA quantification from micro-samples
of the plant. The 3" chapter of this dissertation reports a promising technique
using the high performance liquid chromatography system coupled to sequence
mass spectrometry (LC-MS/MS) equipped with electrospray ionization interface
(ESI).

Keywords: Wood traits. Hormonal gradients. Auxin. Gibberellin. LC-MS/MS.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL
1 INTRODUCAO

Sendo organismos sésseis, as plantas devem ser extremamente sensiveis
ao seu redor e capaz de responder as mudancas constantes no ambiente. De fato,
muitas espécies arboreas devem permanecer no mesmo local durante centenas de
anos. Assim, as plantas desenvolveram uma capacidade de resposta em seu
padrdo de crescimento a estimulos do ambiente, a fim de sobreviver a condi¢Ges
bidticas e abi6ticas menos propicias. Isto requer uma certa plasticidade em seu
desenvolvimento, a qual é mediada por moléculas sinalizadoras denominadas
horménios. Segundo Roberts (1988) e Yamaguchi (2008) quase todos os
processos fisiologicos sdo regulados por duas ou mais classes de hormonios,
simultaneamente ou em alguma ordem sequencial, desta forma, os horménios
vegetais sdo 0s responsaveis pela regulacdo do crescimento e desenvolvimento
vegetal.

Inicialmente foram identificados cinco grupos de hormdnios vegetais,
qgue sdo considerados como fitorménios classicos. Estes incluem auxina,
citocinina, giberelina, &cido abscisico e etileno. Recentemente, esta lista de
fitormdnios foi expandida para incluir varios outros, como os brassinosteroides,
acido jasmonico, &cido salicilico, poliaminas, estrigolactona e hormonios
peptidicos (SANTNER; CALDERON-VILLALOBOS; ESTELLE, 2009). Nao
seria surpreendente se esta lista continuar a crescer para incluir muitos mais
NOvVOoS COMpOStos.

Especificamente para a formacdo de xilema secundario, tem sido
fundamentado, com base na capacidade da giberelina em associacdo com auxina
em induzir a formagdo de uma mistura de fibras e vasos, e auxina exdgena

sozinha em induzir novos vasos (ALONI et al., 2000). Assim, segundo 0s
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mesmos autores, as giberelinas sdo consideradas um fator essencial para indugéo
de novas fibras.

Desta forma, auxina e giberelina sdo os hormonios considerados nesta
tese. A principal auxina identificada nas plantas € o acido indol-3-acético (IAA),
produzido nos meristemas, primordios foliares, tecidos vasculares jovens e
orgdos reprodutivos. Enquanto que as giberelinas (GA’s) ja foram identificadas
mais de 137, sendo as mais ativas a GA;, GA; GAs GA;, GAy e GAy; as
demais sdo intermediarias na sintese de giberelinas ou formas de inativacdo
(TAIZ; ZEIGER, 2006). Acredita-se que as giberelinas sejam sintetizadas nas
partes em rapido crescimento das plantas (DAVIES, 2004; SPONSEL;
HEDDEN, 2004).

O transporte da auxina é um processo dinamico e complexo que é
regulado em diversos niveis diferentes (MORRIS; FRIML; ZAZIMALOVA,
2004). No corpo secundario de arvores, ha diversos percursos de transporte de
auxina (ALONI, 2004), sendo a principal via a zona cambial e seus derivados
mais recentes (SUNDBERG; UGGLA; TUOMINEN, 2000).

Relativo ao transporte de GA'’s, tradicionalmente, pensava-se que a
giberelina fosse provavelmente transportada no floema e xilema (DAVIES,
1995). No entanto, novas evidéncias sugerem que a biossintese de giberelina e a
sua acdo ocorrem nos mesmos tecidos, e possivelmente até mesmo nas mesmas
células (SPONSEL; HEDDEN, 2004).

Foi demonstrado que o transporte de IAA em arvores de Pinus sp. gera
um gradiente longitudinal de distribuicdo, no qual maiores concentracbes de
IAA sdo observadas proximas & copa com redugdo em direcdo & base do fuste
(UGGLA; MELLEROWICZ; SUNDBERG, 1998). Pelo conhecimento dos
autores ndo ha estudos de gradientes longitudinais para GA. Quanto a
distribuicdo radial, ambos IAA e GA possuem gradiente radial acentuado entre

os tecidos da regido cambial. A distribuicdo radial de IAA apresenta
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concentragdo mais elevada na zona de divisdo celular e concentragdes
decrescentes no sentido de amadurecimento do xilema e do floema
(TUOMINEN et al.,, 1997; UGGLA et al., 1996), enquanto GA apresenta
concentragdo maxima na zona de células xilematicas em alargamento
(ISRAELSSON; SUNDBERG; MORITZ, 2005).

Estudos com hormdnios vegetais podem conduzir a grandes avangos
para a pesquisa cientifica, uma vez que estas moléculas sinalizadoras s&o
responsaveis por efeitos marcantes no desenvolvimento vegetal. Os horménios
além de serem produzidos pelas plantas podem ser aplicados ex6genamente na
forma de reguladores vegetais. O uso de reguladores vegetais no meio
agrondmico vem apresentando resultados bastante significativos em plantas bem
nutridas (VIEIRA; CASTRO, 2001). Assim parece oportuno estudar o efeito dos
horménios sobre o desenvolvimento de plantas do género Eucalyptus, que hoje é
de grande importancia econémica para o pais.

O objetivo deste capitulo foi apresentar o estado da arte do efeito dos
horménios vegetais no desenvolvimento das plantas focando-se no efeito dos

horménios auxina e giberelina no processo de formacdo da madeira.
1.1 Organizacao da tese

Esta tese foi dividida em trés capitulos, a saber:

a) Capitulo I - Aborda o estado da arte sobre o efeito dos hormonios
vegetais no desenvolvimento das plantas. Especial atengdo foi dada
aos efeitos da auxina e giberelina no processo de formacdo da
madeira, por serem descritos como os horménios com efeitos mais

notaveis sobre o desenvolvimento da mesma.
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b) Capitulo 2 - Relata um experimento dose-resposta a aplicacBes de

combinacbes de auxina e giberelina em plantas intactas de
Eucalyptus.

Capitulo 3 — Relata o desenvolvimento de uma metodologia capaz
de quantificar o hormdnio auxina em pequenas amostras de tecidos

da zona cambial.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Efeito dos hormonios na fotossintese

A fotossintese é um processo fisiologico essencial ao desenvolvimento e
sobrevivéncia das plantas. A taxa fotossintética (a quantidade liquida de carbono
fixado por unidade de area foliar por unidade de tempo) determina a quantidade
total de carbono fixado disponivel para a folha, no entanto, a quantidade de
carbono fixado disponivel para translocacdo depende de eventos metabdlicos
subsequentes (TAIZ; ZEIGER, 2006).

A entrada do gas carbdnico nas plantas através dos estdmatos é mediada
por um complexo enzimatico, formado de 16 subunidades, denominado
Rubulose 1,5-bisfosfato Carboxilase Oxigenase (Rubisco) (TAIZ; ZEIGER,
2006). Durante o processo fotossintético, o CO, € convertido em é&cido 3-
fosfoglicérico (3-PGA) e gliceraldeido-3-fosfato (3-PGALD), levando a
producdo de terpenos, acidos graxos e, principalmente, a biossintese de aguUcares,
que representa mais de 80% dos fotoassimilados (MELIS, 2013). Os
fotoassimilados, por sua vez, constituem mais de 90% da massa seca da planta,
sendo que parte desses assimilados é utilizada durante o crescimento,
convertendo-se em biomassa, e a outra é oxidada na respiracao, servindo como
fonte de energia para o crescimento e funcionamento dos processos bioldgicos
(LALONDE et al., 2003).

Geralmente, espécies de plantas com uma taxa de crescimento
relativamente elevada tém maiores taxas de fotossintese por unidade foliar
(ATKIN; BOTMAN; LAMBERS, 1996; POORTER; REMKES; LAMBERS,
1990; WESTBEEK et al., 1999), mas essa relagdo ndo é direta, ou seja, quanto
maior a fotossintese maior o crescimento. O crescimento da planta sera

dependente de um conjunto de fatores que englobam, além da taxa de
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fotossintese por unidade foliar, os processos subsequentes a fotossintese e a
arquitetura da copa (TAIZ; ZEIGER, 2006).

A relacdo entre taxa de crescimento e fotossintese é dada por um
mecanismo de retroalimentagdo (feedback), onde ndo sé a taxa fotossintética
pode modificar o crescimento, mas também, a taxa de crescimento pode
influenciar a taxa fotossintética. A base deste mecanismo € que a alta
concentracao de fotoassimilados aumenta a capacidade dos drenos ja existentes e
estimula a formacdo de novos drenos. A incapacidade do organismo de criar
novos drenos (ou aumentar os existentes) leva ao acumulo de carboidratos nas
folhas o que resulta na inibicdo da taxa fotossintética (PAUL; FOYER, 2001;
PAUL; PELLNY, 2003).

Outro aspecto importante na relacdo crescimento e fotossintese sdo 0s
atributos arquiteténicos das plantas, como por exemplo, o padrdo de distribuicdo
vertical do indice de area foliar (IAF) e a orientacdo dos limbos foliares que
influenciam significativamente a interceptacdo da radiacao e, consequentemente,
0 balanco de energia e as trocas gasosas entre planta e ambiente (BARNES et
al., 1990; DUNCAN, 1971; LOOMIS; WILLIAMS, 1969). A utilizacdo 6tima
da radiacdo fotossinteticamente ativa na fotossintese geralmente ocorre quando a
radiacdo é distribuida uniformemente pela copa, ndo ocorrendo saturacdo por luz
no estrato superior da copa e nem falta de radiacdo nos estratos inferiores do
dossel vegetativo (LONG; HALLGREN, 1993). Desta forma, altos valores de
IAF (m? de folha/m? de solo) podem levar a uma reducdo na eficiéncia de
interceptacdo da luz, porque menos radiagdo é interceptada pelas folhas mais
velhas localizadas na parte de baixo do dossel, levando-as a senescer
precocemente (TEJERA et al., 2007). Assim, a fotossintese da copa é composta
de trés parametros: indice de area foliar (IAF), eficiéncia de interceptacdo de luz

e fotossintese por unidade de area foliar (ISHII, 1998).
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Alguns estudos tém relatado que a aplicagdo de GA reforcou a
fotossintese e crescimento (HAYAT et al., 2001; KHAN, 1996; YUAN; XU,
2001), enquanto outros descobriram que a aplicagdo de GA estimulou o
crescimento, mas diminuiu a taxa de fotossintese (DIJKSTRA; REEGEN;
KUIPER, 1990). Thetford et al. (1995) verificaram que a aplicacdo de inibidores
da biossintese de GA estimulou a fotossintese, enquanto reduziu o crescimento,
ao passo que outros encontraram uma redugdo de ambos (BODE; WILD, 1984;
HEIDE; BUSH; EVANS, 1985). Cramer et al. (1995) ndo encontraram nenhuma
diferenca nas taxas de fotossintese entre plantas de tomate do tipo selvagem e
mutantes com baixa producdo de GA. Segundo Nagel e Lambers (2002) entre as
possiveis causas desses resultados contraditérios estdo as diferentes maneiras de
medir e expressar o crescimento e a fotossintese, as diferentes escalas de tempo
durante o qual os efeitos no crescimento e fotossintese foram medidos, e 0s
diferentes méetodos de aplicacdo da GA ou de inibidores da sintese de GA.

Estudos realizados em Rumex e alface demonstraram que a giberelina
pode inibir a senescéncia de discos foliares por varios dias, retardando a
degradacdo de clorofila e proteina, sendo que, quando GA foi aplicado
exogenamente, esse efeito foi prolongado (SCHIPPERS et al., 2007). Também
foi demonstrado que a aplicacdo exdgena de auxina reprime a regulacdo dos
genes associados a senescéncia foliar (SARWAT et al., 2013). Esses resultados

reafirmam a importancia da IAA e GA no processo fotossintético.
2.2 Efeito dos hormdnios na partigcdo e alocagéo de fotossintatos

Os fotossintatos sdo translocados pelo floema a partir de areas de
suprimento, conhecidas como fontes (ex.: folhas maduras), para &reas de
consumo (metabolismo) ou estoque, conhecidas como drenos (ex.: meristemas).
Embora o modelo de transporte pelo floema represente simplesmente o

movimento dos fotossintatos a partir da fonte para o dreno, o caminho especifico
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entre eles é altamente complexo, pois nem todos os drenos sdo igualmente
supridos por todas as folhas da planta (TAIZ; ZEIGER, 2006).

O modelo de distribuicdo dos fotossintatos (particdo de fotossintatos) €,
em grande parte, uma funcdo a) da proximidade entre os Orgdos, ou seja,
distancia entre a fonte e o dreno, b) da quantidade de conexdes vasculares entre
0s 0rgdos, ou seja, da quantidade de elementos crivados entre a fonte e o dreno,
e ¢) da competicdo entre os drenos (TAIZ; ZEIGER, 2006).

As sinalizagdes entre as fontes e os drenos podem ser fisicas (presséo de
turgor nos elementos crivados) ou quimicas (hormdnios, nutrientes e
carboidratos). Varios experimentos sugerem que a capacidade do dreno em
mobilizar fotossintatos em sua diregcdo (intensidade do dreno) depende de dois
fatores: 1) do tamanho do dreno que é o peso total do tecido-dreno, e 2) da
atividade do dreno que é a taxa de absorcdo de fotossintatos, para estocagem ou
metabolizacdo (processo de alocacdo de fotossintatos), por unidade de peso do
tecido-dreno. Desta forma, um dreno mais intenso pode exaurir o conteudo de
acucar dos elementos crivados mais rapidamente e, assim, aumentar o gradiente
de pressdo e a taxa de translocacdo em sua prépria direcdo (TAIZ; ZEIGER,
2006).

Segundo Taiz e Zeiger (2006) os hormonios afetam a particdo dos
fotossintatos por controlarem o crescimento do dreno, a senescéncia foliar e
outros processos do desenvolvimento. Quando IAA (BOOTH et al., 1962) e
outros reguladores como citocininas, etileno e acido giberélico (MULLINS,
1970) sdo aplicados em segmentos de caule, ou ABA é dissolvido na solugdo de
enraizamento (KAPLAN; KOLLER, 1977), fotossintatos se acumulam na regido
de aplicacdo. Da mesma forma, o carregamento da sacarose na mamona é
estimulado por auxina exdgena e inibido por ABA, enguanto que o ABA
exdgeno promove e a auxina inibe a absor¢ao de sacarose pelo tecido da raiz da
beterraba (TAIZ; ZEIGER, 2006).
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Em mudas de feijdo, em que foram regeneradas raizes e broto apical
apos suas excisdes, o principal controle sobre a distribuicdo da sacarose entre 0s
drenos (raiz e broto apical) foi atribuido as influéncias hormonais (IAA e
citocininas) sobre a atividade do dreno, embora alguma influéncia sobreposta da
disponibilidade de sacarose em relacdo aos respectivos drenos ndo possa ser
excluida (GERSANI; LIPS; SACHS, 1980). Em experimentos com mutantes
andes extremos de ervilha e Arabidopsis, nos quais a sintese de GA foi
bloqueada, as raizes se apresentaram mais curtas que as plantas selvagens, e a
aplicacdo de GA na parte aérea promoveu tanto o alongamento da parte aérea
quanto da raiz (FU; HARBERT, 2003; YAXLEY et al., 2001).

Diversos estudos também demonstraram que os horménios endégenos
sdo reguladores essenciais para translocacéo e particdo de fotoassimilados para o
enchimento de grdos em culturas de cereais, e, portanto, poderiam estar
envolvidos na regulacdo do peso dos gréos e rendimento (AHMADI; BAKER,
1999; BRENNER; CHEIKH, 1995; WANG; YU; PAN, 1999). Acredita-se que
auxina e citocinina estejam envolvidas na regulacdo da forca (intensidade) do
dreno ou por mediacdo da divisdo e alargamento celular do endosperma ou por
controlar a importacdo de fotossintatos para o dreno (HANSEN;
GROSSMANN, 2000). Por exemplo, citocinina (ASTHIR; KAUR; BASRA,
1998) e auxina exdgena (DARUSSALAM; PATRICK, 1988) promoveram a
acumulacéo de fotossintatos nos graos de trigo em desenvolvimento.

Apesar de a maioria dos estudos sobre o regulamento hormonal no
transporte e distribuicdo de fotossintatos estar concentrada em carboidratos
existem evidéncias suficientes de que diferentes horménios exdgenos servem
como moduladores de componentes limitante da taxa especifica do metabolismo
de fotoassimilados (BRENNER; CHEIKH, 1995).

A utilizacdo dos carboidratos (acUcares) é amplamente maximizada

quando o suprimento de agUcares é abundante, porém, quando o suprimento de
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acucar é baixo, a utilizacdo € restrita aos locais que sdo cruciais para absor¢édo de
agua e minerais (KOCH; WU; XU, 1996).

2.3 Os horménios e a xilogénese

Do cambio vascular se originam todos os tecidos do corpo vegetal
secundario. O cambio vascular tem sua origem no procdmbio no corpo vegetal
primario (ESAU, 1974). Segundo Steeves e Sussex (1989), o cambio §,
teoricamente, consistindo de uma camada Unica de células iniciais que se
dividem formando derivadas, embora esta Unica camada ndo seja geralmente
distinguivel microscopicamente. Alternativamente, o termo cambio pode ser
usado para descrever toda a regido em divisdo celular, que é entdo, constituida
de vérias células de largura.

No cambio vascular, existem dois tipos diferentes de células iniciais: as
iniciais fusiformes que ddo origem aos elementos axialmente orientados, tais
como vasos, fibras (traqueideos em coniferas) e células de parénquima, e as
iniciais radiais que dao origem a células dos raios, os quais sdo horizontalmente
orientados (ESAU, 1974). Seguindo a divisdo celular na zona cambial, as
derivadas cambiais se desenvolvem em células de madeira por diferenciacao,
expansao, formacdo de parede secundaria e, finalmente, autolise. Estas fases sao
separadas no espaco, 0 que resulta num padrdo radial de zonas de
desenvolvimento (LARSON, 1994).

2.3.1 Divisao celular

A divisdo celular consiste de algumas etapas que constituem o ciclo
celular. As fases do ciclo sdo: 1) periodo de crescimento da célula (G,), o qual é
caracterizado pela sintese de RNA e proteinas; 2) periodo de replicagdo do DNA
(S), para a maioria das células este € um ponto de ndo retorno que leva
necessariamente a divisdo celular; 3) segundo periodo de crescimento da célula

(Gy), neste periodo ocorre a preparacdo para a mitose. Desta forma, ocorre a
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sintese de proteinas ndo histdnicas e o acimulo de um complexo proteico
citoplasmatico chamado de Fator Promotor da Maturacdo — MPF; e 4) divisdo
celular por mitose (M) JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

Diversos estudos com intuito de elucidar o controle sobre o ciclo celular
foram realizados. Um exemplo notavel foi o estudo com arroz em &guas
profundas realizado por Cho e Kende (1997). As plantas de arroz que sofrem
rapido alongamento do caule, apds submersdo, mostraram que o alongamento
ocorreu através de um aumento na divisdo celular no meristema intercalar. Esta
atividade é a divisdo celular induzida por GA na transicdo de G; para a fase S
(LORBIECKE; SAUTER, 1998). Além disso, GA regula progressao da fase G,
para M por induzir a expressdo de genes que codificam proteinas quinases
dependentes de ciclinas (FABIAN et al., 2000). Segundo Junqueira e Carneiro
(2012) ao final da fase G, a presenca de citocinina é também essencial para a
entrada na mitose, pois € ela que estimula a remocdo do fosfato da tirosina da
proteina Cdc2, promovendo assim a ativacdo do MPF. Segundo 0s mesmos
autores o controle da progressdo da fase G; para a S € também dependente da
auxina.

Em experimento com remocdo do broto apical e aplicacdo de I1AA
apicalmente observou-se gue o IAA exd6geno entra no sistema de transporte
polar e imita o fornecimento de IAA enddgena produzida pelo broto apical por
induzir a divisdo celular e producdo de xilema e floema de uma forma
dependente da dose, tanto em brotos jovens (CUI; LITTLE, 1993; DIGBY;
WAREING, 1966; DOLEY; LEYTON, 1968; LITTLE; BONGA, 1974;
SHERIFF, 1983; ZAJACZKOWSKY, 1973; ZAKRZEWSKI, 1983, 1991)
como em troncos de arvores maduros (LEITCH; SAVIDGE, 1995; LITTLE;
SUNDBERG, 1991). Da mesma forma, a aplicagdo de inibidores do transporte
polar de IAA em torno da circunferéncia de ramos intactos de Pinus sylvestris

imitou os efeitos do desfolhamento resultando assim tanto na deplecdo de I1AA
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como na inibicdo do crescimento cambial abaixo do ponto de tratamento
(SUNDBERG; TUOMINEN; LITTLE, 1994).

Além das condigdes endbgenas, a divisdo celular é também controlada
por fatores ambientais (FERRI, 1985). Pode-se citar a temperatura, que ¢ um
fator limitante durante a mitose, a qual é reduzida quando a temperatura diminui
(TRAPY; GUERN, 1980) sendo a temperatura minima para cerrar a mitose
dependente da espécie. O balango de agua também desempenha um papel
fundamental no crescimento do xilema: longos periodos de seca de 15 dias
(LARSON, 1963) ou 30 dias (DUNISCH; BAUCH, 1994) cessam a divisdo
celular. Segundo Aussenac (1993) e Kramer (1964) durante um estresse hidrico,

a atividade cambial cessa antes da fotossintese e outros processos fisioldgicos.
2.3.2 Diferenciacdo e expanséo celular

Na maioria das células vegetais, a diferenciacdo estd associada a
expansao celular. A diferenciacdo é a etapa do desenvolvimento celular menos
compreendida, muito provavelmente devido a complexidade dos resultados de
experimentos com intuito de elucida-la.

Enquanto que a diferenciacdo de fibras requer a presenca de diversos
horménios, em particular IAA em conjunto com GA (ALONI, 1987; DIGBY;
WAREING, 1966; LEV-YADUN, 2000; RIDOUTT; PHARIS; SANDS, 1996;
SAVIDGE, 2000), os elementos de vaso parecem se diferenciar com base em
um sinal de IAA apenas, com o desenvolvimento de vasos particularmente
sensiveis ao abastecimento de IAA (DOLEY; LEYTON, 1968; JUNGHANS et
al., 2004). Ja o parénguima radial parece ser principalmente regulado pelo
etileno (LEV-YADUN; ALONI, 1995).

Quando ambos GA e IAA exdgenos foram aplicados em caules nos
quais as folhas haviam sido excisadas, concentragcbes elevadas de IAA

estimularam diferenciacdo rapida de fibras curtas, enquanto que altos niveis de
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GA resultaram em fibras longas (ALONI, 1979; ROBERTS; GAHAN; ALONI,
1988). Em alamos transgénicos com super producdo de GA200x (enzima que
impede oxidacdo da GA o que resulta em aumento em seu nivel) foram
observados aumentos tanto do crescimento do xilema como no comprimento de
suas fibras (ERIKSSON et al., 2000). Ridoutt, Pharis e Sands (1996) estudando
Eucalyptus globulus observaram as influéncias de um inibidor da biossintese de
GA (Trinexapac-etil) no desenvolvimento de fibras do xilema secundario. Os
resultados mostraram que o alongamento (crescimento) das fibras do xilema
secundario em Eucalyptus globulus é dependente do nivel de GA na regido
cambial; niveis mais elevados de Trinexapac-etil resultaram em fibras mais
curtas.

Com base na andlise de se¢des tangenciais do cambio vascular e regides
adjacentes em arvores de alamo, Israelsson, Sundberg e Moritz (2005) relataram
que os bioactivos GA; e GA, estavam localizados principalmente na zona de
expansdo radial das células do xilema. Esses autores sugeriram que o principal
papel da GA durante o desenvolvimento do xilema é regular estagios iniciais de
sua diferenciacdo, incluindo alongamento (crescimento) celular. Um estudo com
uma variedade de ervilhas geneticamente ands convincentemente demonstrou
gue GA juntamente com brassinosterdides (BR) desempenham importante papel
no controle do alongamento de células do caule, mas de uma forma mais
limitada que a resposta a auxina (YANG; DAVIES; REID, 1996).

Segundo Cleland (2010) a relacdo entre IAA, GA e BR no controle do
alongamento das células do caule poderia ser explicada pelo BR e 0 GA atuando
como fatores permissivos, ao invés de fatores regulatérios na expansao
(elongation) das células. Isto significa que eles devem estar presentes para a
auxina promover a expansdo das células, mas que as variagdes na taxa de
expansdo das células ao longo do caule ndo seriam devido a variagBes nas

concentragdes dos horménios GA e BR. Existem evidéncias de que em caules
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deficientes de BR o limiar de rendimento é aumentado de modo que existe
insuficiente P-Y (P é a pressdo de turgescéncia e Y é o limiar de rendimento da
parede) para permitir que o afrouxamento da parede ocorra (BEHRINGER et al.,
1990). Da mesma forma, GA pode ser necessaria para manter as células do caule
num estado que lhes permite responder para a auxina (CLELAND, 2010).

Diversos trabalhos com intuito de elucidar se IAA e GA atuam de forma
independente ou em sinergia tém sido realizados com espécies herbaceas.
Mutantes deficientes em GA ou IAA demonstraram que ambos 0os horménios
podem estimular de forma independente o alongamento do entrené de ervilha e
hipocétilos de Arabidopsis (BARRATT; DAVIES, 1997; COLLETT,;
HARBERD; LEYSER, 2000; YANG; DAVIES; REID, 1996). A possibilidade
de que GA e IAA promovam independentemente a expansdo das células
caulinares € fortemente apoiada pelos dados de Yang, Davies e Reid (1996), que
mostraram que a adicdo de IAA e GA promoveu o crescimento de caules de
ervilha em diferentes areas. Como exemplo, os autores citaram que as células
caulinares podem primariamente ser controladas pela GA, enquanto IAA pode
desempenhar um papel secundario, mas essencial na promocdo da biossintese de
GA. Mas a medida que as células aumentam e amadurecem, o controle da
expansdo celular pode mudar para um controle inteiramente mediado por IAA
(YANG; DAVIES; REID, 1996). BR pode ser um fator permissivo que é
essencial para o alongamento das células caulinares em ambas as fases imaturas
e maduras (CLELAND, 2010). Para Ross et al. (2000), Wolbang et al. (2004) e
Wolbang e Ross (2001) ¢ evidente que, na planta intacta, IAA e GA atuam em
sinergia uma vez que a estimulagdo dos genes da biossintese de GA, GA200x e
GA3ox ocorre por intermédio da IAA.

O crescimento celular (elongation) é mediado pela agdo dos hormonios
no afrouxamento da parede celular. O processo de expansdo é explicado pela

hipbtese, amplamente aceita, de crescimento acido, a qual hipotetiza que a IAA
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acidifica a regido da parede celular, estimulando a célula em questdo a secretar
prétons, o que promove a reducdo do pH extracelular, que por sua vez, aumenta
a atividade das proteinas da parede celular, chamadas expansinas (COSGROVE,
1997). A relagdo entre expansinas, crescimento &cido e auxina foi sugerida por
diversas experiéncias, sugerindo assim que a auxina e expansinas estimulam a
expansdo das células através de uma via comum (COSGROVE et al., 2002).
Adicionalmente estudos sugerem que GA também desempenha papel importante
no processo de expansdo celular. Esses sugerem que o crescimento celular
induzido pelo GA é mediado, em parte, através da agdo da xyloglucano
endotransglicosedases-hidrolase (XETS) juntamente a expansinas que atuam
sobre o afrouxamento da parede celular (NISHITANI, 1997).

Acredita-se que as enzimas XETS, as quais tém sua producdo estimulada
pela GA, aumentam a plasticidade da parede celular pela reorganizacdo do
xiloglucano através de clivagem e re-ligacdo de polimeros de xiloglucano na
parede celular; enquanto que as proteinas expansinas agiriam na perturbacgéo a
adesdo do polissacarideo (COSGROVE, 2000; NISHITANI, 1997). Segundo
Taiz e Zeiger (2006) as expansinas causam o afrouxamento da parede por
atuarem na ruptura das pontes de hidrogénio entre as microfibrilas de celulose e
as hemicelulose, enquanto que IAA e GA agem na quebra das cadeias de
hemicelulose. Segundo os mesmos autores outra possibilidade da acdo da GA
seria a ativac@o da sintese da enzima a-amilase, que promove a diminuigdo do
potencial osmético celular através da formacao de glicose a partir do amido.

Simultaneamente ao afrouxamento da parede celular, o protoplasma
absorve agua, o que permite a expansao celular (TAIZ; ZEIGER, 2006). Assim,
0 potencial de agua no xilema também é determinante no crescimento celular
potencial na zona cambial e zona de células em alargamento (KOZLOWSKI;
PALLARDY, 1997; KRAMER, 1987). O turgor celular ou a plasticidade da

parede é diferencialmente regulado entre os vasos e as fibras (MELLEROWICZ
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et al., 2001). Os vasos crescem muito mais nos sentidos radial e tangencial,
enquanto que as fibras sofrem um aumento maior no seu comprimento
(WENHAM; CUSICK, 1975). A maior capacidade dos vasos em gerar
turgescéncia de crescimento quando comparado as fibras, ou é devido a
expressdo aquaporina (DEBOER; VOLKOQOV, 2003; DREW et al., 2010; LUU;
MAUREL, 2005; VERA-ESTRELLA et al., 2004) ou é devido as diferencas na
atividade dos vactolos (AREND; FROMM, 2003; DREW et al., 2010).

2.3.3 Espessamento e lignificacdo da parede celular

A formacgdo da parede celular e lignificacdo ocorrem no final do
desenvolvimento celular quando ambas as concentracGes de 1IAA e GA sdo
relativamente baixas e estaveis (ISRAELSSON; SUNDBERG; MORITZ, 2005;
TUOMINEN et al., 1997; UGGLA et al., 1996; UGGLA; MELLEROWICZ;
SUNDBERG, 1998). No final desses processos, células indivuduais ativam um
programa de senescéncia intrinseco denominado morte celular programada
(PCD - programed cell death). Muito pouco é conhecido sobre a PCD em
plantas (PENNEL; LAMB, 1997). Segundo Taiz e Zeiger (2006), a PCD dos
elementos tragueais parece ocorrer durante a diferenciacdo, na qual os nicleos e
a cromatina se degradam e o citoplasma desaparece como resultado da ativacao
de genes que codificam nucleases e proteases.

O aparecimento do espessamento secundario na parede celular restringe
completamente o crescimento celular (ABE et al., 1997, 2003), fazendo com que
0 crescimento das células cesse. Para 0 espessamento secundario é necessaria a
reorganizacio das microfibrilas, e esta reorganizacdo precisa de Ca® e
fotossintatos que parecem ser os fatores mais limitantes (KELLER, 1978;
LARSON, 1969; RICHARDSON, 1964 citados por DELEUZE; HOULLIER,

1998). Por exemplo, um aumento do dioxido de carbono aumenta a
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disponibilidade de fotossintatos e proporciona um aumento na espessura da
parede (CONROY et al., 1990 citados por DELEUZE; HOULLIER, 1998).

Os hormdnios também desempenham papel fundamental no
espessamento da parede celular. Quando GA e IAA exdgeno foram aplicados em
caules cujas folhas haviam sido excisadas, concentragdo elevada de 1AA
estimulou a formacao de fibras com paredes secundarias espessas, enquanto que
altos niveis de GA resultaram em fibras com paredes secundarias delgadas
(ALONI, 1979; ROBERTS, 1988). De acordo com Wodzicki e Wodzicki (1980)
ha uma acumulagdo gradual do &cido abscisico na zona cambial e no floema
mais jovem da regido basal do caule de Pinus silvestrys, ao fim de uma estagdo
de crescimento. O aumento de acido abscisico pode até mesmo inibir o fluxo
polar da auxina e como resultado, induzir o aumento da espessura da parede de
traqueideos durante a formagéo de lenho tardio em conifera (ROBERTS, 1988).
Além disso, aplicacdo de etileno aumentou a espessura da parede celular em
experimento realizado por Junghans et al. (2004). H& também indicacGes de que
as aplicacBes de etileno aumentam a deposicao de celulose nos caules de mudas
de Picea abies (INGEMARSON; EKLUND; ELIASSON, 1991).

Conforme demonstrado por Bjorklund et al. (2007), todos os genes da
biossintese da lignina (exceto PttC4H2 e PttHCT?2) foram fortemente induzidos
por IAA. Desta forma, os autores atribuiram a lignificacdo retardada de fibras do
xilema nas arvores tratadas com IAA ao baixo fornecimento de auxina durante o
curso da experiéncia. Esta nocdo é igualmente suportada pela auséncia de
lignificac&o relatada em paredes secundarias de fibras de mutantes deficientes no
transporte polar de auxina (LEV-YADUN; WYATT,; FLAISHMAN, 2004;
ZHONG; YE, 2001). Estudo com Eucalyptus urophylla demonstrou que quando
foram utilizadas aplicagcbes exogenas de acido 2,4-diclorofendxiciacético
(auxina sintética) e acido jasmonico ocorreu aumento no teor de lignina

(MONTEIRO, 2005) e estudo com Eucalyptus grandis quando foram utilizadas
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aplicacdes exdgenas de &cido giberélico e citocinina (BAP) ocorreu redugdo do
teor de lignina (PEREIRA, 2005).

Embora GA néo induza lignificagdo na auséncia de auxina, tem sido
sugerido que GA pode modificar a relagdo siringil/guaiacil (S/G), tal como
deduzido em Coleus spp. (ALONI; TOLLIER; MONTIES, 1990) e em arvores
com supra-producédo de GA (ISRAELSSON et al., 2003). No entanto, Bjérklund
et al. (2007) demonstraram que todos os genes ligados a sintese de lignina
induzidos por GA foram ainda mais fortemente induzidos pela IAA. Segundo os
mesmos autores, é possivel que as modificacdes de lignina observadas por
Israelsson et al. (2003) em arvores com supra-producdo de GA tenham sido

indiretamente causadas pelo aumento dos niveis de auxina nessas arvores.
2.4 Regulacdo de dimensdes e frequéncia celular por gradiente hormonal

Uma série de experimentos com mudas de ervilha forneceram
evidéncias apoiando a hipdtese de que a canalizacdo do fluxo de auxina
determina o padrdo ordenado dos tecidos vasculares das folhas para as raizes
(SACHS, 1981). De acordo com esta hipotese, o fluxo de IAA, que comega por
difusdo, induz um sistema de transporte polar de IAA, que promove sua
movimentacdo e leva a canalizacdo do fluxo de IAA ao longo de uma estreita
“série” de células. Evidéncias moleculares recentes suportam a hipétese de
canalizacdo demonstrando que o rearranjo do fluxo polar de IAA muda a
polaridade do tecido através da modificacdo do sitio da proteina PIN (um
componente essencial envolvido no efluxo da IAA) na membrana plasmatica
(SAUER et al., 2006) como foi previsto pela hipdtese de canalizagéo.

A regulacdo de padrdes determinada pelo fluxo de IAA renovou o
debate sobre um possivel papel da auxina como um morfégeno (SABATINI et
al., 1999). Segundo Morris, Friml e ZaZimalova (2010) do ponto de vista dos

animais, a defini¢do rigorosa de um morfégeno exige: (a) a formacdo de um
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gradiente de concentracdo estavel do composto em questdo; (b) que o composto
em si deve diretamente "instruir" a resposta das células (e ndo funcionar através
de outra via de sinalizacdo); e (c) que a magnitude da resposta (de uma célula)
deve depender da concentragdo do morfogeno. Evidéncias estdo se acumulando,
embora principalmente indireta, para demonstrar as acdes da 1AA em algumas
dessas propriedades.

Medicdes da concentracdo de IAA por espectrometria de massa de alta
sensibilidade em criosec¢Bes tangenciais de 30 pm obtidas na zona cambial e
tecidos adjacentes de Pinus sylvestris L. e Populus tremula L. x Tremuloides
Michx revelaram gradientes de concentracdo que partilham caracteristicas dos
campos morfogenéticos encontrados em sistemas animais (TUOMINEN et al.,
1997; UGGLA et al., 1996). Ambas as espécies exibiram uma elevada
concentracdo de IAA na zona cambial e seus derivados mais recentes. A partir
do valor de pico, a concentragdo diminuiu em direcdo do floema e xilema,
atingindo niveis baixos e relativamente estaveis perto da transicdo entre a zona
de expansdo celular e a zona de deposicdo da parede celular secundaria
(UGGLA; MELLEROWICZ; SUNDBERG, 1998). As derivadas cambiais sdo,
portanto, expostas a um campo estavel de diminui¢do da concentracdo de IAA
durante o seu desenvolvimento em células de xilema e floema, conforme pode

ser observado na Figura 1.
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Figura 1 - Gradiente radial de concentracdo de IAA na zona cambial e tecidos
adjacentes.
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Fonte: Adaptado de Uggla et al. (1996, 1998).

Uglla, Mellerowicz e Sundberg (1998) demonstraram que além de
gradientes radiais de concentracdo de IAA, arvores de Pinus também possuem
gradiente longitudinal de concentracdo de 1AA, com este Ultimo apresentando
concentracdes maximas préximas ao broto apical e diminuicdo gradativa em
direcdo as raizes. As descobertas de Tuominen et al. (1997), Uggla et al. (1996)
e Uglla, Mellerowicz e Sundberg (1998) confirmam que o transporte de auxina
polar continuo através das células meristematicas ou parenquimaticas induz a
uma série complexa de eventos que resultam na formagdo de uma “faixa-
cordao” vascular e finalmente no padrao ordenado continuo a partir das margens
das folhas até a extremidade das raizes (SORCE et al., 2013). Isto sugere que a
diferenciacdo vascular pode ser vista como uma expressdo anatémica do fluxo
de auxina (SACHS, 1981, 2000).

O modelo emergente de atividade cambial regulada pelo transporte polar

de gradientes de auxina difere da visdo classica de morfégenos de animais, que é



29

supostamente livre para difundir-se a partir de uma fonte localizada.
Interessantemente, também no campo animal, o conceito de morfégenio esta
sendo revisto, uma vez que os gradientes de morfogenos classicos parecem estar
ativamente mantidos pelo trafico vesicular (ENTCHEV; GONZALEZ-
GAITAN, 2002), mostrando assim semelhancas com o transporte polar de
auxina.

Os gradientes de concentracdo de auxina no cdmbio vascular e ao longo
do eixo da planta podem, portanto, formar campos morfogenéticos que fornecem
informacGes direcional e posicional para a diferenciacdo das células (ALONI;
ZIMMERMAN, 1983; UGGLA; MELLEROWICZ; SUNDBERG, 1998). Neste
modelo, as concentracdes de auxina sdo convertidas em informacéo de posicéao
através dos genes IAA, cujo nivel de expressdao é regulado por diferentes
concentracdes do horménio. Consequentemente, a expressao de genes 1AA no
cambio, onde as concentracdes de auxina sdo elevadas, iriam contribuir para a
manutencdo de uma populacgdo de células do cdmbio, ao passo que outros genes
IAA que sdo expressos em concentracdes mais baixas de auxina facilitariam as
etapas posteriores do desenvolvimento do xilema (BHALERAO; BENNETT,
2003).

O controle das dimensdes celulares serd entdo imposto pelos gradientes
hormonais. O decrescente gradiente de concentracao de IAA ao longo do eixo da
arvore a partir das folhas (fontes produtoras de IAA) para as raizes resulta num
aumento geral e gradual nas dimensdes dos traqueideos e no diametro dos vasos
com o aumento da distancia a partir de folhas jovens (ALONI, 1987; ALONI;
ZIMMERMANN, 1983; LEITCH, 2001; UGGLA; MELLEROWICZ;
SUNDBERG, 1998; ZIMMERMANN, 1983). A frequéncia de vasos é
controlada pela concentracdo de auxina: altas concentragfes (proximo dos locais
de sintese de auxina- folhas) induzem a maiores frequéncias, enquanto que as

baixas concentragdes (mais abaixo no caule - no sentido das raizes) induzem a
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menores frequéncias, portanto, o gradiente de auxina induz a diminuicdo da
frequéncia de vasos a partir das folhas para as raizes (ALONI, 2001).
Consistentemente, o aumento do didmetro dos vasos estd associado a uma
diminuicdo na densidade de vasos, assim, menores didmetros e maiores
frequéncias de vasos sdo geralmente encontrados nos ramos, enguanto que
maiores diametros e menores frequéncias de vasos sdo observados nas raizes
(ALONI; ZIMMERMAN, 1983; LEITCH, 2001).

Altas concentragBes de 1AA préximas das folhas jovens induzem vasos
estreitos devido a sua rapida diferenciacdo, permitindo apenas tempo limitado
para o crescimento celular; por outro lado, baixas concentra¢des de IAA na parte
inferior (proximo as raizes) resultam na diferenciacédo lenta, o que permite maior
expansdo das células antes da deposicdo da parede secundaria, e desse modo,
resulta em vasos largos (ALONI; ZIMMERMAN, 1983). Esta hipdtese foi
experimentalmente confirmada em 1983 por Aloni e Zimmerman pelo uso de
varias concentracdes de auxina aplicada a caules, que tiveram seus brotos apicais
e folhas removidos.

Estudos utilizando plantas transgénicas com niveis alterados de IAA
confirmaram as relagbes gerais entre a concentracdo de IAA e o diametro e
frequéncia de vaso. Plantas com super producdo de auxina (expressao do gene
iaaM — gene pré-auxina) continha muitos mais elementos de vasos do que as
plantas de controle, e 0s seus vasos eram estreitos (KLEE et al., 1987); por outro
lado, as plantas com niveis reduzidos de auxina (expressdo do gene iaal - gene
anti-auxina) continham menos vasos de tamanho geralmente maior (ROMANO;
HEIN; KLEE, 1991).

A inducdo (frequéncia) e dimensdes do parénquima radial podem ser
explicadas pela “Ethylene Aeration Hypothesis” formulada por Lev-Yadun e
Aloni em 1995. Segundo tal hipétese, a indugdo dos raios vasculares ocorre

principalmente em fungdo do fluxo radial de etileno, o qual é sintetizado nas
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préprias células em diferenciacdo e que se move por centrifugacdo através do
cambio. Enquanto que a regulacdo das dimensdes é também influenciada por
uma diminuicdo nos niveis de auxina das folhas para raizes. A diminuigao
gradual do fluxo polar axial de auxina a partir de folhas para as raizes resulta em
um aumento relativo na influéncia de um sinal de fluxo radial. 1sso resulta em
um aumento de centrifuga no tamanho do raio, de modo que as iniciais radiais
ocupam, gradualmente, regides maiores no cambio de muitas espécies lenhosas.
Explicando assim a tendéncia geral de aumento do tamanho do raio com o
crescimento em circunferéncia do fuste. A hipé6tese sugere que o etileno
influencia o inicio e o tamanho do raio pelo seu efeito negativo conhecido no
transporte polar de auxina (LEV-YADUN; ALONI, 1995).

2.5 Aplicagdes comerciais de horménios na agricultura

A descoberta dos hormonios vegetais e de sua capacidade para regular
0s aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas foram decisivos para
a horticultura, pois eles podem ser aplicados para melhorar a produtividade, a
qualidade e a pds colheita (GREENE, 2010). Desta forma, seus efeitos
fisiol6gicos tém sido estudados visando ao avango no conhecimento da acdo
estimulatéria ou inibitéria no crescimento e desenvolvimento das plantas
(MARTINS; CASTRO, 1999).

As auxinas sdo utilizadas comercialmente hd mais de 50 anos na
agricultura, na prevengdo da absciséo de frutos e folhas, enraizamento de estacas
para propagacao vegetativa, promocdo da floragdo, inducdo de partenocarpia e
raleio de frutos (TAIZ; ZEIGER, 2006). Segundo estes autores, as auxinas
sintéticas (ex.: 2,4-D e dicambra) sdo amplamente utilizadas como herbicidas
gue induzem a excessiva expansao celular e, na sequéncia, a morte da planta.

Os principais usos comerciais de GA (principalmente GAj) estdo

relacionados & promogdo do crescimento de frutiferas, & maltagem da cevada e
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ao aumento da producgdo de agucar em cana-de-acucar (TAIZ; ZEIGER, 2006).
Da mesma forma, inibidores da sintese de giberelinas sdo usados
comercialmente para evitar o alongamento de colmos em algumas culturas. Por
exemplo, para a cultura do trigo, o cloreto de clormequat (OLUMEKUN, 1996)
e o Etil-Trinexapac (ESPINDULA et al., 2009; ZAGONEL; FERNANDES,
2007) tém apresentado bons resultados na reducdo da estatura das plantas e de
perdas por acamamento.

Ha também a aplicacdo conjunta de dois ou mais horménios (por
exemplo: auxina, giberelina e citocinina) ou destes com outras substancias (por
exemplo: amino&cidos, nutrientes e vitaminas) em diversas culturas de interesse
agricola, sdo os chamados bioestimulantes, que podem ser aplicados diretamente
nas plantas ou em tratamento de sementes (KLAHOLD et al., 2006). Esses
biorreguladores favorecem a expressdo do potencial genético das plantas
mediante alteracbes nos processos vitais e estruturais, promovem o equilibrio
hormonal e estimulam o desenvolvimento do sistema radicular (CASTRO;
VIEIRA, 2001; SILVA et al.,, 2008). Muitos desses produtos aumentam a
absorcdo de agua e de nutrientes pelas plantas, bem como sua resisténcia aos
estresses hidricos e aos efeitos residuais de herbicidas no solo
(VASCONCELOS, 2006). Observa-se ainda amplo uso para aumento nha
producdo de grdos em cultura da soja (VIEIRA; CASTRO, 2001), aumento do
rendimento de grdos na cultura do milho (DOURADO NETO et al., 2004) e
melhoria na quantidade e qualidade de fibra em algodoeiro (ALBRECHT et al.,
2009) e linhaca (AYALA-SILVA et al., 2005).



33

3 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a importéncia econdmica que a madeira possui atualmente
e nas prospeccOes para o futuro proximo (material renovavel), é surpreendente
que nossa compreensdo de como a madeira se desenvolve estd longe de ser
concluida. Com algumas excecdes, muito pouco se sabe sobre 0S processos
celulares, moleculares e de desenvolvimento que sdo a base da formacdo da
madeira.

Durante muito tempo, a compreensao do processo pelo qual o cAmbio
vascular produz madeira (xilogénese) progrediu muito lentamente. Houve uma
extensa literatura descritiva abordando as propriedades anatémicas, quimicas e
fisicas da madeira controladas por fatores exdgenos (fotoperiodo, temperatura,
agua, etc), mas a compreensdo dos mecanismos moleculares e fisiologicos da
atividade cambial na formacgdo da madeira ndo teve 0s mesmos avancos. Desta
forma, os estudos sobre xilogénese devem agora englobar a fisiologia e a
biologia molecular. Dentro desse contexto, o estudo dos horménios vegetais e
suas interacdes (fatores enddgenos) no processo de xilogénese se faz de grande
importancia.

O conhecimento aprofundado da xilogénese nos conduzira a um nivel de
entendimento capaz de fornecermos informacdes relevantes para a biotecnologia
da madeira, bem como a aplicabilidade do uso exdgeno de substancias capazes
de alterar o processo de xilogénese. A Tabela 1 apresenta resumidamente a

influéncia dos horménios IAA e GA no processo de xilogénese.
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Tabela 1 - Influéncia dos hormonios IAA e GA no processo de xilogénese.

Hormonio

IAA GA IAA+GA
@ Diviséo + ++ +++
P
= Destino Vaso Indiferenciado Vaso e Fibra
© x
o Expanséo + + +
[72]
o A -
2 Espessamento + - Sem referéncia
[<5]
S | Lignificacdo + - Sem referéncia
o
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CAPITULO 2 ANALISE DO CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO
DO XILEMA SECUNDARIO DE PLANTAS INTACTAS Eucalyptus
grandis X Eucalyptus urophylla TRATADAS COM HORMONIOS
VEGETAIS

RESUMO

O presente capitulo visou estudar a influéncia da aplicacdo conjunta de auxina
(IAA) e giberelina (GA) sobre o crescimento e desenvolvimento do xilema
secundario de plantas de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com temperatura e umidade
relativa controladas. As plantas foram cultivadas em vasos de 9 litros contendo a
mesma mistura de substrato. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com sete tratamentos e cinco repeticbes. Os tratamentos
(combinagdes de horménios IAA e GA;) foram aplicados a cada 15 dias.
AvaliacGes de crescimento (altura, comprimentos e didmetros) foram realizadas
a cada 30 dias. No final do experimento (15 semanas apés transplanto) foram
realizadas medidas de trocas gasosas, massa de matéria seca dos
compartimentos, area foliar e propriedades anatdmicas, quimicas e fisicas da
madeira. Os resultados obtidos foram submetidos & analise de variancia (teste F)
e comparacao das médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados
analisados permitiram observar que a aplicacdo de IAA e GA; via pulverizacao
foliar promoveu maior crescimento das plantas em altura e aumento no contetido
de matéria seca nos compartimentos lenhosos, enquanto que a aplicacdo dos
horménios via sistema radicular promoveu aumento no contelido de matéria seca
de raiz. O gradiente longitudinal de IAA é o responsavel pela regulacdo das
dimensdes e frequéncias dos elementos anatdbmicos, principalmente vasos e
fibras. A aplicacdo de IAA e GA; promoveu a melhoria da qualidade da
madeira, promovendo aumento principalmente no comprimento das fibras. Em
uma analise geral pode-se observar que os tratamentos modificaram diversos
parametros fisioldgicos alterando o desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: Auxina. Giberelina. Caracteristicas da madeira.
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ANALYSIS OF THE GROWTH AND DEVELOPMENT OF THE
SECONDARY XYLEM OF INTACT Eucalyptus grandis X Eucalyptus
urophylla PLANTS TREATED WITH PLANT HORMONES

ABSTRACT

This chapter aimed at studying the influence of the joint application of auxin
(IAA) and gibberellin (GA) over the growth and development of the secondary
xylem of Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla plants. The experiment was
conducted in greenhouse with controlled temperature and relative humidity. The
plants were cultivated in 9 L pots containing the same substrate mixture. The
experimental design was completely randomized with seven treatments and five
replicates. The treatments (combinations of hormones IAA and GAz) were
applied every 15 days. Growth evaluations (height, length and diameter) were
conducted every 30 days. At the end of the experiment (15 weeks after
transplantation), gas exchange, compartment dry matter, foliar area and
anatomic, chemical and physical properties of the wood were evaluated. The
results obtained were submitted to analysis of variance (F test) and the means
were compared by the Tukey test at 5% pf probability. The analyzed results
allowed us to verify that the application of IAA and GA; via foliar pulverization
promoted greater plant growth in height, and increase in the content of wood
compartment dry matter, while the application of the hormones via root system
promoted increase in the content o root dry matter. The longitudinal gradient of
IAA is responsible for the regulation of the dimensions and frequencies of the
anatomic elements, especially vessels and fibers. The application of IAA and
GA:; improved wood quality, increasing, especially, the length of the wood
fibers. In general, we verify that the treatment changed many physiological
parameters, altering plant development.

Keywords: Auxin. Gibberellin. Wood traits.
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1 INTRODUCAO

A analise de crescimento baseia-se, fundamentalmente, no fato de que
cerca de 90%, em média, da matéria seca acumulada pelas plantas ao longo do
seu crescimento sdo resultado da atividade fotossintética. Apesar da
complexidade que envolve o crescimento das espécies vegetais, a analise de
crescimento € um meio bastante preciso para mensurar a contribuicdo de
diferentes processos fisiologicos sobre o comportamento vegetal (BENICASA,
2003).

Segundo Assis (2015), comparativamente ao potencial de produtividade
das florestas plantadas do género Eucalyptus, cujo grande salto ja foi dado, mais
do que dobrando nos Gltimos 20 anos, pode-se afirmar que o grande salto de
qualidade da madeira ainda estd por acontecer. Esta devera ser a préxima
conquista dos programas de melhoramento genético para producdo de celulose
de fibra curta no Brasil e talvez sua maior contribuicdo para o fortalecimento da
indUstria brasileira desse setor. Da mesma forma, hé& necessidade de melhoria na
qualidade da madeira para as demais industrias de base florestal.

Apesar da herdabilidade para caracteristicas tecnoldgicas da madeira e
da polpa ser de média a alta magnitude (DEMUNER; BERTOLUCCI, 1993), os
limites da variabilidade verificados nas espécies tradicionalmente plantadas no
Brasil tornam-se um empecilho a obtencdo de individuos que otimizem as
caracteristicas desejadas e gque sejam capazes de promover saltos quantitativos e
qualitativos na performance da industria de celulose e papel (ASSIS, 2015).
Desta forma, o processo de melhoramento torna-se moroso e de alto custo,
fazendo da manipulacdo quimica (aplicagdo exdgena de hormonios vegetais)
uma alternativa atraente para melhorar as caracteristicas qualitativas e
guantitativas da madeira.

Os efeitos bioldgicos da aplicacdo exdgena de hormdnios vegetais em

associagdo ou ndo com outras substancias em plantas de interesse agronémico
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tém recebido muita atencdo devido ao seu importante uso na agricultura; em
particular, a aplicagdo econdmica de hormonios vegetais para aumentar a
produtividade de soja (VIEIRA; CASTRO, 2001) e milho (DOURADO NETO
et al., 2004), melhorar o rendimento e resisténcia de fibras de algoddo (COPUR
et al., 2010) e outros indicadores de crescimento e desenvolvimento de plantas
agrondmicas (TAIZ; ZEIGER, 2006) estdo consolidados. Porém, poucos estudos
apontam a acdo dessas substancias na produtividade e qualidade do fuste,
principalmente para madeira de arvores do género Eucalyptus. Portanto, séo
justificaveis os esforcos na busca de substancias ativas que possam aumentar a
producdo desta espécie vegetal, visando, principalmente a melhoria da qualidade
da madeira e ao aumento no crescimento.

Diversos horménios estdo envolvidos no processo de xilogénese, no
entanto, as giberelinas (GA) e auxinas (IAA) parecem ser as que desempenham
papel mais proeminente. Isso tem sido fundamentado, com base na capacidade
da giberelina em associacdo com a auxina para induzir a formagdo de uma
mistura de fibras e vasos, e IAA sozinho induzir apenas vasos, sendo assim a
GA um fator essencial para a inducdo de fibras (ALONI et al., 2000). Quando
GA foi aplicado isoladamente, foi observada apenas a divisdo celular cambial,
mas ndo a xilogénese (BJORKLUND, 2007), evidenciando assim o papel da
IAA em estimular a diferenciacdo das células derivadas do xilema, conforme
proposto por Wareing, Hanney e Digby (1964).

O objetivo deste capitulo foi investigar os efeitos da aplicacdo exdgena
de combinac@es de giberelina e auxina sobre o crescimento e as caracteristicas
anatdmicas, fisicas e quimicas do xilema secundario de mudas de um hibrido

clonal de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla.
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2 MATERIAL E METODOS

Plantas do hibrido clonal de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
foram usadas no experimento. As mudas do clone em questdo foram cedidas
pelo viveiro Flora Canad, localizado no municipio de Artur Nogueira — SP.

No dia 17 de junho de 2015 mudas com 60 dias contendo 5 pares de
folhas e altura média de 22,30 cm, foram transplantadas individualmente para
vasos de 9 litros contendo a mesma mistura de substrato (2 partes de latossolo
vermelho de textura média e 1 parte de esterco bovino curtido). Em 16 de julho
(30 dias pds o transplanto) ocorreu a primeira aplicacdo hormonal, a qual foi
recorrente em intervalos de 15 dias por 2 meses, correspondendo em um total de
5 aplicagdes. As plantas foram crescidas em casa de vegetagdo com temperatura

(méxima 26°C) e umidade relativa (minima 65%) controlada.
2.1 Manejo da irrigacéo

O volume de irrigagdo, para cada vaso, correspondeu a quantidade de
agua requerida para elevar a umidade, no volume de substrato contido no vaso,
ao valor equivalente a 70% da condicdo de maxima retencdo de agua naquele
recipiente. A maxima retencdo foi alcangada adicionando-se dgua até a saturacao
do substrato, cessacdo do escoamento e entdo pesagem dos vasos com balanca
digital com precisdo de 5g.

A irrigacdo foi realizada diariamente com o uso de recipiente graduado
para repor, em volume, a quantidade de agua perdida por evapotranspiragéo, que
foi constatada através da diferenca da massa do vaso em sua condigao de 70% da
capacidade de méaxima retencdo e a massa do vaso no dia. Ao longo do
experimento, 14 vasos reservas, 2 para cada tratamento, foram coletados para

obter o peso das plantas e corrigir a quantidade de dgua requerida.
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2.2 Experimento dose-resposta a hormaonios vegetais

Para verificar a sensibilidade das plantas as dosagens hormonais e a
forma de aplicacgdo, foi conduzido um experimento constituido de 6 tratamentos
e 1 controle com 5 repeticbes para cada. A propor¢do de 1:10 (auxina :
giberelina) foi a mesma para todos os tratamentos. A proporgdo entre hormonios
foi escolhida baseando-se em Aloni (1985) que afirma que, em plantas intactas,
as proporcBes de 1:5 até 1:20 (auxina : giberelina) apresentam resultados
satisfatorios, sendo a proporcao de 1:10 a melhor.

Para o experimento de formas de aplicacdo foram testadas: a) Aplicacdo
via pulverizacéo foliar e b) Aplicacgdo via sistema radicular. Os hormonios foram
aplicados conforme as seguintes dosagens, constituindo os tratamentos:
tratamento 1 ambas as formas de aplicacdo (via pulverizacdo foliar e via sistema
radicular) receberam 0,03 mg de IAA/cm® de zona cambial e 0,3 mg de GA/cm®
de zona cambial; o tratamento 2 recebeu o dobro da dosagem do tratamento 1 e

o0 tratamento 3 recebeu o quadruplo da dosagem do tratamento 1.
2.3 Padrao de crescimento da planta

Para estudar o padrdo de crescimento da parte aérea, as plantas foram
medidas mensalmente a partir do tranplantio, com auxilio de um paquimetro
digital e uma trena, até o 106° dia (15 semanas).

Relativo ao caule foram mensurados a distancia entrendés, altura total,
diametro do coleto, didmetro a 10 cm, a 15 cm, a 25 cm, a 35 cm e assim,
sucessivamente, até a altura total. Para os galhos mediu-se o comprimento total,
o didmetro na interseccdo com o fuste, a 10cm, a 15 cm, a 25 cm, a 35 cm e
assim, sucessivamente, até o comprimento total.

MensuragOes de espessura de casca foram realizadas somente uma vez
no final do experimento. Para tal, confeccionaram-se cortes transversais a mao

livre com o auxilio de um bisturi a partir de segmentos de caule obtidos a 10%
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da altura total da planta. As mensuracdes de espessura da casca foram realizadas
sob microscopio de luz utilizando o programa Axiovision 4.5.
O volume do fuste foi obtido pelo método de Smalian por meio da

Equacéo 1.

(91 + 92)
S @

V=L
Em que:
V = Volume do torete (cm®);
L = Comprimento do torete (cm);
g, = area seccional da extremidade inferior do torete (cm®);

g, = area seccional da extremidade superior do torete (cm®).

O volume da ponta (Vponta), foi calculado como um cone, utilizando a

Equacéo 2.

g1 *L
Vponta = 3 (2)

O somatdrio dos volumes de cada torete que formam o fuste propiciou o
volume total do mesmo.

O fator de forma foi obtido pela razdo entre o volume total do fuste
(calculado pelo método de Smalian) e o volume total do fuste considerando o

mesmo de um cilindro.
2.4 Avaliagdes fisiologicas

As avaliagbes de trocas gasosas foram realizadas utilizando-se o

analisador de gas por infravermelho (LI-6400XT Portable Photosynthesis
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System, LI-COR, Lincoln, USA) em folhas completamente expandidas, no 3° ou
4° par de folhas. As caracteristicas avaliadas foram: taxa fotossintética liquida
(A), déficit de pressdo de vapor com base na temperatura da folha (VpdL),
concentracgdo intercelular de CO, (Ci), concentragdo atmosférica de CO, (Ca),
condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E). A eficiéncia de carboxilacdo
(CE) e a eficiéncia instantanea do uso da agua (EUA) foram obtidas pelas
relagdes A/Ci e A/E, respectivamente. As avaliagcdes foram realizadas entre 9 e
10 horas (horario solar). Utilizou-se fonte artificial de radiacéo
fotossinteticamente ativa (PAR) em camara fechada fixada em 1000 umol de
fotons m? s™ (Blue + Red LED LI-6400-02B, LI-COR, Lincoln, USA). A taxa
de assimilagdo de CO, na camara foi medida com a concentragdo ambiente de
CO, que foi de 422,9 + 9,5 umol CO, mol™.

2.5 Determinacdo de massa seca

A massa seca (biomassa) dos componentes das plantas foi obtida de
forma destrutiva no final do experimento. Todas as plantas foram abatidas e os
componentes da copa (galhos e folhas), fuste e raiz foram separados. Todos os
componentes, separadamente, foram levados a estufa de circulacdo e renovacéo
forcada de ar. Fuste, galhos e raizes foram secos a 75 + 2 °C, enguanto que para

folhas utilizou-se a temperatura de 65 + 2 °C até peso constante.
2.6 Determinacéo do indice de &rea foliar (1AF)

O IAF foi determinado utilizando-se a planta média de cada tratamento.
Todas as folhas foram removidas e uma amostra de 5 folhas completamente
expandidas foi retirada. As amostras foram digitalizadas em scanner de mesa em
uma resolugdo de 300 dpi e processadas pelo software ImageJ, obtendo-se a area
foliar das amostras. As amostras de folhas foram levadas a estufa de circulacéo e
renovacao forgcada de ar, a temperatura de 65 °C, até atingirem massa constante,

com posterior determinagdo da massa seca em balanca de preciséo (0,001 g).
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O IAF, por tratamento, foi determinado pela Equacéao 3.

(MSFT * AFA)

Indice de Area Foliar = % (3)

Em que:

MSFT =Massa seca foliar total, em gramas;

AFA= Area foliar da amostra, em m?;

MSFA= Massa seca foliar da amostra, em gramas;

A= area de solo da superficie do recipiente ocupada por uma planta, em

m?, que neste estudo corresponde a 0,283m?.

Apesar de os valores de |AF serem dependentes da area superficial do
vaso, que ndo, necessariamente, representa a area em que uma planta de
eucalipto ocuparia no campo, para este estudo, é Util para comprar as dosagens

hormonais.
2.7 Determinacdo da densidade béasica da madeira

As amostras para densidade basica da madeira foram obtidas a 10, 30 e
50% da altura da planta. Foram realizadas 3 repeticGes por tratamento. A
densidade béasica dos segmentos de caule foi entdo obtida de acordo com o
método descrito na Norma NBR 11941 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS - ABNT, 2003).

2.8 Andlise anatdmica

As amostras para analise anatémica foram obtidas a 10, 30 e 50 % da
altura da planta. Foram realizadas 3 repeticdes por tratamento. A mensuragao de
vasos e parénquima radial foi realizada a partir de fotomicrografias de seccdes

histolégicas com 18 pum de espessura no plano transversal e longitudinal
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tangencial, conforme descrito por Mauri (2010). Para mensurages das fibras
realizou-se a dissociacdo dos elementos celulares (maceragdo) segundo o
método preconizado por Dadswell (1972). O nimero de células por série (linha
de células) ao longo do raio transversal do caule foi computado apenas para a
posicdo 10% da altura da planta no xilema secundario, com 3 repeti¢des por
planta. Assim, o nimero médio de células por série corresponde ao nimero
médio de células que constituem o raio de xilema secundario.

As mensuracGes foram realizadas com auxilio do software analisador de
imagem Axiovision 4.5. O numero observacdo baseou-se na obtencdo da
suficiéncia amostral, considerando-se limite de erro de 10% e significancia de

5%, conforme Equacéo 4.

t? * s2
n= T (4)

Em que:

n = numero ideal de unidades amostrais

t = valor tabelado para determinado nivel de significancia
s? = variancia da amostra piloto

E = erro, dado pela Equacéo 5.

E=LEx*x (5)
Em que:
LE = limite de erro

X = média

Com intuito de verificar as diferengas nas caracteristicas anatdmicas

entre as formas de aplicagdo hormonal (via sistema radicular ou via pulverizagdo
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foliar) e também entre as dosagens (1, 2, 3) realizou-se a ponderacéo dos valores
das caracteristicas anatdmicas obtidas nas diferentes posi¢coes do caule

baseando-se no seu volume ocupado.
2.9 Composicdo quimica da madeira

As anélises quimicas da madeira foram realizadas a partir da
homogeneizacdo dos caules de trés plantas por tratamento, sendo formada uma
amostra composta por tratamento. Em seguida, este material foi moido e
classificado em peneiras sobrepostas de 40 e 60 mesh. A fracdo utilizada foi
aquela que passou pela peneira de 40 e ficou retida na de 60 mesh. Esse material
foi levado para a cdmera de climatizacdo com temperatura de 20 + 3 °C e
umidade relativa de 65 + 2 %, permanecendo nessas condicOes até
homogeneizac¢do da umidade.

Foram determinados os teores de extrativos totais de acordo com as
Normas M3/89 (ASSOCIACAO BRASILEIRA TECNICA DE CELULOSE E
PAPEL - ABTCP, 1974). O teor de lignina insolavel (Klason) foi obtido de
acordo com a metodologia proposta por Gomide e Demuner (1986) e o teor de
lignina soltvel (Klason) em &cido sulfurico foi determinado de acordo com a
metodologia proposta por Goldshimid (1971). O teor de lignina total foi obtido

pelo somatdrio dos teores de lignina soltvel e insolavel.
2.10 Anélise estatistica

Na analise estatistica utilizou-se o programa R versdo 3.3.0 (R CORE
TEAM, 2016). A analise de variancia (Teste F) foi realizada e, uma vez
significativa, aplicou-se o teste de comparagcdo multipla de Tukey a 5% de
significancia. As pressuposi¢cdes de homogeneidade da variancia e normalidade
dos residuos para as caracteristicas estudadas foram verificadas pelos testes de

Levene e de Shapiro-Wilk, a 5% de significancia, respectivamente. Ndo houve
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violagcdo dessas pressuposicOes. Para andlise de correlacdo foi utilizada a

correlacdo linear de Pearson.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Crescimento e alteracdes fisioldgicas das plantas em experimento dose-

resposta a hormonios vegetais

Nessa secdo serdo apresentados os resultados e discussGes referentes ao
crescimento em termos volumétrico e de biomassa, trocas gasosas e alocacao e

particdo de biomassa na planta.
3.1.1 Analise de crescimento

Conforme apresentado no grafico da Figura 1 os tratamentos que
receberam hormoénio via sistema radicular ndo diferiram estatisticamente do
controle com relacdo a altura e didmetro a 10 cm de altura total, no entanto em
termos de volume os tratamentos 2 e 3 se diferiram estatisticamente do controle
apresentando maiores volumes. Relativo aos tratamentos que receberam
horménio via pulverizacdo foliar estes se diferiam estatisticamente tanto do
controle como dos tratamentos com aplicagdo hormonal via sistema radicular
apresentando maiores alturas, diametros a 10 cm e volume de fuste.

Observando as variacGes dendrométricas dentro (entre dosagens) dos
tratamentos com aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar notamos uma
tendéncia de aumento das mesmas no tratamento com menor dosagem
(tratamento 1) para o tratamento com dosagem intermediaria (tratamento 2)
seguido de decréscimo na maior dosagem hormonal (tratamento 3). Este
comportamento também é observado nos tratamentos que receberam hormonio
via sistema radicular, mas de uma forma menos significativa.

A correlagdo entre altura da planta e comprimento de fibras foi de 0,62,
enquanto que a correlacdo entre altura da planta e distancia entrends foi de 0,99.
A correlacdo entre diametro do caule a 10% e largura das fibras a 10% da altura
da planta foi de 0,71, enquanto que a relagdo com numero de células por série

radial do xilema secundario foi de 0,98.



62

Figura 1 — Caracteristicas dendrométricas por tratamento.
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*Meédias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de significancia.

Conforme apresentado na Tabela 1 maiores valores médio para raio do
caule, raio de xilema secundario, raio de medula+xilema primario e largura do
cambio vascular foram observados nos tratamentos com aplicacdo hormonal via
pulverizacdo foliar. Esses tratamentos se diferiram tanto do controle como dos
tratamentos com aplicacdo hormonal via sistema radicular, mas ndo se diferiram
entre as diferentes dosagens hormonais. Desta forma, a melhor dosagem é
aquela utilizada no Tratamento 1, uma vez que, com menores quantidade de

hormoOnio obteve-se 0os mesmos resultados em crescimento. Relativo aos
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tratamentos com aplicacdo hormonal via sistema radicular estes ndo se diferiram
do controle e nem entre suas diferentes dosagens hormonais.

As espessuras médias de casca nos tratamentos com aplicagcdo hormonal
via sistema radicular e no tratamento controle foram estatisticamente maior que
nos tratamentos com aplicagdo hormonal via pulverizagdo foliar. Nao houve
diferenciagdo estatistica entre as dosagens hormonais em ambas as formas de
aplicacdo dos hormonios (TABELA 1).

O ntmero de células por série radial de xilema secundario é um reflexo
da quantidade de vezes que a inicial cambial entrou em mitose. Relativo a isso,
nota-se que maiores valores sdo observados nas plantas que receberam hormonio
via pulverizacdo foliar, seguidas, de uma maneira geral, das plantas dos
tratamentos com aplicagdo hormonal via sistema radicular e por fim pelas
plantas controle (TABELA 1).

Para o fator de forma (afilamento) do caule, observam-se que apenas 0s
tratamentos 2 e 3 com aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar diferiram-se
estatisticamente apresentando menores valores. N&o houve significancia
estatistica entre as diferentes concentracGes hormonais de ambas as formas de
aplicacdo dos horménios (TABELA 1).



Tabela 1 - Propriedades dos tecidos constituintes do caule por tratamento.

Tratamento
Mensuracdes Aplicacdo via raiz Aplicacéo via folha
Controle 1 2 3 1 2 3
Raio médio do caule (um) 4620 b*  4975b  4938b  4763Db 5850 a 6200a 5713a
Raio médio do xilema secundario (um) 3426 b 3848b  3775b  3735b 4712 a 4999a 4636 a

Raio médio de medula + xilema primario (um)
Largura média do cambio vascular (um)

Espessura média de casca (um)
Numero médio de células por série do xilema

secundario

Fator de forma

361b 370b 356 b 381b
173 b 182 b 184 b 183 b
524 a 521 a 577 a 530 a

208 ¢ 238b 241b 209 ¢

0,50 a 0,47 a 0,49 a 0,50 a

434 a 405 a 450 a
267 a 271a 262 a
443 b 486 b 399 b

286 a 330a 288 a

0,43ab 0,36 Db 0,38Db

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

79
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O crescimento radial e longitudinal dos caules, neste trabalho, pode ser
atribuido a um ou ambos dos seguintes fatores: a uma alteracdo dependente dos
hormdnios no nimero de células do xilema e uma mudanca dependente dos
hormdnios nas dimensdes individuais das células do xilema. Em geral, tem sido
relatado que a aplicacdo exdgena de GA estimula o crescimento do caule e
xilogénese (BRADLEY; CRANE, 1957; MCKENZIE; DEYHOLQOS, 2011;
MODESTO; RODRIGUES; PINHO, 1996), mas ndo a expansdo do floema
(BRADLEY; CRANE, 1957). Estudos com aplicacdo de IAA exdgeno também
relatam o estimulo a expansao do xilema induzido por IAA (EL-SHOURBAGY;
ABDEL-GHAFFAR; EL-NAGGAR, 1995; SAMANTARAI; NANDA, 1979;
SNOW, 1935). Enquanto que a aplicacdo de ambos, GA e IAA, tem sido
relatada por ter um efeito aditivo na diferenciagdo do xilema (BJORKLUND et
al.,, 2007; DIGBY; WAREING, 1966; WAREING, 1958), o que justifica a
aplicacdo dos dois horménios nas plantass deste estudo.

Os resultados obtidos neste estudo (TABELA 1 e FIGURA 1) para os
tratamentos com aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar estdo em acordo
com os estudos anteriormente citados, uma vez que o desenvolvimento dos
tecidos xilematicos foi favorecido, diferentemente do desenvolvimento do
floema. Possivelmente o transporte de IAA ocorreu via rota interna, descendo
pelo cAmbio vascular, conforme observado por Aloni (2004). Quanto ao
transporte de GA, apesar de pouco estudado e até mesmo controverso (DAVIES,
2004), acreditamos que seu transporte até o cambio vascular tenha, de fato,
ocorrido. 1sso porque trabalhos com aplicacdo hormonal via pulverizacéo foliar
demonstraram que a aplicacdo conjunta de IAA e GA é mais eficiente em
promover o desenvolvimento do xilema que quando aplicadas isoladamente
(BJORKLUND et al., 2007; DIGBY; WAREING, 1966; WAREING, 1958),
sugerindo que GA atinge o cambio vascular quando aplicado via pulverizacdo

foliar.
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Os menores volumes de caule apresentados pelo tratamento 3 com
aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar (FIGURA 1) foram, possivelmente,
causados pela intoxicacdo a IAA, que pode pelo menos parcialmente, ser
explicada pela interacdo (cross-talking) com a via biossintética do etileno
(AYALA-SILVA et al., 2005; ROMANO; COOPER; KLEE, 1993), o qual inibe
o0 alongamento de caule em muitas espécies (DAVIES, 2004).

Os tratamentos com aplicacdo hormonal via sistema radicular
apresentaram valores dendrométricos menores quando comparados aos
tratamentos que receberam hormonio via pulverizacdo foliar (FIGURA 1) e ndo
se diferiram estatisticamente do controle com relacdo ao desenvolvimento dos
tecidos do xilema e floema, exceto para o nimero de células por série radial do
xilema secundario (TABELA 1). No entanto, comparados ao controle, observa-
se uma tendéncia de maiores valores para 0s mesmos nas plantas que receberam
horménio via sistema radicular, o que culminou com a significancia estatistica
no volume total do caule (FIGURA 1). O reduzido nimero de células por série
radial do xilema secundario observado para o tratamento 3 (com aplicacdo
hormonal via raiz) pode ter sido causado por um desbalanco hormonal que
acarretou em uma diminuicdo da divisao celular.

Como ndo foram encontrados estudos relatando a aplicacdo de 1AA e
GA via sistema radicular, podemos supor as seguintes explicacdes para 0s
resultados encontrados nas plantas dos tratamentos que receberam horménio via
sistema radicular: a) a via de transporte do IAA, b) o ndo transporte de GA, e ¢)
0 ndo transporte da totalidade dos horménios aplicados (imobilizagdo no solo).
Acreditamos que o IAA tenha sido transportado pela via ndo polar, em que o
IAA pode se mover para cima no floema, conforme demostrado por Aloni
(2004). Esta via de transporte possivelmente foi a responsavel pela tendéncia de
maiores espessuras de casca para essas plantas quando comparadas as plantas

dos tratamentos que receberam hormonios via pulverizacdo foliar (TABELA 1),
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uma vez que a proximidade do tecido a fonte do horménio influencia no seu
fornecimento (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Os maiores volumes de caule observados para os tratamentos com
aplicacdo hormonal via sistema radicular quando comparados ao controle e 0s
menores volumes guando comparados as plantas dos tratamentos com aplicagédo
hormonal via pulverizacdo foliar (FIGURA 1) ou é devido a um transporte
deficiente de GA a ponto de influenciar apenas fracamente a expansao do xilema
(comparado com as plantas dos tratamentos com aplicagdo hormonal via
pulverizagdo foliar), ou € devido a acdo solitaria de IAA que, apesar de ser
menos influente que em sinergismo com GA (BJORKLUND et al., 2007,
DIGBY; WAREING, 1966; WAREING, 1958), é também capaz de estimular a
expansdo do xilema (EL-SHOURBAGY; ABDEL-GHAFFAR; EL-NAGGAR,
1995; LEITCH; SAVIDGE, 1995; SAMANTARAI; NANDA, 1979; SNOW,
1935). O transporte de giberelina é pouco compreendido e o0s estudos existentes
possuem respostas divergentes ou aditivas, por exemplo, pensava-se que a
giberelina fosse transportada no floema e xilema (DAVIES, 1995). No entanto,
novas evidéncias sugerem gue a biossintese de giberelina e a sua a¢do ocorrem
nos mesmos tecidos, e possivelmente até mesmo nas mesmas células
(SPONSEL; HEDDEN, 2004). Diante do exposto e considerando as sutis
variacBes no crescimento das plantas tratadas com hormonio via sistema
radicular em comparagdo ao controle e das grandes variagcbes quando
comparadas as plantas dos tratamentos com aplica¢do hormonal via pulverizacao
foliar (TABELA 1 e FIGURA 1), parece mais provavel que nas plantas dos
tratamentos com aplicagdo hormonal via sistema radicular tenha havido apenas a
influéncia do IAA no seu desenvolvimento. Dessa forma, os resultados da
Tabela 1 e Figura 1 sugerem que a giberelina, em plantas intactas de Eucalyptus,
é transportada até a zona cambial apenas quando aplicada via pulverizagdo

foliar.
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A diferenca observada na largura do cdmbio vascular entre as formas de
aplicacdo hormonal (TABELA 1) pode ser interpretada como um indicativo da
baixa eficiéncia da aplicacdo hormonal via sistema radicular na promogéo da
xilogénese. A qual pode ser originada pela maior proximidade das células do
floema ao I1AA (TAIZ; ZEIGER, 2006), uma vez que acreditamos que o IAA
tenha sido transportado até o caule via floema, conforme demonstrado por Aloni
(2004); e ainda pelo ndo transporte de GA, conforme discutido anteriormente
nesta secao.

Como a altura das plantas melhor se correlacionou com a distancia
entrenos (rvy = 0,99) e correlacionou-se fracamente com o comprimento das
fibras (r«y = 0,62) acreditamos que, em plantas intactas de Eucalyptus, GA afeta
fortemente a taxa de divisdo das células que compdem o meristema apical.
Resultados similares foram observados por Cho e Kende (1997) que estudando
arroz de &guas profundas, que sofre rapido alongamento do caule, apés
submersdo, mostraram que o alongamento ocorreu através de um aumento na
divisdo celular do meristema intercalar. Divisdo celular que foi induzida por GA
na transicdo de G, para a fase S (LORBIECKE; SAUTER, 1998). Este resultado
¢ mais uma evidéncia do ndo transporte de GA nas plantas tratadas com
hormdnio via sistema radicular.

O diadmetro do caule melhor se correlacionou com o numero de células
por série radial do xilema secundario (r,y, = 0,98), no entanto, também
apresentou uma correlagdo moderada com a largura das fibras (ryy, = 0,71).
Estudos de gradientes radiais de concentracBes hormonais em caule de arvores
tém sugerido que IAA tem maior influéncia na divisdo celular radial e GA maior
influéncia na expansdo celular radial (ISRAELSSON et al., 2005; TUOMINEN
et al., 1997; UGGLA et al., 1996; UGGLA; MELLEROWICZ; SUNDBERG,
1998). No entanto, quando GA é aplicado isoladamente observa-se divisdo

celular cambial (BJORKLUND, 2007), enquanto que o processo de expansio
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celular é explicado pela hipdtese, amplamente aceita, de crescimento &cido, a
qgual hipotetiza que a auxina desempenha papel central no processo
(COSGROVE, 1997). Essas observagdes e outras relacionadas a ativacdo de
genes levaram a hipotetizacdo que o processo de expansdo celular ocorre pelo
sinergismo entre a auxina e a giberelina (ROSS et al., 2000; WOLBANG et al.,
2004; WOLBANG; ROSS, 2001). Nosso estudo corrobora com essa hipotese,
uma vez que, maiores larguras de fibras foram observadas nas plantas que
receberam hormonio via pulverizagdo foliar (TABELA 5). A significancia
estatistica no nimero de células por série radial do xilema secundario entre os
tratamentos com aplicacdo hormonal via pulverizagdo foliar e controle, e entre o
controle e os tratamentos 1 e 2 com aplicacdo hormonal via sistema radicular,
conforme apresentados na Tabela 1, em conjunto com resultados de Bjorklund
(2007) e Cosgrove (1997) leva a especulacdo de que o sinergismo entre I1AA e
GA também pode ser verdadeiro sobre a taxa de divisdo celular radial.

Menores valores de afilamento nos tratamentos que receberam horménio
via pulverizacdo foliar (TABELA 1) possivelmente se devem a alta taxa de
divisdo celular do meristema apical, conforme verificado por Cho e Kende

(1997) e discutido anteriormente nesta se¢do para altura das plantas.
3.1.2 Trocas gasosas

Verifica-se pela Tabela 2, que os tratamentos que receberam hormonio
via sistema radicular diferiram estatisticamente do controle e dos tratamentos
que receberam hormonio via pulverizacdo foliar apresentando menores taxa
fotossintética liquida (A), eficiéncia instantanea de carboxilacdo (CE) e déficit
de pressdo de vapor com base na temperatura da folha (VpdL). Quanto a
transpiragdo (E) e a condutadncia estomitica (gs) apenas as plantas que
receberam maior dosagem hormonal (Tratamento 3) via pulverizacdo foliar

diferiram-se estatisticamente apresentando maiores valores. Relativo a
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concentracdo intercelular de CO, (Ci), independente da forma de aplicacdo
hormonal, as plantas que receberam hormonio apresentaram maiores valores. A
eficiéncia de uso da agua (EUA) ndo apresentou significancia estatistica entre os
diferentes tratamentos.



Tabela 2 — Taxa fotossintética liquida (A), eficiéncia instantanea de carboxilacdo (CE), déficit de pressdo de vapor com

base na temperatura da folha (VpdL), transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs), concentracdo
intercelular de CO, (Ci) e eficiéncia de uso da agua (EUA) por tratamento.
Tratamento -
A CE VpdL E gs Ci EUA
Controle 10,65 a* 0,03a 1,17a 3,85b 0,32b 337,88b 2,65 a
- (1,41/13,24)" (0,01/13,74) (0,03/2,64) (0,67/16,49) (0,06/18,57) (6,63/1,96) (0,31/11,68)
1 6,31b 0,02b 0,97b 2,94b 0,30b 364,84 a 2,74 a
g N (2,53/40,09) (0,01/36,98) (0,18/18,05) (1,52/51,30) (0,18/58,68) (33,88/9,29) (1,46/53,27)
©
S 3 2 6,91b 0,02b 0,95b 4,06 b 0,41b 375,12 a 1,96 a
<> (1,02/14,72)  (0,01/15,09) (0,08/8,04) (0,75/17,93) (0,09/22,83) (568/1,51) (0,31/18,50)
- 3 7,43Db 0,02b 0,87b 3,19b 0,34 b 364,32 a 2,39a
(0,30/4,05)  (0,01/5,28) (0,10/12,00) (0,49/15,32) (0,08/23,75) (17,51/4,81) (0,47/19,62)
1 7,82 ab 0,03 a 1,07 a 3,04b 0,26 b 365,93 a 2,60 a
g (1,79/22,94) (0,01/23,47) (0,10/9,46) (0,76/24,83) (0,09/34,45) (6,56/1,79) (0,39/14,89)
s 2 9,64 ab 0,03a 114a 3,80b 0,31b 343,39 a 2,63a
g5 (0,62/6,44)  (0,01/7,86) (0,09/7,82) (0,81/21,27) (0,10/30,88) (15,28/4,49) (0,53/20,15)
| 3 10,49a 0,03a 1,01a 4,63a 0,43a 359,71a 2,28a
(1,49/14,21) (0,01/15,00) (0,05/5,68) (0,30/6,47) (0,04/8,86) (591/1,64) (0,38/16,73)

*Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

significancia.

! Valores referentes a desvio padrdo e coeficiente de variagdo (%), respectivamente.

1.
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A significativa inibicdo da taxa fotossintética liquida (A) apresentada
pelas plantas que receberam hormonios via sistema radicular ndo pode, neste
estudo, ser atribuida a diminuicdo na aquisicdo de CO2 devido ao fechamento
estomatico como ¢ justificado em alguns estudos (MA et al., 1997; MELONI et
al.,, 2003; SCHMUTZ, 2000), pois ndo houve diferenca estatistica na
condutancia estomatica (TABELA 2). Desta forma, outras limitacGes, ndo
estomaticas, podem estar ocorrendo como indicado pelo aumento na
concentracdo intercelular de CO, (Ci) nas plantas que receberam horménios em
comparacdo as plantas do tratamento controle (TABELA 2). Se Ci est4 alto
significa que o CO, esta chegando as células do mesofilo foliar, mas este ndo
estd sendo fixado na fase carboxilativa, possivelmente por reducédo na eficiéncia
carboxilativa da rubisco (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase),
culminando assim na reducdo da taxa fotossintética. Essa ideia é apoiada pelos
resultados obtidos para a eficiéncia instantanea de carboxilacdo (CE), as quais
foram menores nas plantas que receberam horménio via sistema radicular
(TABELA 2), uma vez que a CE indica a capacidade de fixacdo de CO, pelo
pool de enzimas (rubisco e PEPCase) (TAIZ; ZEIGER, 2006). Os ajustes
internos ndo estomaticos mais comumente observados incluem a reducdo da
atividade de algumas enzimas do ciclo de Calvin e Benson (DUA et al., 1994;
KICHEVA; TSONEV; POPOVA, 1994), inibicdo do transporte de
fotoassimilados (MASOJIDEK et al.,, 1991) e alteracbes do estoque de
carboidratos nas células (QUICK et al, 1992). Os mesmos valores de
condutancia estomatica entre as plantas do tratamento controle e as plantas dos
tratamentos que receberam hormonios via sistema radicular deve-se
possivelmente a reducdo do VpdL nas plantas que receberam hormonios via
sistema radicular, uma vez que tem sido observada reducdo na condutancia

estomatica (gs) sob altos valores de déficit de pressdo de vapor para diversas
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espécies (GUEHL; AUSSENAC, 1987; MACFARLANE; WHITE; ADAMS,
2004; MORECROFT; ROBERTS, 1999).

Apesar da significativa reducdo da taxa fotossintética liquida (A) nas
plantas que receberam hormonio via sistema radicular (TABELA 2), ndo houve
alteragdo significativa em termos de massa seca total nessas plantas quando
comparadas as plantas do tratamento controle (TABELA 4). Em um primeiro
momento, poderiamos esperar uma reducdo em acimulo de massa seca com a
reducdo da taxa fotossintética, uma vez que a fotossintese ¢ um fator de grande
importancia no balanco de carbono das plantas, no entanto, essa relacdo nao é
direta. A explicagdo para esse resultado pode estar relacionada as melhorias na
utilizacdo de fotoassimilados pelos drenos, conforme verificado por Lawlor
(1995) em plantas de programas de melhoramento genético, em que maior
potencial produtivo tem apresentado melhorias relacionadas a utilizagdo de
fotoassimilados pelos drenos sem aumento da fotossintese por unidade de area
foliar. A melhor utilizacdo de fotoassimilados pelos drenos pode ser uma
consequéncia dos hormdnios aplicados exogeneamente.

Relativo as plantas dos tratamentos que receberam horménio via
pulverizacdo foliar, apenas o tratamento 3 diferiu-se do tratamento controle
apresentando maior condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E). Maior E nas
plantas deste tratamento possivelmente foi responsavel pelos menores valores de
massa seca total (TABELA 4).

Conforme é observado na Tabela 3, a distancia entrenos foi
estatisticamente maior nos tratamentos com aplicagdo hormonal via pulverizagdo
foliar, ndo havendo significancia estatistica entre as diferentes concentragdes
hormonais de ambas as formas de aplicacdo dos horménios. Relativo ao indice
de &rea foliar, apenas os tratamentos 2 e 3 com aplicagdo hormonal via
pulverizacdo foliar diferiram-se estatisticamente do controle apresentando

menores valores.
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Tabela 3 — Arquitetura da copa por tratamento.

Tratamento Distancia entren6 (cm) indice de area foliar
Controle 7,42 b* 3,65a
o (0,87/11,75) (0,50 / 13,76)
1 7,07b 2,81a
3 (0,38/5,39) (0,43 / 15,48)
8< 2 7,77b 317a
g3 (0,42 / 5,36) (0,62 /19,54)
3 6,87 b 2,93a
(0,34 / 4,96) (0,49/ 16,69)
2 [ 1 11,04a 305a
5 (0,91/8,26) (0,33/10,99)
85 2 12,84 a 2,20b
ha (0,52 / 4,04) (0,42 / 19,10)
2 3 11552 2,03b
| (0,59/5,13) (0,30/14,54)

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5%

de significancia.

! Valores referentes a desvio padrdo(cm; adimensional) e coeficiente de variacdo (%),
respectivamente.

As maiores distancias entrends nas plantas que receberam horménio via
pulverizacdo foliar devem-se a alta taxa de divisdo celular do meristema apical
promovido pela GA, conforme verificado por Cho e Kende (1997) e discutido na
secdo 3.1.1 para altura das plantas.

Massa seca total significativamente maior nas plantas do tratamento 1
(TABELA 4), que receberam hormdnios via pulverizacdo foliar, pode ser
explicada pela melhoria na utilizac&o de fotoassimilados pelos drenos, conforme
verificado por Lawlor (1995) e Long (2006) aliado ao indice de area foliar (IAF)
estatisticamente igual e distancia entrenés significativamente maiores que o
controle (TABELA 3). Maiores distancias entren6s podem promover melhoria

na eficiéncia de interceptagdo de luz, uma vez que quanto maior a distancia
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entren6s menores sdo as chances de auto sombreamento nas folhas inferiores,

conforme pode ser observado na Figura 2.



Figura 2 — Aparéncia das plantas tratadas com diferentes concentragcdes hormonais, 106 dias apés o plantio (continua).
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Tratamento 1 (Via Raiz) Tratamento 2 (Via Raiz) Tratamento 3 (Via Raiz)




Figura 2 — Aparéncia das plantas tratadas com diferentes concentra¢cbes hormonais, 106 dias ap6s o plantio
(conclusdo).

Tratamento 1 (Via Folha) Tratamento 2 (Via Folha) Tratamento 3 (Via Folha)
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A distancia entrents além de afetar na interceptacdo de luz também é um
fator importante na qualidade da madeira, uma vez que determinara a quantidade
de nds. O nd é considerado o defeito mais determinante para a classificacdo da
qualidade da madeira (VIEIRA et al., 2010). Por isso, maior distancia entrenos é
desejavel por reduzir a sua quantidade na madeira. A desrama artificial, por ser
uma atividade de alto custo, somente € utilizada quando o rendimento do talhdo
compensa 0s custos operacionais (MONTAGU; KEARNEY; SMITH, 2003).
Desta forma, alteracdes no espagamento do plantio é a técnica silvicultural mais
empregada para redugdo da incidéncia de n6s (GOULART et al., 2003). Mas,
como arvores com maiores diametros, principalmente para a industria de
madeira sélida, também sdo requisitos para a qualidade da madeira e como tais
caracteristicas sdo obtidas de maneira antagonica, a aplicacdo de espagamento
intermediario é recomendada como a melhor forma de atender a ambos
(SANQUETTA et al., 2003). O uso de hormdnios pode ser uma alternativa a
desrama artificial na melhoria da qualidade da madeira, uma vez que baixa
dosagem (tratamento 1 com aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar)
aumentou o didmetro do fuste sem grandes perdas no afilamento (FIGURA 1 e
TABELA 1).

3.1.3 Alocacéo e particdo de biomassa

Como os fotoassimilados constituem mais de 90% da massa seca da
planta (LALONDE et al., 2003) quando mensuramos a massa seca (biomassa)
dos compartimentos das plantas estamos mensurando a particdo de
fotoassimilados.

Conforme apresentado na Tabela 4, os tratamentos que receberam
hormdnios via sistema radicular ndo diferiram estatisticamente do controle com
relagdo a produgdo de massa seca nos compartimentos fuste (lenho+casca),

folnas e galho. Diferenca estatistica foi observada somente para o
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compartimento raiz, em que maiores valores foram observados no tratamento 2.
Vale ressaltar que apesar de ndo significativa hd uma tendéncia de menores
valores de massa seca serem observados no tratamento 3, o que culminou em
menores valores de massa seca total para o referido tratamento.

Relativo aos tratamentos que receberam horménios via pulverizacdo
foliar, observa-se que para os compartimentos galhos e raizes, apenas houve
diferenciagdo estatistica para o tratamento 3. No entanto, observa-se uma clara
reducdo da massa seca desses compartimentos com 0 aumento da dosagem
hormonal. Tal tendéncia fica evidenciada no comportamento do compartimento
folha e na massa seca total. Relativo ao acimulo de massa seca no fuste, nota-se
diferenca estatistica entre todos os tratamentos, em que maiores valores de
massa seca Sd0 observados para o tratamento 2 e menores valores para 0
tratamento 3 (TABELA 4).

A aplicacdo hormonal via raizes propiciou maior acimulo de massa seca
no compartimento raiz, enquanto gue a aplicagdo via pulverizacdo foliar induziu
0 acimulo de massa seca nos compartimentos lenhosos (Fuste + Galhos). Maior
acimulo de massa seca total foi encontrado no tratamento 1 com aplicacdo
hormonal via folha (TABELA 4).



Tabela 4 — Producdo de massa seca por compartimento da planta por tratamento.

Massa seca média por planta (g)

Compartimentos

Tratamento
Fuste Folhas Galhos Raiz Total
12,20 d* 61,42a 17,54b 21,05 b 112,22 b
(0,67/5,52)* (5,2218,50) (1,18/6,72) (2,05/9,72) (4,2313,77)
10,07 d 53,58 a 17,17b 21,31b 103,03 b
o (0,93/8,45) (4,81/8,98) (295/17,15)  (2,74/12,85) (6,61/6,41)
]
S 3 13,19 d 52422 17,68 b 27,70 111,00 b
35 (1L54/1164)  (11,21/1238)  (227/12,82)  (0,93/334)  (12,39/11,17)
o 12,22 d 4478 14,86 b 20,03 b 91,89 be
(0,6 /4,94) (8,9/15,88) (173/1166)  (2,71/1352)  (11,90/12,95)
31,61b 52,12a 27,06a 21,89 b 132,68 a
S (0,96 /3,03) (6,96/1335)  (324/1197)  (2,9/13,26) (7,8915,95)
o=
s 37,21a 35,28 ab 2304a 19,64 b 115,16 b
23S (394/1060)  (7,58/15,49) (1L76/7,64)  (1,98/1011)  (10,53/9,39)
- 26,28 ¢ 23,68 b 13,70 b 10,76 ¢ 74,42 C
(1,53/5,81) (403/1601)  (2,53/1849)  (1,29/11,95) (6,5418,79)

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

significancia.

! Valores referentes a desvio padrdo(g) e coeficiente de variacio (%), respectivamente.
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Como pode ser observado na Figura 3 ndo houve grandes alteracdes na
particdo de fotoassimilados nos tratamentos com aplicagdo hormonal via sistema
radicular quando comparado ao tratamento controle. Por outro lado, nos
tratamentos com aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar a particdo de
fotoassimilados alterou-se substancialmente.

No tratamento controle aproximadamente 55% dos fotoassimilados
foram destinados as folhas, 26% para os compartimentos lenhosos (Fuste +
galho) e 19% para as raizes. Enquanto que para os tratamentos com aplicagdo
hormonal via sistema radicular foi, em média, de aproximadamente 49% para as
folhas, 28% para os compartimentos lenhosos (Fuste + galho) e 23% para as
raizes. Ja para os tratamentos via pulverizacao foliar a particdo foi, em média, de
aproximadamente 33% para as folhas, 51% para os compartimentos lenhosos
(Fuste + galho) e 16% para as raizes.

Nota-se ainda que, nos tratamentos 1 e 2 (aplicacdo hormonal via
pulverizacdo foliar), houve um aumento progressivo da destinacdo de
fotoassimilados para os compartimentos lenhosos (fuste + galhos) (FIGURA 3).
Enquanto que no tratamento 1 a particdo para compartimentos lenhosos
representava aproximadamente 44%, nos tratamentos 2 e 3 a parti¢do para 0s

mesmos compartimentos foi de aproximadamente 54%.



Figura 3— Particdo de massa seca por compartimento da planta por tratamento.
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A aplicagdo hormonal por duas vias (raiz e folha) teve como intuito
verificar as possiveis diferencas na utilizacdo dos horménios pelos
compartimentos da planta. Sabe-se que 1AA pode, dentre outras vias, se mover
pela via ndo polar, o qual move-se rapidamente para cima e para baixo no
floema e pode também, de uma forma mais lenta, se mover pela via polar através
do cambio vascular (ALONI, 2004). Desta forma, no que se refere a
translocacdo de IAA, acredita-se ndo haver diferenca na absor¢do de 1AA entre
as duas formas de aplicagdo do mesmo.

O transporte de GA é bem menos compreendido. Pensava-se que a
giberelina era transportada, a partir de seu local de biossintese até o cambio
vascular, pelo floema e xilema (DAVIES, 1995), no entanto, novas evidéncias
sugerem que a biossintese de giberelina e a sua agcdo ocorrem no mesmo tecido,
e possivelmente até mesmo nas mesmas células (SPONSEL; HEDDEN, 2004).
No entanto, diversos estudos mostram que aplicacdo exdgena de GA (via
pulverizacdo) provoca aumento do crescimento e desenvolvimento da planta
(CASPER; TAYLOR, 1989; CASTRO, 1981; FU; HARBERT, 2003;
MODESTO; RODRIGUES; PINHO, 1996; SID AHMED, 1978; YAXLEY et
al., 2001), desta forma, mesmo se a biossintese e uso da GA ocorrer no mesmo
tecido, a hipdtese de transporte da GA, pelo menos quando aplicado nas folhas,
ndo devera ser descartada. Diante do exposto, no que se refere a translocacéo de
GA, acredita-se haver diferenca entre as duas formas de aplicagéo.

Pelos resultados apresentados na Tabela 4 parece que de fato ndo ocorre
transporte de GA quando aplicado via sistema radicular, uma vez que as
diferencas observadas para o acumulo de massa seca (tratamentos com aplicagao
hormonal via raiz) nos compartimentos fuste, galhos e folhas ndo foram
suficientemente grandes a ponto de se diferirem do tratamento controle. Quanto
ao transporte de IAA, considerando a consisténcia e extensivo nimero de

estudos relativos ao seu transporte, acreditamos que o mesmo tenha se
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translocado por alguma via, possivelmente a via ndo polar (ALONI, 2004), e que
a auséncia de significancia estatistica no acimulo de massa seca da parte aérea
(Fuste + folhas + galhos) (TABELA 4) se deu pela falta de sinergismo com a
GA, conforme relatado por (ROSS et al., 2000; WOLBANG et al., 2004;
WOLBANG; ROSS, 2001). Uma evidéncia que o IAA foi transportado para a
parte aérea é o indicio de intoxicagdo observada no tratamento 3. No entanto, 0s
hormonios agiram significativamente no compartimento de contato imediato: a
raiz. Nota-se que no tratamento 2 (via raiz) acimulo de massa seca nas raizes foi
significativamente maior quando comparado aos demais tratamentos de ambas
as formas de aplicacdo hormonal (TABELA 4), sendo que essas apresentaram
aproximadamente 35% mais massa seca de raiz que as plantas do tratamento
controle.

A aplicacdo hormonal via folha apresentou um claro aumento da
destinacdo de massa seca (fotoassimilados) para os compartimentos lenhosos
(fuste + galhos). Da mesma forma, houve um aumento progressivo da destinacdo
de fotoassimilados para os compartimentos lenhosos (fuste + galhos) com o
aumento da dosagem hormonal (FIGURA 3). Esses resultados sugerem que
essas diferencas na alocacdo de biomassa devem ser uma consequéncia direta da
aplicacdo hormonal, em vez de efeitos indiretos da taxa de crescimento alterada
(controle x tratamentos via folha), uma vez que o aumento da dosagem
hormonal levou ao aumento da deposicdo de massa seca para fuste e galhos.

A explicacdo para este comportamento pode, pelo menos parcialmente,
estar no fato de GA e IAA promoverem mais fortemente o crescimento de caules
nas plantas, conforme observado por Booth et al. (1962), Castro e Fachinello
(1993), Gersani, Lips e Sachs (1980), Mullins (1970), Nagel, Konings e Lambert
(2001) e Tanimoto (1987), o que levaria ao aumento da intensidade de dreno do
caule e como consequéncia 0 aumento da taxa de translocacdo de

fotoassimilados em direcdo ao caule. Portanto, a maior particio de
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fotoassimilados para o crescimento do caule nos tratamentos com pulverizagdo
foliar é possivelmente, uma consequéncia do aumento do gradiente de pressdo
no caule o que acarreta na reducdo no fornecimento de fotoassimilados para
folhas e raizes (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Estudos com mutantes de tomate com baixa producdo de GA suportam
essa ideia, uma vez que quando os mesmos sdo submetidos a uma mesma taxa
de crescimento apresentam menor particdo de carbono para o crescimento do
broto e maior particdo para as suas raizes quando comparados ao tipo selvagem
(NAGEL; LAMBERS, 2002). Nagel, Konings e Lambers (2001) também
estudando mutantes com baixa producdo de GA encontram menor acumulacao
de amido, acucares sollveis e 0 material de parede celular causando uma menor
percentagem de matéria seca nos caules.

Além de a auxina regular a intensidade do dreno pela estimulacdo da
taxa de crescimento do tecido dreno (mediacdo da divisdo e alargamento celular,
conforme demonstrado por Ross et al. (2000), Uggla, Mellerowicz e Sundberg
(1998), Wolbang et al. (2004) e Wolbang e Ross (2001), ha evidéncias de efeitos
diretos da IAA sobre o transporte (PATRICK, 1979) e controle da importacédo de
fotossintatos para o dreno (HANSEN; GROSSMANN, 2000).

O tratamento com maior dosagem hormonal de ambas as vias de
aplicacdo (Tratamento 3) sofreu com fitointoxicacdo. Os efeitos negativos na
fisiologia da planta devido a alta dose hormonal do tratamento 3, principalmente
na aplicagdo via foliar, se reverteram no decréscimo do acimulo de massa seca
nos tratamentos em questio (TABELA 4). E provavel que a fitotoxidez tenha
ocorrido pela elevada dosagem de IAA nesses tratamentos. A auxina, quando em
altas concentragdes, tem efeito inibitorio e é dependente da espécie (DAVIES,
2004; TARAKHOVSKAYA; MASLOV; SHISHOVA, 2007). A inibicdo
observada quando as concentrages de auxina excedem os niveis 6timos €, em

geral, atribuida a biossintese de etileno induzida por auxina (AYALA-SILVA et



86

al., 2005; ROMANO; COOPER; KLEE, 1993). O etileno, por sua vez, é capaz
de inibir o alongamento de caule e raizes em muitas espécies (DAVIES, 2004), o

que reflete no menor acimulo de massa seca.

3.2 Variagdo anatdomica ao longo do caule das plantas em experimento

dose-resposta a hormonios vegetais

Nessa secdo serdo apresentados os resultados e discussfes referentes as
caracteisticas anatbmicas tomadas em trés posi¢des ao longo do caule (10, 30 e
50% da altura total).

3.2.1 Variacdo morfolégica das fibras ao longo do caule

A forma de aplicagdo do hormonio, se via pulverizagéo foliar ou se via
sistema radicular, alterou o comportamento ao longo do caule do comprimento e
largura das fibras, conforme pode ser observado nos graficos da Figura 4. O
comprimento das fibras nos tratamentos com aplicacdo hormonal via sistema
radicular apresentou tendéncia de maiores comprimentos de fibra a 30% da
altura da planta. Enquanto que os tratamentos que receberam horménio via
pulverizacado foliar apresentaram tendéncia de maiores comprimentos de fibras a
10% da altura da planta. No tratamento controle observa-se uma sutil reducao do
comprimento das fibras a 50% da altura da planta.

A largura das fibras nos tratamentos com aplicacdo hormonal via
sistema radicular apresentou tendéncia de maiores larguras de fibra a 30% da
altura da planta (FIGURA 4). Nos tratamentos que receberam hormonio via
pulverizacdo foliar nota-se tendéncia de maiores larguras de fibras nas posicoes
mais baixas no fuste (30 e 50% da altura da planta). Quanto ao tratamento
controle maiores larguras de fibras tenderam a ser observadas a 10% da altura da
planta (FIGURA 4).
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A variacédo ao longo do caule para o comprimento e largura da fibra, das
plantas tratadas com horménio via pulverizacdo foliar (FIGURA 4) pode, pelo
menos em parte, ser causada pelo gradiente longitudinal decrescente de
concentracdo de IAA a partir do topo (local de biossintese e aplicacdo exdgena
de IAA) em direcdo as raizes, conforme também verificado por Aloni (2001) e
Uggla, Mellerowicz e Sundberg (1998). Baixa concentragdo de IAA promove 0
alongamento e alargamento nas dimensdes das fibras como observados nas
alturas 10 e 30% do caule (FIGURA 4) por permitirem diferenciacdo celular
lenta. Por outro lado, elevada concentracdo de IAA promove a rapida
diferenciacdo celular, permitindo apenas um tempo limitado para o alongamento
e alargamento celular resultando assim em fibras curtas e estreitas, como as
observadas a 50% da altura total (FIGURA 4). Essa hipotese para explicar a
variacdo nas dimensfes das fibras é ainda apoiada por varias observacdes: (1)
IAA ¢ transportado a partir das folhas para as raizes (ALONI, 2001); (2) a
principal via do fluxo de IAA em caule estd no cadmbio vascular (SUNDBERG;
UGGLA; TUOMINEN, 2000); (3) diversos estudos com arvores relatam a
variacdo longitudinal dos elementos anatbmicos mostrando sua gradual
diminuicdo no sentido base-topo (MUNERI; RAYMOND, 2001; ROCHA,;
FLORSEM; COUTO, 2004; VALENTE et al., 2013).

A hip6tese de que o gradiente de concentracdo de IAA é o responsavel
pelas variaces nas dimensbes das fibras é ainda apoiada pelos resultados
obtidos neste trabalho com aplicacdo hormonal via sistema radicular. Observa-se
que as fibras desses tratamentos tenderam a ser mais longas e largas a 30% da
altura total da planta, altura na qual possivelmente ha menores concentragdes de
IAA (FIGURA 4). Acreditamos que as menores concentragdes de IAA se
encontram a 30% da altura total da planta devido a um provavel gradiente
“artificial” decrescente de IAA a partir das raizes para o topo da planta formado

pelo transporte do 1AA exdgeno aplicado via sistema radicular. Esta hipotese
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pode ser futuramente testada por meio de analise de concentragdo hormonal em
diferentes alturas no fuste de plantas que receberam horménio via sistema
radicular. Desta forma, os caules das plantas desses tratamentos possuem dois
gradientes decrescentes de concentracdo de IAA, sendo seus pontos de maximo
opostos, ou seja, raizes e topo da planta. Esses dois gradientes foram os
responsaveis pelo comportamento observado para a variagdo do comprimento e
largura das fibras nos tratamentos com aplicacdo hormonal via sistema radicular
(FIGURA 4).

Independente da forma da aplicacdo hormonal (se via sistema radicular
ou se via pulverizacdo foliar) nas alturas de 10 e 30% as plantas tratadas com
horménio tiveram fibras mais longas que as das plantas do tratamento controle
(FIGURA 4). Este comportamento é facilmente compreendido, uma vez que,
IAA e GA promovem o crescimento celular (ALONI, 1979; BJORKLUND,
2007; MCKENZIE; DEYHOLOS, 2011; ROBERTS; GAHAN; ALONI, 1988;
SAVIDGE, 2000). No entanto, tal comportamento ndo foi observado a 50% da
altura total. Uma possivel explicacdo seria a idade das iniciais cambiais,
conforme proposto por Yang, Davies e Reid (1986) que supbe que as
caracteristicas dos elementos anatdmicos da madeira estejam relacionadas com o
ano de formacdo das iniciais cambiais.

Conforme apresentado na Figura 5, a espessura de parede das fibras foi
menos variavel nas plantas que receberam hormonio via pulverizagéo foliar que
nas plantas dos tratamentos que receberam horménio via sistema radicular e nas
plantas do tratamento controle. Para as plantas dos tratamentos que receberam
hormdnio via pulverizacdo foliar ndo houve significAncia estatistica para a
espessura de parede entre as alturas amostradas. Por outro lado, para as plantas
do tratamento controle menores espessuras foram observadas a 30% da altura
total da planta. Comportamento similar é observado nas plantas do tratamento 3

de ambas as formas de aplicagdo hormonal, no entanto, ndo apresentou
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significancia estatistica. Nas plantas dos tratamentos 1 e 2 que receberam

horménio via sistema radicular houve tendéncia estatisticamente significativa de

reducdo da espessura de parede no sentido base-topo (FIGURA 5).

Figura 5 — Variagdo longitudinal da espessura da parede das fibras por

tratamento.
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*Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de significancia.

O comportamento da variacdo da espessura de parede das fibras ao
longo do caule pode ser explicado pela relacdo entre a concentracdo de I1AA e
GA nas diferentes alturas no fuste (FIGURA 5). Segundo Aloni (1979) e
Roberts, Gahan e Aloni (1988), a alta relagdo IAA/GA, como é o caso das
plantas com aplicacdo hormonal via raiz (considerando o néo transporte de GA),
estimula a formag&o de fibras com paredes secundarias espessas, enquanto que a
baixa relacdo IAA/GA, como ¢ o caso das plantas que receberam hormoénio via
pulverizacéo foliar, estimula fibras com paredes secundarias delgadas.

Foi demonstrado que em arvores existe um gradiente longitudinal
natural decrescente de concentragdo de IAA a partir da copa (local de biossintese
de 1AA) para a base do fuste (ALONI, 2001; UGGLA; MELLEROWICZ;
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SUNDBERG, 1998). Relativo ao GA, ndo foram encontrados estudos relativos a
gradientes longitudinais. No entanto, como um dos locais de producdo de GA é
0 meristema apical (TAIZ; ZEIGER, 2006), é muito provavel que seu gradiente
de distribuicdo seja similar ao da IAA. Assim, partindo do pressuposto que
apenas IAA foi transportada a partir das raizes para o topo da planta nos
tratamentos com aplicagdo hormonal via sistema radicular (conforme discutido
anteriormente para comprimento e largura das fibras e também na secéo 3.1.1) e
que desta forma, um gradiente “artificial” decrescente de IAA a partir das raizes
para o topo da planta foi formado, os resultados obtidos nesse trabalho para os
tratamentos 1 e 2 com aplicagdo hormonal via sistema radicular evidencia a
influéncia hormonal no espessamento da parede celular secundaria das fibras. As
fibras com maiores espessuras de parede na posicdo 10% da altura nas plantas
que receberam hormdnio via sistema radicular (alta concentracdo de IAA gerada
pelo gradiente “artificial” e baixa concentracdo de GA gerada pelo gradiente
natural) comparadas as menores espessuras de parede das fibras na posi¢do 30%
(baixa concentracdo de IAA e concentracdo intermediaria de GA) e as, ainda
menores, espessuras de parede das fibras na posicdo 50% da altura total da
planta (alta concentracdo de IAA gerada pelo gradiente natural e alta
concentracdo de GA) sugerem que alta relacdo IAA/GA estimula a formagéo de
fibras com paredes secundarias espessas em Eucalyptus (FIGURA 5), conforme
também encontrado por Aloni (1979) e Roberts, Gahan e Aloni (1988) para
outras espécies de plantas.

O comportamento ao longo do caule da espessura de parede das fibras
observado para o tratamento 3, de ambas as formas de aplicacdo hormonal, se
assemelha ao observado no controle (FIGURA 5). Tal resultado € mais um
indicativo da toxidade da dosagem hormonal utilizada nos tratamentos 3. A

intoxicagdo foi possivelmente causada pela interacdo entre 1IAA e a via
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biossintética do etileno (AYALA-SILVA et al., 2005; ROMANO; COOPER;
KLEE, 1993).

Considerando que tanto IAA como GA foram transportadas nos
tratamentos em que a aplicacdo hormonal ocorreu via pulverizacdo foliar
(conforme discutido na secéo 3.1), acreditamos que as concentragdes de ambos
0s hormonios foram elevadas a tal ponto que estimulou a menor variabilidade do
espessamento da parede celular ao longo do fuste das plantas dos tratamentos 1 e
2 com aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar (FIGURA 5). Isso porque ao
analisarmos o comportamento da variacdo longitudinal da espessura da parede
entre os tratamentos 1 e 2 notamos que, apesar de ndo significativa, a espessura
da parede a 10% foi maior que a 30 e 50% da altura da planta no tratamento 1,
enquanto que no tratamento 2 a variacao entre as posi¢oes no fuste foi minima
(TABELA 5). Essa observacao, juntamente com o comportamento apresentado
pelo tratamento 3, sugere a existéncia de um limiar étimo da concentracdo
hormonal para a variabilidade do espessamento da parede celular secundaria das
fibras.

Os menores valores de espessura de parede observada para a posicao
10% da altura total nas plantas tratadas via pulverizacdo foliar quando
comparadas com a mesma posicdo nas plantas com aplicacdo hormonal via
sistema radicular (FIGURA 5) é, possivelmente, devido a baixa relacdo IAA/GA
nas plantas com aplicagdo hormonal via pulverizacdo foliar, conforme relatado
por Aloni (1979) e Roberts, Gahan e Aloni (1988), uma vez que a relagdo
IAA/GA adotada nesse estudo foi de 1/10.

Quando comparamos o perfil de variacdo das caracteristicas das fibras
ao longo do caule entre formas de aplicacdo hormonal notamos que a variagao
relativa a espessura de parede e a largura das fibras foi menor nos tratamentos
que receberam hormonio via pulverizagdo foliar (FIGURA 4 e FIGURA 5). Tal

resultado é interessante para o uso da madeira em processos industriais, uma vez
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que, quanto mais homogénea é a matéria-prima mais facil ¢ o controle da
qualidade do produto. Para o comprimento de fibras apenas houve alteragdo na
configuragdo da variacdo (FIGURA 4), mas de uma forma global a
heterogeneidade foi similar em ambas as formas de aplicacdo (coeficiente de
variagdo de 13.3 e 12.5% para os tratamentos com aplicagdo hormonal via

pulverizacéo foliar e via sistema radicular, respectivamente).
3.2.2 Variagdo morfolégica dos elementos de vasos ao longo do caule

Na Figura 6 podemos observar que as plantas dos tratamentos 1 e 2 que
receberam hormonio via sistema radicular tenderam a apresentar menores
didmetros e maiores frequéncias de vasos a 50% da altura da planta. No entanto,
ndo apresentaram significancia estatistica. O tratamento 3 teve um
comportamento similar, porém a posicdo 10% da altura total diferiu-se
estatisticamente apresentando maiores diametros de vasos que as demais
posicBes no caule.

De uma forma geral, os tratamentos que receberam horménio via
pulverizacdo foliar tenderam a apresentar menores didmetros e maiores
frequéncias de vasos com o aumento na altura da planta (10% - 50%). Tal
comportamento apenas nao foi significativo estatisticamente para o tratamento 3.
Enquanto que para as plantas do controle, didmetro e frequéncia de vasos foram

aproximadamente constantes ao longo do caule (FIGURA 6).
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Figura 6 - Variagéo longitudinal do didmetro e frequéncia de vasos por tratamento.
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Os vasos sdo fundamentais para o desenvolvimento das plantas, uma vez
que, em folhosas, como o Eucalyptus, eles representam a principal via de
transporte de agua. Um eficiente sistema hidraulico para suportar a transpiracdo
das plantas durante a fotossintese promovera uma elevada taxa metabolica nas
arvores e, consequentemente influenciard no seu crescimento (SORCE et al.,
2013).

Segundo Aloni (2001), Aloni e Zimmerman (1983) e Leitch (2001) a
frequéncia e diametro de vasos sdo controlados pela concentragdo de auxina:
altas concentracdes (préximo dos locais de sintese de auxina- folhas) induzem a
maiores frequéncias e menores didmetros, enquanto gque as baixas concentracdes
(mais abaixo no caule - base) induzem a menores frequéncias e maiores
didmetros. De uma forma geral, os resultados obtidos neste estudo (FIGURA 6)
sdo consistentes com as observagbes de Aloni (2001), Aloni e Zimmerman
(1983) e Leitch (2001). A andlise de correlacéo entre o didmetro e a frequéncia
de vasos para 0s tratamentos gque receberam horménio via sistema radicular e via
pulverizacdo foliar (excluindo o tratamento 3) foi de -0.86, e no tratamento
controle foi de -0.68. A baixa correlacdo entre didmetro e frequéncia de vaso
observada para o tratamento 3 (-0.28) com aplicacdo hormonal via pulverizacdo
foliar possivelvente deve-se ao desbalango hormonal provocado, principalmente,
pelas altas dosagens de IAA.

Os tratamentos 1 e 2 que receberam horménio via sistema radicular
apoiam a hipdtese que frequéncia e didmetro de vasos sdo controlados pela
concentragdo de auxina. A aplicacdo de IAA via sistema radicular possivelmente
gerou um gradiente decrescente de concentragdo de IAA a partir das raizes para
a copa (conforme discutido anteriormente), o qual juntamente com o gradiente
natural de concentragdo de IAA decrescente a partir da copa para as raizes
(UGGLA; MELLEROWICZ; SUNDBERG, 1998), foram capazes de promover

a menor variacdo nos valores de didmetros e frequéncia de vasos entre as alturas
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da planta (FIGURA 6). O comportamento do tratamento 3 dessa forma de
aplicacdo hormonal pode ter alguma relacdo com o desbalango hormonal,
conforme discutido anteriormente para o tratamento 3 com a aplicagédo hormonal
via pulverizacéo foliar.

Observando o comportamento da variacdo longitudinal do diametro de
vaso nas plantas dos tratamentos 1 e 2 com aplica¢do hormonal via pulverizacdo
foliar é facilmente perceptivel que estas plantas possuem maior afilamento de
vasos (aumento em diametro dos vasos a partir da extremidade apical para a
base) que as plantas do tratamento controle (FIGURA 6). Segundo Sorce et al.
(2013) o afilamento de conduta €, provavelmente, um dos mais importantes e
universal mecanismos de controle das arvores para o aumento da resisténcia
hidraulica com o aumento de sua altura. Desta forma, as plantas dos tratamentos
1 e 2 com aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar possuem maior eficiéncia
de transporte de agua devido ao maior afilamento dos vasos, conforme
verificado por Becker, Gribben e Lim (2000) e Petit, Anfodillo e Zan (2011).

Sorce et al. (2013) sugeriram que, possivelmente, as plantas adotem um
mecanismo para modular a duracdo da etapa de alargamento celular para
conceber precisamente uma arquitetura de condutas afuniladas otimizadas para
fins hidraulicos. Os mesmos autores citaram como evidéncia um estudo recente
de Anfodillo et al. (2011) os quais mostraram que as células mais amplas ao
longo do tronco sdo aquelas que passam mais tempo pela fase de expansdo
(crescimento) durante a xilogénese. Unindo os resultados desses trabalhos com
as evidéncias deste estudo é possivel deduzir que o mecanismo de controle do
didmetro de vasos se dé pelos gradientes radiais e longitudinais de concentragao
de IAA. Isso porque, 0 aumento da altura da planta, possivelmente, aumenta as
diferencas de concentragdo de IAA a partir da copa em direcdo as raizes
garantindo assim um afilamento de conduta necessario para um eficiente

transporte de dgua. Essa ideia é apoiada pelos resultados obtidos nas plantas do
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tratamento controle que apresentam pouco afilamento e baixa estatura (FIGURA
6 e FIGURA 1).

3.2.3 Variacao morfoldgica dos raios ao longo do caule

Conforme apresentado na Figura 7 as plantas que receberam horménio
via pulverizagdo foliar e as plantas do tratamento controle apresentaram, de uma
forma geral, aumento da altura de raios no sentido da base para o topo do caule.
De forma similar, porém ndo significativa, os tratamentos com aplicacdo
hormonal via sistema radicular também tenderam a apresentar maiores alturas de
raios a 50% da altura da planta.

Relativo a largura de raios, apenas as plantas do tratamento controle se
diferiram estatisticamente, com a posi¢cdo de amostragem a 10% da altura da
planta apresentando menores larguras de raios. Enquanto que, para frequéncia de
raios nenhum tratamento apresentou significAncia estatistica entre as posicdes

amostradas ao longo do caule da planta (FIGURA 7).
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A “Ethylene Aeration Hypothesis” formulada por Lev-Yadun e Aloni
(1995) hipotetiza que a inducdo (frequéncia) de raios &, principalmente,
controlada pelo fluxo radial de etileno, enquanto que as dimensfes dos raios
também sdo controladas pelo gradiente longitudinal de auxina. Segundo tal
hip6tese, a diminuicdo gradual do gradiente de auxina a partir de folhas para as
raizes resulta em um aumento relativo na influéncia de um sinal de fluxo radial,
resultando na tendéncia geral de aumento do tamanho do raio com o crescimento
em circunferéncia do fuste.

Os resultados encontrados neste estudo (FIGURA 7) ndo apresentam
evidéncias de que a “Ethylene Aeration Hypothesis” é aplicavel a Eucalyptus no
estagio ontogénico utilizado neste trabalho. Esta ideia é apoiada pelos resultados
obtidos para as plantas controle, a qual apresenta comportamento de variacdo de
raios similar aos das plantas que receberam aplicacdo de horménios (FIGURA
7).

3.3 Variagdo anatdmica média da madeira em experimento dose-resposta a

horménios vegetais

Nessa secdo serdo apresentados os resultados e discuss@es referentes as
caracteisticas anatbmicas médias, obtidas a partir de trés posi¢des ao longo do
caule (10, 30 e 50% da altura total).

3.3.1 Fibras

Conforme apresentado na Tabela 5 o comprimento médio das fibras
entre os tratamentos com aplicagdo hormonal via pulverizacdo foliar e os
tratamentos com aplicacdo hormonal via sistema radicular ndo apresentam
diferenca estatistica entre si. No entanto, ambas as formas de aplicagdo
hormonal se diferiram do controle apresentado, em média, fibras 12% mais

longas.



104

Relativo a largura de fibras, de uma forma geral, menores larguras de
fibras foram observadas nas plantas do tratamento controle, seguido das plantas
dos tratamentos com aplicagdo hormonal via sistema radicular e por fim das

plantas dos tratamentos com aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar

(TABELA 5).

Apenas o tratamento 1, em ambas as formas de aplicagdo hormonal,
diferiu do tratamento controle apresentando maiores espessuras de paredes das
fibras (TABELA 5).

Tabela 5 — Caracteristicas média das fibras por tratamento.

Caracteristicas das fibras (um)

Tratamento
Comprimento Largura Espessura de parede
Controle 658,90 b* 13,59 ¢ 2,21b
o (69,81/10,63)" (1,2579,29) (0,527 24,28)
N
o 1 704,60 a 14,23 b 2,80a
S 74,58/ 10,57) (1,50/10,48) (0,55/21,11)
2 732,96 a 14,61b 2,50 ab
o (100,46 / 14,16) (1,48/10,31) (0,64 /27,95)
S
8 3 738,76 a 13,91 bc 2,38ab
<_1:Q (92,27 /12,71) (1,73/12,96) (0,727 30,94)
- -
S 1 742,16 a 15,30 a 2,61a
g (99,93/13,88) (1,38/9,02) (0,55/21,35)
2 749,26 a 14,99 ab 2,37 ab
9 (110,46 / 15,33) (1,63/11,01) (0,30/12,45)
g 3 746,85 a 15,30 ab 2,31ab
<?EL | (79,90/10,77) (1,37/8,97) (0,49/22,61)

*Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

! Valores referentes a desvio padrdo(um) e coeficiente de variagio (%), respectivamente.
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Partindo do pressuposto que ambos 0s horménios tenham sido
transportados para o caule das plantas nos tratamento com aplicacdo hormonal
via pulverizacdo foliar, e que apenas 1AA tenha sido transportada para o caule
nos tratamentos com aplicacdo hormonal via sistema radicular, conforme
discutido nas secBes 3.1 e 3.2, este estudo sugere que IAA estimula o
alongamento celular, uma vez que ndo houve diferenga estatistica no
comprimento da fibra entre a forma de aplicagdo hormonal (via raiz ou via
folha) e ainda que GA estimula o alargamento e divisdo celular, uma vez que
plantas que receberam horménio via pulverizacdo foliar tenderam a possuir
fibras mais largas (TABELA 5) e tiveram maior nimero de células por série
radial do xilema secundario (TABELA 1) que as plantas dos tratamento com
aplicacdo hormonal via sistema radicular. A ideia que GA estimula a divisdo
celular é ainda apoiada pela baixa estatura das plantas com aplicacdo hormonal
via sistema radicular. Essas plantas foram em média aproximadamente 45%
mais baixas que aquelas dos tratamentos via pulverizacdo foliar (FIGURA 1).
Essa grande diferenca na estatura das plantas ndo pode ser explicada apenas
pelos menores comprimentos das fibras das plantas que receberam hormonio via
sistema radicular, uma vez que foram, em média, aproximadamente apenas 3%
menores que aguelas que receberam hormonio via pulverizacdo foliar (TABELA
5). Desta forma, acredita-se que as menores concentracdes de GA no caule das
plantas dos tratamentos com aplicacdo hormonal via sistema radicular tenham
afetado a divisdo celular do meristema apical o que, consequentemente,
determinou as menores estaturas das plantas nesses tratamentos. Essa hipotese é
apoiada por Cho e Kende (1997) que estudando arroz de aguas profundas, que
sofre rapido alongamento do caule, apds submersao, mostrou que o alongamento
do caule ocorreu através de um aumento na divisdo celular do meristema
intercalar, divisdo celular a qual foi induzida por GA na transicdo de G; para a
fase S (LORBIECKE; SAUTER, 1998). A transi¢do da fase G; para a S é um



106

ponto crucial no processo de divisdo celular (mitose), uma vez que, se a célula o
atinge é impossivel retornar (TAIZ; ZEIGER, 2006). Além disso, ndo se sabe ao
certo a forma de transporte de GA.

Foi proposto que o papel principal de GA na diferenciacdo do xilema
secundario de Aspen sp. foi o de estimular o alongamento das células
(ISRAELSSON; SUNDBERG; MORITZ, 2005). No entanto, a aplicacdo
exdgena de GA ndo aumentou o comprimento das fibras do xilema secundario
de Linum (MCKENZIE; DEYHOLOS, 2011) e nem de Eucalyptus neste estudo.
Esses resultados sugerem que a concentracdo de GA ndo é um fator limitante
durante o alongamento da fibra em Eucalyptus. Os resultados deste trabalho
apoiam a hipétese de que GA atua como um fator permissivo, ao invés de fator
regulatério no alongamento das células do caule, conforme hipotetizado por
Cleland (2010), isto significaria que GA deve estar presente para entdo a IAA
promover o alongamento das células. Essa hipétese justifica os resultados
obtidos neste trabalho para o comprimento das fibras, uma vez que GA, apesar
de em menores concentragdes, também estava presente nas plantas tratadas com
horménio via sistema radicular (GA natural).

Em relacdo ao espessamento secundario da parede celular das fibras, a
aplicacdo hormonal, independente da forma de aplicacdo, aumentou em média
13% a deposicdo da parede secundaria (TABELA 5). Aloni (1979) e Roberts,
Gahan e Aloni (1988) afirmam que alta relacdo I1AA/GA produz fibras curtas e
espessas, enquanto que baixas relacbes IAA/GA resultam em fibras longas e
delgadas, esses cenarios se enquadram na forma de aplicagdo hormonal via
sistema radicular e via pulverizacdo foliar desta tese, respectivamente. Apesar de
ndo diferirem estatisticamente, as fibras dos tratamentos com aplicacéo
hormonal via sistema radicular foram aproximadamente 3% mais curtas e 5%

mais espessas que as fibras das plantas com aplicagdo hormonal via pulverizacéo
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foliar (TABELA 5), corroborando com os resultados obtidos por Aloni (1979) e
Roberts, Gahan e Aloni (1988).

A falta de um expressivo efeito estimulador ou inibidor com o aumento
da dosagem hormonal sobre o desenvolvimento das fibras foi um pouco
surpreendente a luz dos resultados reportados em outras espécies (EL-
SHOURBAGY; ABDEL-GHAFFAR; EL-NAGGAR, 1995; SAMANTARAI,
NANDA, 1979; SAVIDGE, 2000; SNOW, 1935). As diferengas entre nossos
resultados e os de outros autores podem ser devido as condi¢des de tratamento.
Nos estudos anteriores, os caules foram “decapitados” (meristema apical foi
removido) e desfolhados de modo que a biossintese de horménio enddgeno fosse
criticamente prejudicada. Em plantas intactas os niveis hormonais estdo
préximos do 6timo, fazendo com que as aplicagdes exdgenas apresentem efeitos,

relativamente, reduzidos.
3.3.2 Elementos de vasos

Conforme apresentado na Tabela 6 maiores didmetros de vasos
tenderam a ser observados no tratamento 2, independente das formas de
aplicacdo hormonal. Relativo a frequéncia de vasos, apenas o tratamento 3 com
aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar se diferiu do tratamento controle
apresentando menor frequéncia de vasos.

De uma maneira geral, maiores didmetros e menores frequéncias de
vasos foram observados para os tratamentos com aplicacdo hormonal via
pulverizacdo foliar (TABELA 6). Em média, as plantas desses tratamentos
tiveram vasos 4% mais largos e 26% menos frequentes que as plantas dos

tratamentos com aplicagdo hormonal via sistema radicular.
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Tabela 6 — Caracteristicas média dos elementos de vasos por tratamento.

Caracteristicas dos elementos de vasos

Tratamento
Diametro (um) Frequéncia (vasos/mm?)

Controle 61,09 ab* 54,50 ab
(9,86 / 16,13)" (10,41 / 19,09)

g 1 58,32 b 63,25a
(14,27 | 24,26) (13,18 /20,83)

o N 2 64,45 ab 50,25 ab
S = (11,69/18,13) (10,81/21,52)

= 3 59,79 b 56,5 ab
< | (12,52 / 20,94) (12,42 / 21,99)

o 1 63,47 ab 47,83b
g (10,57 / 16,65) (12,32 / 25,75)

f 2 66,79 a 42,58 b
§ 2 (12,51/18,72) (8,32/19,53)

= 3 59,51 b 35,33 ¢
< | (10,98 / 18,46) (5,85 / 16,57)

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

! Valores referentes a desvio padrdo(um; vasos/mm?) e coeficiente de variacio (%),
respectivamente.

A correlacdo negativa entre didmetro de frequéncia de vasos encontrada
neste estudo também foi relatada por Aloni (2001), Aloni e Zimmerman (1983)
e Leitch (2001). Desconsiderando o tratamento 3 de ambas as formas de
aplicacdo hormonal, pelo motivo de terem, possivelmente, sofrido com
desbalan¢o hormonal, a correlagdo entre didmetro e frequéncia de vaso foi de -
0,97.

Em média, os didmetros de vasos dos tratamentos que receberam
hormdnio via pulverizagao foliar foram apenas 4% maiores que os didmetros de
vasos das plantas dos tratamentos que receberam hormonio via sistema radicular

(TABELA 6). Esses resultados sugerem que o alargamento de vasos parece nao
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depender da sinalizagdo por GA, considerando que GA ndo tenha sido
transportada nas plantas que receberam horménio via sistema radicular
(conforme discutido anteriormente nas se¢fes 3.1 e 3.2), o que é diferente do
indicio de influéncia positiva da GA no alargamento de fibras (TABELA 5).
Uma possivel explicacdo para GA influenciar no alargamento de fibras e ndo em
vasos pode estar na acdo de enzimas de afrouxamento da parede celular, uma
vez que sua acdo difere entre os tipos de células do xilema (WU; COSGROVE,
2000). Sabe-se ainda gue vasos possuem maior capacidade de gerar turgescéncia
de crescimento do que as fibras, devido a expressdo aquaporina (DEBOER;
VOLKOV, 2003; LUU; MAUREL, 2005; VERA-ESTRELLA et al., 2004) e/ou
por diferencas na atividade de vaclUolos nos vasos em desenvolvimento em
relagcdo as fibras (AREND; FROMM, 2003). Assim, como 0S vasos possuem
mais mecanismos que possibilitam seu alargamento comparativamente as fibras,
GA pode ndo influenciar significativamente no processo ou ndo ser necessario.
De uma forma geral, a frequéncia de vasos foi mais influenciada pelo
abastecimento hormonal que os didmetros dos mesmos (TABELA 6). Esse
resultado tem relacdo com a determinacdo do destino celular. As maiores
frequéncias de vasos nos tratamentos com aplicacdo hormonal via sistema
radicular devem-se possivelmente as maiores concentracdes de IAA em relacdo
a GA nessas plantas (considerando o ndo transporte de GA nessas plantas,
conforme discutido anteriormente nas segbes 3.1 e 3.2), uma vez que a
defini¢do/diferenciagdo de vasos é particularmente sensivel ao abastecimento de
auxina (DOLEY; LEYTON, 1968; JUNGHANS et al., 2004). Enquanto que as
menores frequéncias de vasos nas plantas dos tratamentos que receberam
hormdnio via pulverizacdo foliar tem relacdo com o abastecimento 1AA e GA
(conforme discutido anteriormente nas se¢bes 3.1 e 3.2), uma vez que a

defini¢do/diferenciagcdo de fibras ocorre na presenga, em particular, de auxina
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em conjunto com &cido giberélico (ALONI, 1987; DIGBY; WAREING, 1966;
LEV-YADUN, 2000; RIDOUTT; PHARIS; SANDS, 1996; SAVIDGE, 2000).

Além da importancia fisioldgica dos vasos no desenvolvimento das
plantas, eles também desempenham papel importante nos processos de
conversdo da madeira em celulose. Sua presenca favorece o0 processo de
impregnagdo dos cavacos pelo licor de cozimento, uma vez gque, a comunicagdo
dos vasos com as células adjacentes, através das pontoacdes, permite que o licor
de cozimento migre para o interior dos cavacos. Por outro lado, em papéis de
imprimir e escrever os vasos podem provocar o fendmeno chamado de “vessel
picking”, o qual consiste no arrancamento dos vasos da superficie do papel na
impressdo. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a aplicagdo
hormonal possivelmente ndo afetara a impregnacdo dos cavacos pelo licor e tdo
pouco no surgimento de “vessel picking”, uma vez que o didmetro e frequéncia
de vasos ndo foram afetados substancialmente como pode ser verificado pela
analise estatistica que ndo apresentou significAncia. De qualquer forma, no
Brasil, é adotado alto grau de refinacdo para fabricacdo de polpas de eucalipto
garantindo gque os elementos de vaso fiquem colapsados, 0 que minimiza o
fendmeno de “vessel picking” (FOELKEL, 2007).

3.3.3 Raios

Conforme apresentado na Tabela 7, notamos que 0s raios tenderam a ser
mais altos nas plantas que receberam hormdnio via pulverizacéo foliar, seguido
das plantas que receberam hormonio via sistema radicular e por fim nas plantas
do tratamento controle. Quanto & largura de raios ndo houve diferenga
significativa entre as plantas do controle e as plantas dos tratamentos com
aplicacdo hormonal via sistema radicular, enquanto que nos tratamentos com
aplicacdo hormonal via pulverizagdo foliar aléem de se diferirem dos demais

apresentou clara tendéncia de menores larguras de raio com o aumento da
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dosagem hormonal. Para frequéncia de raios ndo houve diferenca estatistica

entre os tratamentos.

Tabela 7 — Caracteristicas média dos raios por tratamento.

Caracteristicas dos raios

Tratamento Altura Largura Frequéncia
(um) (um) (raios/mm linear)
Controle 174,11 b* 9,41 a 10,10 a
(44,40 / 26,82)" (2,141 22,07) (1,53/15,25)
s |1 195,43 ab 9,77 a 9,04 a
g (44,67 | 25,21) (1,17 /11,35) (2,29 / 24,65)
N 2 207,54 ab 10,77 a 10,00 a
§ £ (88,11 / 47,08) (0,57 / 5,30) (1,73/17,80)
% 3 186,34 b 9,90a 10,61 a
< (53,95 / 26,31) (1,12 /11,47) (1,80/17,07)
s [ 1 211,85a 9,29 ab 9,15a
g (61,15 / 27,40) (1,15 /12,37) (1,38/14,88)
> 2 218,28 a 8,46 b 9,30a
(51,42 / 24,50) (1,61/18,68) (1,44 / 15,15)
3 3 237,57 a 7.38¢ 10,05a
% (40,05 /20,51) (1,12/14,92) (1,56 / 15,36)
<

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.
! Valores referentes a desvio padrdo(um; raios/mm linear) e coeficiente de variagéo (%),
respectivamente.

As variagdes nos raios sdo explicadas pela

“Ethylene Aeration

Hypothesis” conforme discutido na se¢do 3.2.3. Porém, este estudo parece

sugerir que essa hipdtese é somente aplicavel nas plantas em estagio ontogénico

mais avancado (conforme discutido na secdo 3.2.3). Assim, nossas discussdes a

respeito das varia¢fes nos raios ndo serdo baseadas na hipdtese em questéo.
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Partindo do pressuposto que apenas IAA exdgeno foi transportado nos
tratamentos que receberam hormonio via sistema radicular e que 1AA e GA
exdgenos tenham sido transportados nos tratamentos que receberam horménio
via pulverizagdo foliar (conforme discutido nas segfes 3.1 e 3.2) e observando
que nao houve diferenca estatistica entre as plantas controle e as plantas que
receberam hormonio via raiz (TABELA 7), podemos sugerir que GA atua
positivamente na altura e negativamente na largura dos raios. A néo
significancia estatistica para frequéncia de raios entre os tratamentos sugerem
que a iniciacdo de raios (inducdo de iniciais de raio no cambio vascular) ndo é
um processo controlado pelos horménios IAA e GA. De fato, o inicio de novos
raios comeca pelo encurtamento ou subdivisdo de iniciais fusiformes
(PHILIPSON; WARD; BUTTERFIELD, 1971) que em muitos estudos indicam
ser um processo controlado pelo etileno (LEV-YADUN, 1992; LOWERTS;
WHEELER; KELLISON, 1986; SMITH, 1967), assim o etileno esta envolvido

na transformacéo de iniciais fusiformes para raios iniciais.

3.4 Variacdo fisica e quimica do xilema das plantas em experimento dose-

resposta a horménios vegetais

N&o houve variacdo estatisticamente significativa entre ou dentro dos
tratamentos para a densidade basica (TABELA 8). Devido ao baixo volume de
material produzido, principalmente pelas plantas dos tratamentos que receberam
horménio via sistema radicular e tratamento controle, ndo foi possivel
determinar teor de lignina e teor de extrativos com repeticdes, ou seja, para
obter-se massa suficiente para as analises, os caules de 3 plantas por tratamento
foram moidos juntos e as analises realizadas a partir dessas amostras compostas.
Devido a impossibilidade de repeticdes, ndo foi possivel realizar comparacéao

estatistica de média.



113

Tabela 8 — Densidade bésica e teor de lignina por tratamento.

Densidade basica  Teor de extrativos Teor de lignina

Tratamento (glem?) %) %)

Controle 0,390 a* 5,04 25,60
(0,034 /9,34)!

e 1 0,407 a 6,27 24,34
(0,023 /5,60)

Q8 2 0,382a 6,25 24,64
§ (0,015 / 3,85)

< 3 0,399 a 6,63 23,90
(0,034 /9,29)

g 1 0,402 a 5,46 22,61
(0,004 / 0,96)

g 2 03752 5,77 2112
8" (0,007 / 1,85)

< 3 0,347a 4,66 22,33
(0,014/ 4,027)

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

! Valores referentes a desvio padrdo(g/cm® ) e coeficiente de variacdo (%),
respectivamente.

Santos et al. (2011) trabalhando com madeira de Astronium sp. relataram
correlagBes altas (>0,89) entre densidade basica da madeira e o comprimento e
espessura da parede das fibras e didmetro dos vasos. Neste estudo, melhores
correlagbes com a densidade bésica foram observadas entre a espessura de
parede (ry, = 0,66) e altura de raios (ryy = -0,45) e ainda assim essas correla¢des
foram fracas.

Apesar da impossibilidade de aplicacdo de teste estatistico nota-se que

de uma forma geral maior teor de extrativos totais sdo observados nas plantas
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que receberam hormonio via sistema radicular, seguido das plantas que
receberam hormonio via pulverizagéo foliar, e por fim pelas plantas controle.
Relativo ao teor de lignina nota-se que maiores valores sdo observados nas
plantas do tratamento controle, seguido das plantas que receberam horménio via
sistema radicular e por fim as plantas que receberam hormdnio via pulverizacdo
foliar.

Partindo do pressuposto que apenas IAA tenha sido transportado nos
tratamentos com aplicagdo hormonal via sistema radicular e que ambos (IAA e
GA) tenham sido transportados nos tratamentos com aplicagdo hormonal via
pulverizacdo foliar (conforme discutido na secdo 3.1), podemos supor que altas
concentracdes de IAA em relacdo aos demais horménios promovem aumento na
biossintese dos compostos secundario. Trabalhos com quantificacdo da producao
de 6leos por plantas medicinais apoiam essa ideia. Povh (2008) estudando Salvia
officinalis verificou que as plantas tratadas com auxina apresentaram o maior
teor de oOleo essencial que aquelas tratadas com GA, citocinina ou Stimulate®
(giberelina + cinetina + auxina), e esses Ultimos apresentaram aumento no teor
de 6leos essenciais em comparacdo a testemunha.

Os extrativos possuem fungGes tanto fisiologicas como tecnoldgicas.
Fisiologicamente sdo responsaveis, sdo importantes como fontes de energia e
protecdo contra ataques de microrganismos ou insetos (ESAU, 1974). Enquanto
gue tecnologicamente, de acordo com Buchanan (1981) e Oliveira et al. (2005),
estdo entre os principais responsaveis pela resisténcia da madeira ao atagque de
fungos e insetos. Além disso, dependendo de sua constitui¢cdo, pode aumentar o
poder calorifico da madeira e, por outro lado pode ser considerado um problema
na indastria de papel e celulose (BURGER; RICHTER, 1991).

Segundo Aloni, Tollier e Monties (1990) ambos giberelina e auxina
regulam a biossintese da lignina. Os dados encontrados nesse estudo parecem

corroborar com esse autor e também com os resultados obtidos por Pereira
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(2005) em que plantas de eucaliptos tratadas com GA; apresentaram menor teor
de lignina, e também com Monteiro (2005) que observou diminuigdo da taxa de
lignificacdo nas plantas que receberam aplicacbes de uma auxina sintética. Os
resultados obtidos neste estudo mostram um possivel sinergismo entre GA e
IAA na reducdo da lignificacdo, uma vez que as plantas que receberam
hormonios via pulverizagdo foliar apresentaram menores teor de lignina, isso
considerando o ndo transporte de GA nas plantas que receberam horménio via
sistema radicular e o transporte de IAA + GA nas plantas que receberam
horménio via pulverizagdo foliar (conforme discutido na secéo 3.1).

Para fins tecnoldgicos, madeiras com maiores teores de lignina resultam
em carvao com melhor poder calorifico (JARA, 1989), desta forma a aplicacdo
hormonal ndo seria interessante. Entretanto, no processo de producdo da polpa
celulésica alto teor de lignina implica maior gasto de reagentes, o que faz que
seja indesejavel para esse fim (GOMIDE, 2006), assim a aplicacdo de

horménios pode ser uma pratica interessante.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

O uso dos reguladores vegetais foi capaz de alterar o crescimento
volumétrico sem alteracdes estatisticamente significativas na densidade basica
(TABELA 8). O volume nas plantas do tratamento 2 com aplicagdo hormonal
via pulverizagdo foliar foi aproximadamente trés vezes maior que nas plantas do
controle (FIGURA 1).

A alocacdo de recursos [biomassa que constitui cada 6rgdo da planta em
relacdo a planta inteira, conforme Poorter e Nagel (2000) é um fator decisivo
ndo s6 para O crescimento como para 0 sucesso competitivo (LAMBERS;
CHAPIN I11I; PONS, 1998; PRITCHARD et al., 1999), uma vez que representa o
investimento das plantas nos érgdos responsaveis pela captacdo dos recursos.
Em termos praticos, nota-se que a aplicacdo hormonal via sistema radicular ndo
promoveu grandes alteracfes na particdo e alocacdo de massa seca na parte aérea
da planta (FIGURA 3). No entanto, influenciou significativamente no
desenvolvimento das raizes, em gue maior acimulo de massa seca para tal
compartimento ocorreu no tratamento 2 (TABELA 4). Desta forma, desejando-
se maior desenvolvimento de raizes (maior particdo e alocacdo de massa seca
para as raizes) a dosagem Otima estard préxima a dosagem utilizada no
tratamento 2 e a aplicacdo dos hormonios devera ser via sistema radicular. A
aplicacdo hormonal via pulverizacdo foliar promoveu grandes alteracdes na
particdo e alocagcdo de massa seca (FIGURA 3). Desta forma, desejando-se
maior particdo e alocacdo de massa seca para o fuste a dosagem otima estara
entre a dosagem utilizada no tratamento 1 e no tratamento 2 e a aplicacdo dos
horménios devera ser via pulverizagdo foliar.

Os reguladores também foram capazes de alterar as caracteristicas
anatdmicas e quimicas da madeira. Segundo Salisbury e Ross (1992) a resposta
da planta aos reguladores vegetais depende de alguns fatores como: a espécie,

parte da planta, estadio de desenvolvimento, concentragdo, interacdo entre outros
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reguladores e varios fatores ambientais que também estdo envolvidos em
processos de crescimento e desenvolvimento de um 6rgdo ou tecido vegetal.
Desta forma, os resultados obtidos neste estudo devem ser analisados sob a 6tica
das condigBes envolvidas no trabalho. No entanto, pelo menos com relagdo a
altura das plantas, espera-se que tenha efeitos similares (respeitando a fisiologia
de crescimento) em plantas com idades superiores, uma vez que trabalho
realizado por Aloni (1985) com Eucalyptus camaldulensis com 10 meses de
idade e utilizando 1 e 10 mg de IAA e GA/kg de massa fresca, respectivamente,
demonstrou haver acréscimo de 30% na altura da planta.

Em sintese podemos afirmar que:

a) Aplicacdo exogena de IAA e GA via pulverizagdo foliar foi capaz
de:

— Aumentar consideravelmente 0 crescimento em termos
volumétricos agindo principalmente no aumento do niamero de
células, mas também pelos aumentos nas dimensdes celulares.

— Alterar a particdo e alocacdo de fotoassimilados (massa seca)
entre 0s compartimentos da planta.

b) Aplicacdo exdgena de IAA e GA via sistema radicular foi capaz de
aumentar levemente o crescimento em termos volumétricos agindo
principalmente no aumento das dimensdes celulares.

c) A variagdo das dimensbes dos elementos celulares ao longo do
caule é controlada pelos gradientes longitudinais de concentracéo
hormonal.

d) A aplicagdo hormonal exdgena foi capaz de promover o aumento
nas dimensdes média dos elementos celulares em plantas intactas de

Eucalyptus.
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e) H& fortes evidéncias que GA estimula a divisdo celular do
meristema apical e cambial e alargamento das fibras, enquanto que
IAA parece agir no alongamento das fibras e deposicdo da parede

celular secundaria.
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CAPITULO 3 METODOLOGIA DE QUANTIFICAGCAO DE IAA EM
TECIDOS DA ZONA CAMBIAL

RESUMO

Acido indol-3 acético (IAA) tem sido demonstrado para afetar a maioria dos
aspectos do crescimento cambial secundario. O conhecimento detalhado do
transporte e distribuicdo do IAA permitiria elucidar seu papel na atuagdo como
um morfdgeno. Desta forma, faz-se necessario o desenvolvimento de técnicas
acessiveis para sua deteccdo a niveis extremamente baixos em tecidos da zona
cambial. Assim, teve-se como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia
capaz de quantificar o horménio auxina em pequenas amostras de tecidos da
zona cambial. As analises foram realizadas utilizando o sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada & espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS), equipado com uma interface de ionizacdo por
electropulverizacdo (ESI). O espectrdmetro utilizado foi um triploquadrupolo.
Utilizou-se um gradiente de eluicdo de fase reversa, com uma fase mével aquosa
(contendo 0,5% de acido formico) modificado por meio de metanol. A extracdo
foi realizada a partir de crioseccdes com espessura de 30 um utilizando-se
acetona. O limite de quantificacdo do método foi na ordem de PPB (parte por
bilhdo).

Palavras-chave: Acido indol-3 acético. LC—-MS/MS. Cambio vascular.
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CHAPTER 3 METHODOLOGY FOR THE QUANTIFICATION OF IAA
IN CAMBIAL ZONE TISSUES

ABSTRACT

Indol-3-acetic acid (IAA) has been demonstrated to alter most aspects of
secondary cambial growth. The detailed knowledge of the transportation and
distribution of IAA would allow us to elucidate its role as morphogen. Thus, it is
necessary to develop accessible techniques for its detection at extremely low
levels in cambial one tissues. Therefore, this work aimed at developing a
methodology capable of quantifying the hormone auxin in small samples of
cambial zone tissues. The analysis were conducted using the sequential high
performance liquid chromatography/mass spectrometry (HPLC/MS), equipped
with electrospray ionization interface (ESI). The electrometer used was a triple
quadrupole. A reverse phase elution gradient, with an aqueous mobile phase
(containing 0.5% formic acid), modified by methanol medium, was used. The
extraction was performed using cryosections with 30 um of thickness, using
acetone. The guantification limit of the method was in the order of ppb (part per
billion).

Keywords: Indol-3-acetic acid. HPLC/MS. Vascular cambium.
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1 INTRODUCAO

A plasticidade do desenvolvimento das plantas de acordo com as
mudancas nas condigdes de crescimento é mediada por moléculas sinalizadoras
denominadas hormoénios. As principais classes de hormonios vegetais sao:
auxina, giberelina, acido abscisico e etileno (DAVIES, 1995). Dentre esses, 0
mais importante é o &cido 3 — indolacético (1AA).

IAA é um organizador chave do crescimento e desenvolvimento do
cambio vascular (ROBERTS; GAHAN; ALONI, 1988). Em plantas intactas, o
fluxo de IAA polar é essencial para a iniciacdo de padrdes espacialmente
organizados dos tecidos vasculares, bem como para a manutencdo do cambio
vascular. Além disso, IAA tem sido demonstrado para afetar a maioria dos
aspectos do crescimento cambial secundario, incluindo a divisdo celular,
determinacao/diferenciacdo, dimensdes das células, espessamento da parede
secundaria e lignificacdo (LITTLE; PHARIS, 1995).

Segundo Uggla et al. (1996) a incapacidade de desenvolver um conceito
unificador para o papel de IAA na regulacdo dos padrdes dos tecidos vasculares
é devido a um conhecimento limitado ndo s6 dos mecanismos de percep¢ado e
metabolismo do IAA, mas também do seu transporte e distribuicdo final. O
conhecimento detalhado do transporte e distribuicdo do IAA permitiria elucidar
seu papel na sinalizacdo de posicdo, ou seja, permitiria verificar seu papel na
atuacdo como um morfégeno. Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de
técnicas acessiveis e relativamente baratas para deteccdo do IAA a niveis
extremamente baixos em tecidos da zona cambial.

Desde a identificagdo do IAA como a principal auxina em plantas,
houve um desenvolvimento continuo de métodos para medir a sua concentracéo
enddgena nos tecidos da planta. Alguns métodos foram descritos em que
guantidades a nivel de picogramas de IAA podem ser detectadas, por exemplo,

em HPLC com detec¢do por fluorescéncia (CROZIER et al., 1980) e técnicas



136

imunoldgicas (MALDINEY et al., 1986). No entanto, quando aplicados a
extratos de plantas, estes métodos ainda exigem purificagdo para assegurar que a
resposta detectada € precisa, uma vez que o extrato de plantas € uma mistura
complexa de maltiplos componentes. Assim, mais recentemente, técnicas de
GC-MS para quantificacdo de 1AA em extratos semi-purificados de plantas
permitiram medicGes precisas de niveis baixos de IAA em extratos com massa
de 1 mg ou menos (EDLUND et al., 1995; UGGLA et al., 1996). No entanto,
essa técnica exige o uso de moléculas de |AA marcadas com carbono radioativo,
0 que eleva os custos da analise.

Uma técnica atrativa para deteccdo e quantificacdo de IAA em extratos
com massa de aproximadamente 10 mg obtidas a partir da zona cambial de
arvores é a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em série
(LC-MS/MS). Essa técnica, em virtude do alto grau informativo das analises,
pode ser utilizada para analises quantitativas onde se buscam determinar analitos
em niveis de tracos em matrizes complexas. Além disso, LC-MS/MS possibilita
eliminar interferéncias espectrais e minimizar o problema de co-eluicdo de
substancias encontradas.

Desta forma, teve-se como objetivo o desenvolvimento de uma
metodologia utilizando a técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa em série (LC-MS/MS) capaz de quantificar o horménio

auxina em peguenas amostras de tecidos da zona cambial.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Preparacdo de amostras para analise hormonal

Bloco de madeira com aproximadamente 3 x 3 x 3 ¢cm, consistindo de
tecidos de floema e xilema, foi retirado a altura do peito durante o més de
setembro de 2015 (periodo de crescimento no hemisfério sul) de arvores do
hibrido clonal Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla. Ap6s a retirada do
bloco, o0 mesmo foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido,
transportados em gelo seco e posteriormente armazenado a -75°C.

Em laboratério realizou-se a preparagdo da amostra para analise
hormonal. Primeiramente, com auxilio de uma micro serra de disco flexivel
diamantado dupla face segmentado (Sorensen, Discoflex) realizou-se desbaste
do bloco de madeira a uma dimensdo de aproximadamente 5 x 15 x 20 mm de
largura, altura e profundidade respectivamente. O bloco desbastado foi entdo
crioseccionado consecutivamente a partir do floema para o xilema utilizando um
criostato (HM 505 E microtome - Microm Laborgeréte, Walldorf, Alemanha)
arrefecido a -19°C regulado para produzir sec¢des 30um de espessura. Para
determinacdo da posicdo radial das seccBes tangenciais, sec¢fes transversais
foram cortadas da extremidade do bloco. A seccéo transversal foi entdo montada

em glicerina e inspecionada sob microscopio.
2.2 Reagentes

O padrdo do fitormbénio IAA (pureza >99,9%) foi obtido da Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha). A Figura 1 mostra a estrutura quimica do 1AA.
Foram utilizados metanol (grau HPLC) e 4acido férmico e acetona (grau
analitico). Agua ultrapura foi utilizada em toda a analise. Papel de filtro
(Whatman, 12,5 cm, No. 542) e membranas filtrantes PTFE de 0,22um foram

utilizados.
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Figura 1 - Formula estrutural do &cido acético-3-indol.
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2.3 Procedimento para quantificacdo do horménio 1AA

Para quantificacdo do horménio IAA faz-se necessarios um médodo
para extracdo da substancia (IAA) do material vegetal (criosec¢Ges de tecido da
zona cambial), preparacdo de solucBes analiticas, bem como definicdo de
condicdes 6timas de operacdo do equipamento para deteccdo do IAA e por fim

definicdo de métodos de validacdo da medodologia de analise
2.3.1 Método de extracao

Criosecc@es, obtidas conforme descrito na sessdo 2.1, foram maceradas
em almofariz de &4gata com o auxilio de um pistilo de agata e transferidos para
frascos do tipo eppendorff. Em seguida, adicionou-se 2,0mL de acetona. Os
frascos, contendo a amostra macerada e acetona, foram fechados e submetidos
ao ultrassom por 50 minutos. Posteriormente evaporou-se a acetona no
equipamento speedvac, utilizando centrifugacdo e vacuo a 45°C. Por fim,
realizou-se a ressuspensdo da amostra adicionando-se 2,0mL do diluente

metanol:aguamili-q (80:20 - v:v) com 0,1% de &cido férmico.
2.3.2 Preparo das solugdes analiticas

Para o preparo das solugdes estoque, trabalho e controle utilizaram-se

como diluente solucdo de metanol, agua mili-q e acido férmico. O preparo do
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diluente consistiu na homogeneizagdo de 200 mL de agua mili-q e 800 mL de
metanol em uma proveta de 1000 mL com tampa, seguido da adi¢do de 1mL de
acido formico, homogeneizacao, filtragem por membrana filtrante PTFE de 0,22
um e transferéncia para um frasco com tampa.

A solucdo estoque de IAA foi realizada pela pesagem de
aproximadamente 10,0 mg do padréo de IAA que posteriormente foi transferido
para um baldo volumétrico de 100,0 mL. Em seguida, adicionou-se
aproximadamente 50,0 mL de diluente e manteve-se em banho ultrassonico até
completa dissolucdo. A solugdo foi entdo resfriada a temperatura ambiente e o
volume do baldo volumétrico foi completado com diluente e homogeneizado,
obtendo-se assim, solugéo na concentra¢ao de 100 pg/mL.

O preparo da solucdo de trabalho consistiu na transferéncia de uma
aliquota de 0,1 mL de solucdo estoque para baldo volumétrico de 10 mL,
seguido da adicdo de diluente até completar o volume. Obtendo-se assim,
solucdo de trabalho na concentragdo de 1 ug/mL.

As solucdes controle foram preparadas conforme solugdes descritas

anteriormente.
2.3.3 Otimizacgao das condicGes do espectrémetro de massas e UPL

As analises foram realizadas utilizando o sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Acquity, Waters) acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS). O espectrémetro utilizado foi um triploquadrupolo
(TQD, Waters). Os dados foram processados pelo software do sistema de
acompanhamento (Masslynx, versdo 4.1 SCN805).

As condicdes de operacdo do espectrometro de massas, voltagens de
cone e colisdo foram otimizadas no modo MRM. A seguir, estdo descritos o0s
principais parametros do sistema cromatografico LC-MS/MS que foram

otimizados para a determinagdo do composto em estudo.
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As fases moveis utilizadas foram:

a)

b)

Solugdo A — transferem-se 900 mL de &agua milli-q para um baldo
volumétrico de 1000 mL, em seguida, adicionam-se 5 mL de &cido
férmico. Posteriormente, completa-se o volume do baldo
volumétrico com agua mili-q, homogeneiza, filtra-se através de
membrana filtrante PTFE de 0,22 um, transfere-se para um frasco
com tampa e, finalmente, desgaseifica-se a solugéo.

Solugdo B — Transferem-se 900 mL de metanol para um baldo
volumétrico de 1000 mL, em seguida, completa-se o volume com
metanol, homogeneiza, filtra-se através de membrana filtrante PTFE
de 0,22 um, transfere-se para um frasco com tampa e, finalmente,

desgaseifica-se a solugéo.

A Tabela 1 apresenta o programa de gradiente de elui¢do 6timo para a

separacao do componente deste estudo.

Tabela 1 - CondicBes de gradiente de cromatografia para a analise de IAA
Tempo Fluxo Solucéo A Solucéo B

(minutos) (mL/min) (%) (%)
Inicial 0,2 81,0 19,0
2,5 0,2 10,0 90,0
45 0,2 10,0 90,0
5,00 0,2 10,0 90,0
55 0,2 81,0 19,0
6,0 0,2 81,0 19,0

A fim de se obterem as condi¢des 6timas de analise do composto em

estudo foram realizadas inje¢Oes diretas no espectrometro de massas com

solugdo analitica padrao (1pug/mL -1ppm).
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Para transmissdo e deteccdo dos ions, utilizou-se o modo de
monitoramento de reacdes maltiplas (MRM) com ionizacao por spray eletronico
(eletrospray) no modo ion positivo (ESI+). Para a quantificacdo do 1AA
selecionou-se o ion fragmento de maior abundéancia m/z 130. A Tabela 2 mostra

as condi¢Ges utilizadas para o estudo.

Tabela 2 - Condicdes utilizadas para o estudo.
Paradmetros da fonte de ionizacéo

Capilar (KV) 5,00
Cone (V) 25,0
Extrator (V) 3,00
Lentes RF (V) 0,1
Temperatura da fonte (°C) 120
Temperatura de dessolvatagao (°C) 250
Fluxo de gas de dessolvatacdo (L/hr) 500

Fluxo de gés do cone (L/hr): 25
Parametros do analisador no modo MSMS

Resolucdo LM 1 10
Resolugdo HM 1 10
Energia do ion 1 0,5
Entrada 1
Saida 0,5
Coliséo 30
Resolugdo LM 2 10
Resolu¢do HM 2 10
Energia do ion 2 0,5
Fluxo do Gés de Colisdo 0,10
Gés de dessolvatacdo Nitrogénio ultra puro
Gas de colisdo Argbnio

UPL
Coluna Acquity UPLC BEH C18 2,1x100mm 1,7 pm
Temperatura da coluna (°C) 40°C
Temperatura da amostra °C 15
Fluxo (mL/min) 0,2

Tempo de corrida (min) 6
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2.3.4 Validagao parcial do método

O método foi validado parcialmente devido ao fato de ndo se possuir
uma matriz sem ativo, a qual serviria para medir a influéncia dos componentes
da matriz na extracdo ou recuperacao do analito.

Os limites de deteccédo e quantificacdo do método (LDM e LQM) foram
estabelecidos com base na relacdo sinal/ruido (S/R), no qual se aceita a
estimativa de 3:1 para o LD e de 10:1 para o LQ.

A relacdo (S/R) foi calculada pelo software Masslynx, versdo 4.1
SCNB805 do equipamentode cromatografia liquida de alta eficiéncia (Acquity,
Waters) acoplado ao espectrémetro de massas tipo triplo quadrupolo (TQD,
Waters). Para estabelecer essa relagdo para os valores dos LDI e LQI utilizou-se
uma concentracdo conhecida com aproximadamente 1 pg/mL do padrio [AA.

Os resultados obtidos foram utilizados para estabelecer a relagdo (S/RO

calculo de quantificacéo € realizado utilizando-se a expressao 1:

AA XMPx0,1xPOTx 2
AP x100x10x100x MA

x 1000 @)

Quantificagdo (pg/mL) =

Onde:

AA = Area do pico do espectro no modo MRM de IAA obtida na
solucdo amostra.

AP = Média das areas dos picos dos espectros no modo MRM de 1AA
obtida na Solucéo Padréo;

MP = Massa do Padrao de IAA utilizada no preparo da Solucdo Padréo
(mg);

POT = Poténcia do Padrdo IAA (%).
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Para a determinacdo da linearidade do método analitico construiu-se

uma curva analitica com 7 diferentes concentracdes do composto I1AA, dentro da

faixa de concentracéo de 10 a 70ng/mL.

O preparo da solucdo estoque de linearidade: 1) Solucdo A: pesar

aproximadamente 10,0 mg do padrdo de 1AA e transferir para baldo volumétrico

100,0 mL. Adicionar aproximadamente 50,0 mL de diluente e colocar em banho

ultrassébnico até completa dissolucdo. Resfriar a temperatura ambiente,

completar o volume do baldo com diluente e homogeneizar (Concentragao:
100000 ng/mLde 1AA); 2) Solucdo B: transferir uma aliquota de 0,1mL da
Solucdo A para baldo volumétrico 10,0 mL e completar o volume do baldo com
diluente (Concentracdo: 1000 pg/mLde IAA);

Os pontos da curva de linearidade foram contruidos como:

a)

b)

d)

Ponto 1 - Transferir uma aliquota de 0,1mL da solucdo B para baldo
volumétrico de 10,0 mL. Completar o volume do baldo com o
diluente e homogeneizar (Concentracdo: 10,0 ng/mLde 1AA).

Ponto 2 - Transferir uma aliquota de 0,2mL da solucdo B para baldo
volumétrico de 10,0 mL. Completar o volume do baldo com o
diluente e homogeneizar (Concentracdo: 20,0 ng/mLde I1AA).

Ponto 3 - Transferir uma aliquota de 0,3mL da solucdo B para baldo
volumétrico de 10,0 mL. Completar o volume do baldo com o
diluente e homogeneizar (Concentracdo: 30,0 ng/mL de 1AA).

Ponto 4 - Transferir uma aliquota de 0,4mL da solugéo B para baldo
volumétrico de 10,0 mL. Completar o volume do baldo com o
diluente e homogeneizar (Concentracdo: 40,0 ng/mL de 1AA).

Ponto 5 - Transferir uma aliquota de 0,5 mL da solugdo B para
baldo volumétrico de 10,0 mL. Completar o volume do baldo com o

diluente e homogeneizar (Concentracdo: 50,0 ng/mL de 1AA).
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f) Ponto 6 - Transferir uma aliquota de 0,6mL da solu¢do B para baldo
volumétrico de 10,0 mL. Completar o volume do baldo com o
diluente e homogeneizar (Concentracdo: 60,0 ng/mL de IAA).

g) Ponto 7 - Transferir uma aliquota de 0,7 mL da solucdo B para
baldo volumétrico de 10,0 mL. Completar o volume do baldo com o

diluente e homogeneizar (Concentragdo: 70,0 ng/mL de 1AA).

A linearidade do médovo foi verificada ajustando o modelo de regressao
linear simples utilizando os pontos de 1 a 7.

Para determinacdo da repetitividade do método foram realizadas 6
medic¢des da mesma amostra. As medicBes foram efetuadas utilizando 0 mesmo
procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas
condicdes; mesmo local e em repeticbes em um curto intervalo de tempo. A
repetitividade foi expressa através da estimativa do desvio padréo relativo.

Precisdo intermediaria foi quantificada com o objetivo de verificar que
no mesmo laboratorio o método fornecera os mesmos resultados. Realizaram-se
12 ensaios para se avaliar a precisdo intermediaria. A precisdo intermediaria,
assim como a repetitividade, € expressa através da estimativa do desvio padrdo

relativo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacdo de
componentes de uma mistura, que envolve a distribuicdo diferencial destes em
um sistema heterogéneo bifasico (Fase Estacionaria e Fase Mdvel). A separacao
cromatografica é obtida a partir de interacdes diferenciadas entre os analitos
componentes da mistura, fase estacionaria e fase mével.

Por meio do sistema de classificacdo da Fase Estacionaria tendo-se em

vista sua polaridade é possivel denomina-la em dois tipos:

a) Cromatografia em Fase Normal: fase estacionaria polar;
b) Cromatografia em Fase Reversa: fase estacionaria de baixa

polaridade.

Devido a aplicacdo quase que universal da cromatografia em Fase
Reversa C18, ja que permite a analise desde substancias hidrossollveis e/ou
ibnicas até substancias lipofilicas, este tipo de cromatografia foi escolhido para
analise do fitormdnio IAA conforme descrito na se¢do 2.3.3 e na Tabela 1. Além
disso, utilizou-se 0 modo de eluigdo em gradiente, pois, ao se variar a proporcao
de Fase Mdvel em funcdo do tempo, desta forma, variando-se a polaridade que
implica variacdo do fator de retencdo, tem-se como consequéncia a seletividade
na separacao.

Tanto a acidificagdo realizada com &cido formico da Solucédo A quanto a
acidificagdo da fase movel tem como objetivo auxiliar na eficiéncia da ionizagao
dos analitos no modo positivo (CALDAS et al., 2010; KUSTER; ALDA;
BARCELO, 2006).

A fonte de ionizagdo é a parte do equipamento responsavel por converter
os analitos de interesse em ions em fase gasosa, 0 qual é pré-requisito

fundamental para qualquer andlise por MS. A fonte de ionizacdo mais
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comumente utilizada para o acoplamento LC-MS é a de electrospray (ESI),
descrita inicialmente por Fenn (YAMASHITA; FENN, 1984), a qual é a mais
indicada para substancias neutras ou polares, que podem ser protononadas ou
deprotonadas em condicdes apropriadas de pH (ARDREY, 2003). A ionizacdo
pode ocorrer tanto no modo positivo quanto negativo, dependendo das
caracteristicas do analito de interesse. O IAA foi melhor ionizado por
eletrosprayno modo positivo (ESI+), conforme descri¢do de condigfes na Tabela
2.

A molécula de IAA apresenta formula molecular de 175 Da e através da
ionizacdo por eletrospray no modo positivo (ESI+) foi possivel obter uma
relagdo massa/carga de 176 (molécula de IAA com adicdo de um préton)

conforme espectro do padrdo de IAA apresentado na Figura 2.

Figura 2 - Espectro de varredura através da ionizagdo por eletrospray no modo
positivo (ESI+) do padrdo de 1AA.
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Apo6s a ionizacdo realizou-se a fragmentacdo do padrdo de IAA por
colisdo do analito utilizando o gas argonio. O ion fragmento principal apresentou
uma relacdo massa/carga (m/z) de 130, o que estd de acordo com Ma et al.
(2008). A Figura 3 apresenta 0 espectro de fragmentagdo do padrdo de IAA

obtido através da colisdo com o gas argonio.

Figura 3 - Espectro de fragmentacdo do padrdo de IAA obtido através da
colisdo com o gas argbnio
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Para fins quantitativos utilizou-se o modo de aquisicdo de
monitoramento de rea¢Ges multiplas (MRM) utilizando o ion fragmento m/z 130
proveniente do fon precursor 176; conforme espectro apresentado na Figura 4.
As transi¢des de MRM para a deteccdo do composto foi escolhida a partir de
experimentos de ions produto no espectrdmetro de massas. Selecionou-se para

0s canais de MRM o ion de maior abundancia.
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Figura 4 - Espectro do padrédo de IAA no modo de aquisicdo de monitoramento
de reagBes maltiplas (MRM).
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A Figura 5 ilustra que 1AA foi detectado a partir da metodologia de
extragao descrita na sessdo 2.3.1 em criose¢des do cAmbio vascular, visto que o
espectro de varredura através da ionizagdo por eletrospray no modo positivo
(ESI+) apresentou uma relagdo massa/carga de 175. Posteriormente realizou-se a
fragmentacdo da amostra por colisdo utilizando o gas argdnio. O ion fragmento

principal apresentou uma relagdo massa/carga de 142, indicando assim que se
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trata de um isémero de posicdo do padrdo de IAA que apresentou como o ion
fragmento principal m/z 130 (FIGURA 6).

Figura 5 - Espectro de varredura da amostra através da ionizagao por eletrospray
no modo positivo (ESI+).
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Figura 6 - Espectro de fragmentacdo da amostra obtido através da colisdo com o

gas argonio.
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Para fins quantitativos foi

utilizado o modo de aquisicdo de

monitoramento de rea¢Ges multiplas (MRM) utilizando o ion fragmento m/z 130

proveniente do ion precursor 176, conforme espectro apresentado na Figura 7.
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Figura 7 - Espectro da amostra no modo de aquisicdo de monitoramento de
reagBes multiplas (MRM).
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Conforme apresentado na Figura 8 o padrdo na concentracdo de 1
pHg/mL ou 1 ppm apresentou um sinal/ruido em torno de 6076, enquanto que a
média da triplicata da amostra apresentou um sinal/ruido de 203 (FIGURA 9).
Desta forma, o limite de quantificagdo do método (LQM) foi de 1,6 PPB (parte
por bilhdo), demonstrando assim que o método alcancou valores adequados para

quantificacdo do IAA na zona cambial a partir de pequenas amostras da zona

cambial.
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Figura 8 - Sinal/ruido doespectrodo Padrdo de IAA no modo de aquisi¢do de
monitoramento de rea¢des multiplas (MRM).
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Figura 9 - Sinal/ruido do espectro da amostra de IAA no modo de aquisigdo de
monitoramento de rea¢des multiplas (MRM).
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Os resultados obtidos para a curva de linearidade sdo apresentados na
Tabela 3 e Figura 10.
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Tabela 3 - Resultado obtido para curva de Linearidade.

Concentragéo Teorica(ng/mL) Area Concentragao Obtida

(ng/mL)

104 10,3167

9,9900 101 10,0206

104 10,3167

Média 103 10,2180
CV(%) 1,68 1,67

206 20,3842

19,9800 218 21,5686

198 19,5946

Média 207 20,5158
CV(%) 4,86 4,84

308 30,4518

29,9700 307 30,3531

301 29,7608

Média 305 30,1886
CV(%) 1,24 1,24

383 37,8544

39,9600 391 38,6440

389 38,4466

Média 388 38,3150
CV(%) 1,07 1,07

517 51,0804

49,9500 505 49,8959

485 47,9219

Média 502 49,6327
CV(%) 3,22 3,21

614 60,6544

59,9400 612 60,4570

614 60,6544

Média 613 60,5886
CV(%) 0,19 0,19

707 69,8336

69,9300 709 70,0311

718 70,9194

Média 711 70,2614

CV(%) 0,82 0,82
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Figura 10 - Curva analitica (linearidade) do IAA.
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Pela figura curva observa-se coeficiente de determinacdo de 0.9977
indicando assim alta linearidade do médoto.
A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para a repetibilidade. Os

valores de desvio padrdo indicam repetitibilidade adequada para o0 método.
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Tabela 4 - Resultado obtido da repetibilidade.
Padréo (40 ng/mL)

Injecdes Area

1 410

2 427

3 396

4 424

5 415

6 435
Média 418

Desvio Padréo 13,8768

(4 3,32

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para a precisao intermediaria.

Os valores de desvio padrédo indicam repetitibilidade adequada para o método.

Tabela 5 - Resultado obtido da precisdo intermediéaria.
Padrao (40 ng/mL)

Injecoes Area
1 410
2 427
3 396
4 424
5 415
6 435
7 437
8 436
9 420
10 433
11 430
12 426
Meédia 424
Desvio Padréo 12,2137

Cv 2,88
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Pelos resultados obtidos podemos verificar que 0 método descrito nesse
capitulo é adequado para quantificacdo do &cido indol-3 acético na zona
cambial. A Tabela 6 apresenta o resumo dos resultdos da validacdo do método.
Melhorias relativas a0 método de extracdo devem ser consideradas para
alcancarmos quantificagfes em amostras com massas ainda menores.

E ainda importante ressaltar a necessidade de desenvolvimento de
métodos simultaneos de quantificacdo hormonal, incluindo, por exemploo, a
quantificagdo da giberelina e acido absicico juntamente ao IAA. Esses métodos
permitiram testar uma série de hipéteses relativas as interacdes entre esses

horménios e o processo de xilogénese.

Tabela 6 - Resumo dos resultados da validacdo do método.

Parametros Critérios de aceitacdo Concluséo
Seletividade/Especificid  Relagdo m/z coincidiu com a estrutura Aprovado
Limite de Deteccéo Relacdo sinal/ruido da linha de base > 3,0 ~ Aprovado

Limite de Quantificacdo  Relago sinal/ruido da linha de base > 10.  Aprovado
Linearidade Coeficiente de correlagéo (R) > 0,98. Aprovado
Precisdo Repetibilidade DP < 15,0 %. Aprovado
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