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RESUMO

A parede celular é formada basicamente por lignina, celulose e hemiceluloses, organizadas
sistematicamente nas paredes primaria e secundaria, constituindo o exoesqueleto das fibras.
As microfibrilas de celulose e a lignina exercem grande influéncia sobre as propriedades
fisicas e mecénicas da madeira. Neste contexto o objetivo deste trabalho foi buscar
informacdes sobre a variabilidade natural da orientacdo das microfibrilas através da parede
celular secundaria e analisar a distribuicdo do conteudo de lignina na parede celular das fibras
do lenho normal da &rvore ereta e do lenho de tracdo e oposto da arvore inclinada de
Eucalyptus grandis. A espécie utilizada foi Eucalyptus grandis com 28 anos de idade. Foram
retirados discos de 10 cm em duas alturas, a 1,30m do solo e a 25% da altura total da arvore
ereta e da arvore inclinada. A determinacdo do angulo microfibrilar (AMF) médio foi feita
através da microscopia de luz polarizada e o AMF das camadas da parede celular por
microscopia eletrénica de transmissdo. Para determinacdo qualitativa da lignina foi
empregada a microscopia de fluorescéncia e a microscopia laser confocal e a quantificacdo
relativa foi realizada com o auxilio do software Image J. O angulo microfibrilar médio foi
menor para o0 lenho de tracdo com valor de 5,4°. Foi observado reducdo do éangulo
microfibrilar no sentido medula-casca. As camadas S1, S2 e S3 e a transi¢do entre elas, foram
identificadas pelo direcionamento das microfibrilas de celulose. A camada S2 apresentou
menor AMF em relacdo as camadas S1 e S3. Foi observada na camada S2 diminui¢do do
AMF da medula para a casca. Os AMF encontrados no lenho de tracdo para a camada S2
foram proximos ao angulo médio da parede celular. O lenho de tragdo apresentou menor

intensidade de fluorescéncia.

Palavras-Chave: Parede celular, &ngulo da microfibrila, fluorescéncia.



ABSTRACT

The cell wall consists basically of lignin, cellulose and hemicelluloses, systematically organized in the
primary and secondary walls, constituting the exoskeleton of the fibers. Cellulose microfibrils and
lignin have a great influence on the physical and mechanical properties of the wood. In this context the
aim of this work was to provide information on the natural variability of the microfibrils orientation
through the secondary cell wall and to analyze the distribution of the lignin content in the fiber cell
wall of normal, tension and opposite wood of Eucalyptus grandis. Two 28 year old Eucalyptus
grandis trees were used, one with upright trunk and one with inclined trunk. Discs of 10 cm were
removed at two heights, 1,30 m from the ground and 25% of the total height of the tree. Analyzes were
performed for normal, tension and opposite wood. The determination of the mean microfibrillar angle
(MFA) was made by polarized light microscopy and the angle of the cell wall layers by transmission
electron microscopy. Lignin determination was performed by fluorescence and confocal microscopy,
the quantification was realized using the software Image J. The mean MFA being the lowest in tension
wood, with a value of 5,4°. A reduction of the microfibrillar angle in the pith to bark direction was
observed. The layers S1, S2 and S3 and the transition between them were identified by the orientation
of the cellulose microfibrils. The S2 layer presented lower AMF in relation to layers S1 and S3, with a
decrease of the MFA from pith to bark. The MFA found in the tension wood for the S2 layer was close

to the average angle of the cell wall. The tension wood showed lower fluorescence intensity.

Palavras-Chave: Cell wall, microfibril angle, fluorescence.
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1 INTRODUCAO

A parede celular, formada principalmente de lignina, hemicelulose e celulose,
organizadas sistematicamente nas paredes primaria e secundaria, constituem o exoesqueleto
das fibras, que por sua vez conferem a madeira notavel comportamento mecanico.

Na parede priméria a orientacdo das microfibrilas é geralmente dispersa. A parede
secundaria apresenta trés camadas: as microfibrilas das camadas S1 e S3 sdo orientadas
transversalmente, ja na camada S2, as microfibrilas tendem a ser orientadas axialmente
(WARDROP & PRESTON, 1947). A parede secundaria pode apresentar camadas alternadas
com diferentes orientacBes das microfibrilas, formando o que é conhecido como arranjo
helicoidal (REIS & VIAN, 2004). O Angulo formado entre o eixo longitudinal de uma fibra e
as microfibrilas de celulose na parede secundaria das fibras e dos traqueides é chamado de
angulo microfibrilar (BARNETT & BONHAM 2004), sendo comumente representado pelas
iniciais AMF. As microfibrilas de celulose constituem os principais elementos estruturais da
parede celular das fibras (DONALDSON, 2008).

A camada S2 é a mais espessa da parede celular, sendo considerada a que exerce
maior influéncia sobre as propriedades fisicas e mecanicas da madeira. A estrutura cruzada
das microfibrilas na parede secundaria proporciona a madeira alta rigidez axial, além de alta
resisténcia ao colapso e a ruptura, permitindo que a planta adote um héabito de crescimento
ereto e faca uma conducdo eficiente da dgua da raiz até o topo (DONALDSON, 2008).

De modo diferente, as camadas S1 e S3, sdo relativamente mais finas, mas exercem
papel importante no reforco da célula contra deformacéo por forcas de tensdo de &gua, além
de contribuir para a dureza e a resisténcia ao esmagamento da madeira (BOOKER, 1993).
Donaldson e Xu (2005) relataram que as camadas S1 e S3 mostram orientacdo altamente variavel
das microfibrilas, que variam de 50° a 113° na S3 e 79° a 117° na S1, em relagéo ao eixo da fibra.

Os AMF da parede celular podem variar no sentido longitudinal e radial no caule e com a
idade da arvore (DONALDSON, 2008; EVANS et al., 2000). De acordo com From et al. (2003)
0 AMF esta associado ao teor de lignina da parede celular e segundo Boyd (1980) esta
relacionado com o direcionamento das tensdes de crescimento, particularmente em lenho de
reacdo, onde no lenho de tracdo o baixo angulo microfibrilar, confere resisténcia a uma

elevada tensdo de tragédo. Este tipo de lenho é formado pela arvore sob esforgos mecanicos,



apresentando caracteristicas anatémicas, quimicas e fisicas diferenciadas em relacdo ao lenho
normal (MONTEIRO et al., 2010).

A distribuicdo da lignina dentro da parede celular é pouco conhecida, sabe-se que no
lenho de trag&o, ocorre reducdo no teor de lignina na parede celular das fibras (COTE et al.,
1966; DONALDSON, 2001). Neste lenho pode ocorrer a formacéo de uma camada gelatinosa
na parte mais interna da parede celular secundéria, excessiva contracdo e aumento da
densidade basica (SIMPSON & TENWOLDE, 1999), o que resultara em alteracdo nas
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas deste lenho em relagdo ao lenho normal (GREEN
etal., 1999).

Diversos estudos (HARRIS & MEYLAN, 1965; CAVE, 1968; CAVE & WALKER,
1994) mostram que o angulo das microfibrilas € uma das caracteristicas de grande
importancia para a defini¢do de algumas propriedades como a retratibilidade, a resisténcia e a
rigidez, que afetam diretamente a utilizacdo comercial da madeira. Além disso, 0 AMF esta
relacionado com a resisténcia a tracdo e com o mddulo de elasticidade de fibras de celulose,
onde pequenos valores do AMF tornam as fibras mais fortes e mais rigidas (DOWNES et al.,
2003), sendo esta informacdo de grande interesse para a industria de papel e celulose. Da
mesma forma, obter informacfes sobre a distribuicdo do contetdo de lignina é importante
para este setor ja que a de lignina presente na madeira afeta o processo de polpacdo e
branqueamento do papel. Na inddstria de carvao vegetal, a lignina € um dos componentes da
madeira de grande relevancia, pois esta relacionado com o poder calorifico do carvao vegetal.

Neste contexto, o presente estudo busca fornecer informacgdes detalhadas sobre a
distribuicdo espacial do AMF e da lignina na parede celular, bem como conhecer o
comportamento dessas caracteristicas e as relagcdes existentes entre elas para diferentes tipos
de formacOes de madeira, de modo a contribuir para a melhoria na interpretacdo do
comportamento das propriedades da madeira, de seu processamento e utilizagéo, pois pouco

conhecimento é disponivel até o0 momento, principalmente em Eucalyptus.



2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi buscar informagdes sobre a distribuicdo espacial do
angulo microfibrilar e do conteddo de lignina dentro da parede celular das fibras dos lenhos
normal, de tracdo e oposto de Eucalyptus grandis.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Lignina

A palavra lignina é originaria do latim lignum que significa madeira. E um polimero
tridimensional complexo que ocorre predominantemente no xilema das plantas terrestres
(DONALDSON, 2001), constituida em sua maior parte pelos alcoois p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico (LEWIS & SARKANEN, 1998). E um dos principais componentes
da parede celular de traqueides, vasos e fibras, contribuindo para impermeabilizacdo de
elementos condutores do xilema, confere resisténcia a compressdo no lenho, enrijecimento da
célula e conformacdo fisica do vegetal (DONALDSON, 2001), participa da formacdo de
ligacbes quimicas com as hemiceluloses, atuando como uma ponte ou um adesivo e
garantindo a consisténcia entre a matriz e as microfibrilas de celulose (MESHITSUKA et al.,
1982).

Os materiais lignocelulésicos possuem composi¢do quimica muito complexa, formada
por substancias de alta massa molecular insoltveis e de substancias de baixa massa molecular
sollveis em solventes organicos neutros, formando assim uma rede de ligacGes
multimoleculares na parede celular (LEWIS & SARKANEN, 1998).

A lignificacdo da parede celular € uma das etapas finais do processo de diferenciacao
celular do xilema, na qual a lignina é depositada dentro da matriz da parede celular em um
processo de preenchimento de espagos vazios interlamelares (DONALDSON, 2001).

O processo de lignificacdo inicia-se nos cantos das células, nas regides da lamela
média e parede primaria, e vai se espalhando através da parede secundaria em direcdo ao
lume. A lignificacdo da lamela meédia e da parede primaria geralmente comeca apds o inicio

da formacédo da parede secundéria, enquanto que a lignificagdo da parede secundaria comeca



apos sua completa formacéo, sendo evidenciado pela presenca da camada S3 (WARDROP,
1957).

Quanto a utilizacdo a lignina vem se destacando para a producdo de novos produtos,
como o biocombustivel que surge com grande perspectiva e prosperidade para o futuro. Sua
propriedade recalcitrante tem despertado interesse de pesquisadores no desenvolvimento de
novos caminhos para desconecta-la da matriz celulésica (MOSIER et al., 2005; HENDRIKS
& ZEEMAN, 2008). Algumas pesquisas cientificas estdo sendo empregadas para 0
desenvolvimento de técnicas capazes de diminuir a recalcitrancia da lignina durante o
processamento para utilizacdo da biomassa na producdo de alcool de segunda geracdo
(CORTEZ et al., 2008).

Na industria energética elevado teor de lignina resulta em carvdo vegetal de melhor
qualidade, com maior densidade aparente e maior poder calorifico, resultando em melhores
propriedades fisico-mecanicas (GOUVEA et al., 2015). Devido & complexidade da molécula
de lignina sua degradacdo ocorre muito lentamente durante a carbonizacdo da madeira,
enquanto a celulose e hemicelulose degradam rapidamente, com isso ocorre 0 aumento da

massa do carvio e consequentemente aumento do poder calorifico (GOUVEA et al., 2015).

3.1.1 Distribuicao do contetdo de lignina na parede celular

Fujino e Itoh (1998), em estudo sobre o processo de lignificagdo de Eucalyptus
tereticornis, observaram a perda de porosidade da parede celular conforme ocorria 0 processo
de deposicdo de lignina. Esse comportamento segundo o autor é a razdo provavel para as
diferencas de concentracdo de lignina entre as regides de parede celular, sendo que a matriz
altamente porosa da lamela média e parede priméaria permitem maior deposicao de lignina do
que a parede secundaria, mais densamente organizada.

Segundo Donaldson (2001), a parede secundéria das fibras é frequentemente menos
lignificada do que a dos traqueides, no entanto, a distribui¢éo de lignina na parede celular das
fibras de folhosas é semelhante a dos traqueides de coniferas.

A distribuicdo do conteudo de lignina pode ocorrer de forma diferente quando se trata
do lenho de reacdo, chamado de lenho de tragdo para folhosas e lenho de compresséo para
coniferas. Estudos sobre a distribui¢cdo de lignina em lenho de compressdo mostram que a

lamela média desse é menos lignificada que no lenho normal (COTE et al., 1966) e que nos



casos de compressdo severa ha formacdo de espacos intercelulares ndo lignificados
(DONALDSON, 2001).

Donalson (2001), estudando o lenho de compressao em Pinus radiata e lenho de
tracdo em Populus nigra, através da microscopia de fluorescéncia, observou a presenca de
uma regido altamente lignificada na camada S2 da parede secundaria (Figura 1A) e presenca

da camada G néo lignificada (Figura 1B).

Figura 1 — Imagens de fluorescéncia de cortes transversais dos lenhos de: (A) Pinus
radiata e (B) Populus nigra. A seta branca em A, indica a regiéo lignificada e

em B a presenca da camada gelatinosa.

Fonte: Donaldson (2001).

Zhe Ji et al. (2013) em estudo com o lenho de compressdo da madeira de Pinus
yunnanensis, através da microscopia de fluorescencia observaram que na regido da lamela
média e parede primaria, sendo considerada pelo autor a juncdo dessas duas regides de lamela
média composta (indicadas pela seta branca), a presenca de uma da regido mais brilhante do
gue as outras e que esta maior intensidade de sinal de fluorescéncia corresponde a maior
concentragdo da lignina (FIGURA 2).
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Figura 2 — Imagem de microscopia de fluorescéncia da secao transversal do Lenho de Pinus
yunnanensis. As setas brancas indicam a camada S2 e regido da lamela média
composta (CCML).

\

Fonte: Zhe Ji et al. (2013).

Fromm et al. (2003) observaram que a lignina ocorre em concentracdes elevadas na
lamela média (CML), e que a transicdo entre a camada S1 e S2 ocorre aumento da

concentragéo de lignina ( FIGURA 3).

Figura 3 — Micrografias de secdes radiais ultrafinas de traqueides de Abeto vermelho por

microscopia de transmissdo. CML: lamela média composta, camadas S1 e S2.

AR

Fonte: Fromm et al. (2003).
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3.1.2 Tecnicas de avaliacdo da distribuicéo de lignina

A distribuicdo do contetido de lignina na parede celular pode ser estudada por diversas
técnicas, como histoquimica, absor¢do de UV, microscopia de fluorescéncia, microscopia
confocal, microscopia eletronica de transmissdo, microscopia eletronica de varredura
(DONALDSON, 2001). Dentre as técnicas empregadas para a determinacao da distribuicéo
da lignina, a microscopia de fluorescéncia e a microscopia confocal proporcionam
visualizacdo direta dessa distribuicdo na parede celular, sendo observadas diferencas entres as
camadas, isso devido a autofluorescéncia da lignina. De acordo com Kutscha e Mcormond
(1972), algumas substancias possuem a capacidade de absorver luz ultravioleta o que, por sua
vez, estimula a emissdo de luz visivel, sendo este fendbmeno conhecido como fluorescéncia. A
fluorescéncia deste tipo é conhecida como primaria ou autofluorescéncia. A fluorescéncia
também pode ser induzida através dos fluorocromos, e esta fluorescéncia é referida como
fluorescéncia secundaria. Hernandez-Hernandez (2014), em estudo com a espécie Agave
atrovirens, diz que quando a autofluorescéncia da lignina foi intensa, as fibras apresentaram

maior teor de lignina.

3.2 Angulo microfibrilar (AMF)

A parede celular funciona como um esqueleto para a mecanica do corpo da planta. E
formada por celulose, hemiceluloses, pectina, lignina, vérios compostos aromaéticos e
proteinas. Esta organizada em parede priméria e parede secundaria. Na parede priméria a
orientacdo das microfibrilas € geralmente dispersa. A parede secundéria esta subdividida nas
camadas S1, S2 e S3 que apresenta orientacdes alternadas das microfibrilas. A camada S2 é
mais espessa do que as outras camadas, sendo considerada a mais influente sobre as
propriedades fisicas e quimicas da parede celular (DONALDSON, 2008). De acordo com o
mesmo autor, a estrutura cruzada das microfibrilas (orientagéo alternadas das microfibrilas na
parede secundaria) proporciona a madeira uma alta rigidez axial, além de uma alta resisténcia
ao colapso e a ruptura, permitindo que a planta adote um habito de crescimento ereto e faca
uma conducao eficiente da agua da raiz até o topo.

Em contraste as camadas S1 e S3, possuem orientacdo transversal das microfibrilas,

sdo relativamente finas, mas exercem papel importante no reforco da celula contra
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deformacéo por forcas de tensdo de agua, além de contribuir para a dureza e a resisténcia ao
esmagamento da madeira (BOOKER, 1993). A camada S1 pode desempenhar papel
importante na determinacdo das propriedades de fibras de celulose, contribuindo para a
formacéo de finos e a determinacgdo das propriedades de superficie das fibras (BERGANDER
et al., 2002; BRANDSTROM et al., 2003). Booker e Sell (1998) sugeriram que a camada S3 é
comparativamente mais eficaz no endurecimento da parede no plano transversal do que a
camada S2 e, portanto, contribui para a resisténcia ao colapso no xilema funcional.

Em relacdo as propriedades fisicas da madeira, para Evans et al. (2000), o AMF
apresenta relacdo variavel com a densidade, podendo apresentar correlagdo entre alguns anéis
consecutivos, mas ndo apresenta 0 mesmo comportamento entre arvores de uma mesma
espécie. DONALDSON (2008) diz que como o AMF varia entre lenho inicial e tardio e a
quantidade destes na madeira tem influéncia sobre a densidade, a relagdo entre AMF e
densidade pode ser hipotética (DONALDSON, 2008).

O AMF é um dos parametros que afetam a contracdo e a anisotropia. Em madeiras de
compressdao, 0 aumento do AMF mostra um aumento correspondente na contracao
longitudinal (HARRIS & MEYLAN, 1965). Madeiras com AMF baixo geralmente
apresentam alta contracdo tangencial, enquanto que aquelas com AMF alto apresentam alta
contracdo longitudinal (DONALDSON, 2008).

O AMF na camada S2 é considerado um indicativo da qualidade da madeira e das
fibras (BENDTSEN & SENFT, 1968). O AMF mostra uma boa correlagdo com as
propriedades mecanicas das fibras individuais, sendo que as fibras com maiores AMFs
também mostram aumento da extensibilidade, que é a resisténcia que um material apresenta
ao ser estirado sem se romper (PAGE et al., 1972) ou seja, 0 AMF esté relacionado com a
resisténcia a tracdo e ao modulo de elasticidade de fibras de celulose, sendo que pequenos
valores AMF levam a fibras mais fortes e mais rigidas (DOWNES et al., 2003).

Segundo Lima et al. (2014), o angulo microfibrilar da madeira é uma caracteristica
importante, pois ajuda a explicar a comportamento mecanico da madeira. O angulo
microfibrilar influencia na estabilidade dimensional, rigidez e mecénica das madeiras (Barnett
e Bonham 2004, Chauhan et al., 2006) e de acordo com Donaldson (2008), menores angulos

microfibrilares sdo associados a maiores valores de resisténcia e rigidez da madeira.
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Em coniferas, os valores médios dos angulos das microfibrilas podem variar de 35° a
40° e para folhosas esses valores variam de 5° a 20°, podendo ocorrer variacbes entre

espécies, entre arvores da mesma espécie e dentro de uma mesma arvore (BOYD, 1980).

3.2.1 Variacao do angulo microfibrilar através da parede celular

A variagdo do AMF tem sido amplamente observada dentro da &rvore, no sentido
medula-casca e da base até topo. Segundo Sarén et al. (2004) os maiores angulos sdo
encontrados nos primeiros cinco anéis proximo a medula e 0 mesmo comportamento foi
observado por Donaldson (2008). Axialmente, o AMF diminui conforme se avanca em
direcdo ao topo da arvore. Evans et al. (2000) diz que o menor valor do AMF para
Eucalyptus nitens foi entre 30 e 50% da altura total da arvore, voltando a aumentar em direcao
ao topo.

A variagdo do AMF também pode ser observada no lenho juvenil e adulto, onde os
maiores angulos sdo encontrados no lenho juvenil, o que proporciona a arvores jovens maior
elasticidade, que € necessaria para tolerar flexdo mediada pelo vento (BARNETT &
BONHAM, 2004). Entre arvores, mesmo vizinhas, observa-se significante variacdo no AMF,
sendo as diferengas mais aparentes em madeira juvenil (DONALDSON, 2008).

As determinacdes do AMF sdo geralmente realizadas na parede radial da fibra, no
entanto, estudos comparativos mostraram que as diferencas entre determinacfes nas paredes
radial e tangencial sdo variaveis entre arvores e dependentes da espécie (DONALDSON,
2008).

Usando microscopia eletronica de transmissdo em amostras de Pinus radiata,
Donaldson e Xu (2005) foram capazes de medir a variagdo continua da orientacdo das
microfibrilas do lume a parede primaria, mostrando uma zona de transicdo relativamente
abrupta entre S2 e S3, mas uma transi¢do mais gradual entre S1 e S2.

O AMF esta relacionado com o direcionamento das tensGes de crescimento,
particularmente em lenho de reagdo. O lenho de compressao geralmente tem um alto AMF e,
portanto, pode resistir a alta tensdo de compressao, enquanto o lenho de tragéo tem um baixo
AMF, podendo resistir a uma elevada tenséo de tragédo (BOYD, 1980).

No lenho de compressdo o AMF é geralmente maior em relacdo ao lenho oposto,

enquanto na camada G o AMF é geralmente pequeno. No lenho de tracdo da espécie tropical
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Laetia procera (Poepp.) Eichl., a parede secundaria € composta por varias lamelas distintas,
com camadas alternando AMFs altos e baixos em associacdo com variacdo no grau de
lignificagdo, sendo que angulos baixos sdo associados a baixos niveis de lignificagdo
(RUELLE et al., 2007).

Estudos com diversas espécies mostram que sitio, tratos silviculturais como
fertilizacdo e desbaste, latitude, temperatura anual, pluviosidade, geadas e irrigacdo
apresentam influéncia variavel sobre 0 AMF, o que pode ser associado a taxa de crescimento
do vegetal (DONALDSON, 2008).

3.2.2 Técnicas de medicdo do angulo microfibrilar

As principais técnicas de medicdo do angulo microfibrilar podem ser feitas em fibra individual
através de microscopia, ou medicdo em amostras de madeira utilizando difracdo de raios-X. Dentre as
técnicas de microscopias tem-se a microscopia de luz polarizada que depende das propriedades dpticas
da celulose cristalina, e as que permitem visualizacdo direta da orientagdo das microfibrilas como a
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissdo (DONALDSON,
2008).

A microscopia de luz polarizada foi um dos primeiros métodos utilizados para inferir a
estrutura de celulose em resolucdo microscépica. A microscopia de luz polarizada parte do
principio de que, como a celulose possui regides cristalinas e as microfibrilas dentro da parede
secundaria sdo altamente alinhadas (MULLER et al., 1998), e secOes finas de madeira so
birrefringentes quando observadas entre dois filtros polarizadores cruzados. A observacdo de
uma Unica parede em fibras individuais é possivel com o auxilio de um micrétomo, para obter
cortes mais finos, e maceracéo, para deslignificacdo do material.

Esta técnica envolve a rotacdo da fibra do seu eixo axial até que a parede celular, antes
brilhante, se torne escura, atingindo a chamada posicdo de maxima extincdo. A diferenca
entre o eixo axial da fibra e a angulacdo da posicdo de maxima extincdo determina o AMF,
que se aproxima ao AMF da camada S2, devido a sua maior espessura em relacdo as demais
camadas (DONALSON, 2008). O efeito das camadas S1 e S3 na birrefringéncia da parede da
fibra € geralmente pequeno, mas varia de acordo com a espessura da parede (PAGE & EL-
HOSSEINY, 1974).

Na microscopia de luz polarizada obtemos os valores médios para AMF enquanto que

na microscopia eletronica de transmissdo (MET) é possivel a obtencdo da angulacdo em cada
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camada. Donaldson e Xu (2005), em estudo com a espécie Pinus radiata, observaram a
variacdo continua da orientacdo da microfibrila do lume a parede priméaria (FIGURA 4),

mostrando a transi¢do gradual entre S1 e S2 e zona de transi¢édo abrupta entre S2 e S3.

Figura 4 - Micrografia mostrando as camadas S1, S2 e S3 da parede celular de Pinus
radiata por microscopia eletrénica de transmissdo. As setas indicam a
direcao das microfibrilas.

Fonte: Donaldson e Xu (2005). Barra de escala = 500 nm

3.3 Lenho de reacao

O lenho de reacdo é formado quando os troncos ou ramos das arvores crescem sob
esforgo mecanico e apresenta caracteristicas anatémicas, quimicas e fisicas diferenciadas em
relacdo ao lenho normal. Sua formagdo pode ser influenciada por fatores como clima,
topografia, copa assimétrica e a massa dos galhos (MONTEIRO et al., 2010), sendo
comumente associada a inclinagcdo ou tortuosidade do fuste, 0 que ocorre como uma resposta
natural da arvore para retornar a posi¢do normal durante ou apds a acdo de forcas (SIMPSON
& TENWOLDE, 1999).

Em coniferas o lenho de reacdo é chamado de lenho de compresséo e em folhosas de
lenho de tracdo, que é formado no lado superior do tronco inclinado e associado com o
desenvolvimento de grandes tensGes de tracdo no interior do tronco (WARDROP 1964;
FISHER E STEVENSON, 1981).
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O lenho de reacdo pode ser evidenciado pelo o deslocamento da medula do seu centro
geométrico. Ferreira et al. (2008), em estudo com clones de Eucalyptus aos dois anos de
idade, que cresceram em regides de baixada e de encosta, identificaram a presencga do lenho
de tracdo através do deslocamento da medula das arvores estudadas.

Outras caracteristicas da madeira indicam a ocorréncia do lenho de tracdo séo: redugéo
no teor de lignina na parede celular das fibras (PANSHIN & DE ZEEUW, 1980), formacéo de
camada gelatinosa na parte mais interna da parede celular secundaria, conhecida como
camada G, excessiva contracdo e aumento da densidade basica (SIMPSON & TENWOLDE,
1999), o que resultara em alteracdo nas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas deste
lenho em relacdo ao lenho normal (GREEN et al., 1999).

O lenho de tracdo apresenta caracteristicas anatémicas diferenciadas, como diminuicao
da frequéncia de vasos (JOUREZ et al., 2001), fibras mais longas e mais finas, que
apresentam parede celular mais espessa e menor limen (YOSHIZAWA et al., 2000; JOUREZ
et al., 2001). No lenho de tracdo as fibras sdo geralmente mais achatadas, fazendo com que a
lamela média possua menor area (BOWLING; VAUGHN, 2008).

A parede celular do lenho de tracdo é frequentemente relatada pela presenca da
camada gelatinosa, embora ndo obrigatoriamente todo lenho de tracdo apresente a camada G
(WASHUSEN et al., 2003; QIU et al., 2008; RUELLE et al., 2010). Estudos anatbmicos
realizados por Clair et al. (2006b), com 21 espécies tropicais, observaram auséncia da camada
G em 14 espécies das estudadas. Os autores ressaltaram que é necessaria a realizacdo de
técnicas mais especificas para a deteccdo da camada G e afirmaram que a auséncia dessa
camada ndo indica a auséncia de tecido de reacéo.

Quando ocorre a formacdo da camada gelatinosa no lenho de tracdo, este apresenta a
parede secundaria com maior teor de celulose e diminui¢do do teor de lignina na parte interna
da parede celular (YOSHIZAWA et al., 2000) e possui diminui¢cdo acentuada do angulo
microfibrilar ( WASHUSEN et al., 2005; RUELLE et al., 2006; CLAIR et al., 2011).

Outras caracteristicas que podem ser citadas quanto as alteracfes no lenho de reagéo é
a excessiva contragdo quando a umidade fica abaixo do ponto de saturacdo das fibras e o
aumento da densidade basica (SIMPSON e TENWOLDE, 1999).

Monteiro et al. (2010) observaram em espécies de Eucalyptus, que o lenho de tracéo
foi evidenciado por elevada retratibilidade e maior densidade basica quando comparada a

madeira normal. As caracteristicas anatbmicas, quimicas e fisicas do lenho de reagdo séo
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diferentes do lenho oposto e do lenho normal (PLOMION et al., 2003) e algumas espécies sdo
mais propensas a ocorréncia do lenho de reacdo do que outras (GREEN et al., 1999).

No lenho de compresséo de coniferas as caracteristicas da madeira sdo semelhantes em
todas as espécies. J& em madeira de tracdo essas caracteristicas sdo menos uniformes,
podendo variar entre espécies e géneros (PANSHIN e DE ZEEUW, 1980).

Mizrachi et al. (2015), verificou AMF baixo para o lenho de tracdo de clones hibridos
de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla aos 4 anos de idade, sendo essa reducao de
20% em relacéo ao lenho oposto.

Clair et al. (2011) investigaram as mudangas estruturais nas microfibrilas de celulose
ao longo de sequéncias de diferenciacdo celular do xilema do lenho de tracéo e lenho normal
de alamo (Populus deltoides x Populus trichocarpa) e encontraram reducdo do angulo
microfibrilar no lenho de tracdo (AMF préximo de 0°).

Ruelle et al. (2007), estudando o lenho de tragdo de Laetia procera (Poepp.) Eichl.,
observaram que a parede secundaria dessa espécie é composta por varias lamelas distintas,

com camadas alternando AMF altos e baixos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo e coleta do material

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

Foram selecionadas duas arvores, sendo uma com tronco ereto e uma com tronco
inclinado, foram mensurados altura e didmetro a altura do peito (DAP), dispostos na Tabela 1.
As arvores foram abatidas e, posteriormente, de cada arvore, foram retirados dois discos de
aproximadamente 5 cm de altura, um a de 1,30 m do solo (DAP) e outro a 25% da altura total
da arvore. O material coletado foi encaminhado ao Laboratério de Usinagem da Madeira do
Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Lavras (DCF/UFLA), e

entdo a faixa central do tronco foi retirada com o auxilio de serra fita simples.
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Tabela 1 — Diametro e altura das arvores de Eucalytus grandis.

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

Em cada disco foram tracadas linhas passando pela medula e a partir dela delimitada a
largura final da secdo transversal de 2 cm de espessura e 5 cm de altura (FIGURA 5). Foram
realizadas analises para o lenho normal (arvore ereta) e lenho de tracdo e lenho oposto (&rvore
inclinada), identificados pela excentricidade da medula.

Para as analises de microscopia eletrobnica de transmissdo, microscopia de
fluorescéncia e microscopia confocal a retirada das amostras foram realizadas em trés
posi¢des radiais, interna (proximo a medula), intermediaria e externa (préximo a casca), para
cada um dos lenhos, normal, oposto e de tracdo, gerando 9 amostras para cada analise. Para
determinacdo do angulo microfibrilar através da microscopia de luz polarizada, os corpos de
prova foram retirados a cada 1,5 cm a partir da medula até a casca, totalizando 57 corpos de

prova.

Figura 5 - Esquema de retirada das amostras das arvores de E. grandis.
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As amostras 1 foram utilizadas para as analises de determinacdo do AMF e 2 para
distribuicdo da lignina. As letras A, B e C representam as posi¢cdes de retirada das amostras

internas, intermediarias e externas, respectivamente.

4.2 Determinacdo do angulo microfibrilar

4.2.1 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para determinacdo dos angulos microfibrilares nas camadas da parede celular foram
confeccionados os corpos de prova de 1x1x1 mm, estes foram parcialmente deslignificados
em solucdo de &cido acético glacial e peréxido de hidrogénio (propor¢do de 1:1) por 3 horas,
esse procedimento foi realizado para facilitar a penetracdo da resina na madeira.
Posteriormente os corpos de prova foram colocados em solucdo karnovisk por 24h, para
fixacdo (estabilizacdo das estruturas celulares). Apos as 24h o material foi lavado com
cacodilato, por trés vezes a cada 10 minutos, na terceira lavagem foi deixado uma pequena
quantidade do cacodilato e foi adicionado 6 gotas de tetroxido de dsmio. Apo6s 2 horas 0
material foi lavado em agua destilada para retirada do 6smio. Posteriormente 0s corpos de
prova foram colocados em uranila e deixados por 24h. Apds as 24h foram desidratados em
solugédo crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) por dez minutos em cada
solucdo. Por fim as amostras foram emblocadas em resina Spurr. Apés o emblocamento do
corpo de prova na resina foi realizado o desbaste da amostra e entdo confeccionados os cortes
semifinos. Feita as secBes semifinas, foi escolhida a regido de interesse para as secdes
longitudinais obliquas de 80 nm (ultrafinos) que foram preparadas com o auxilio de um
ultramicrétomo com navalha de diamante.

As secOes ultrafinas foram colocadas em telas de cobre e contrastadas com acetato de
uranila (0,1%), citrato de chumbo (0,1%), permanganato de potassio (0,1%) em citrato de
sodio (0,1%) e novamente citrato de chumbo (0,1%), por 3 minutos cada (adaptado de
DONALDSON & XU, 2005). Os cortes ultrafinos foram analisados no microscopio
eletronico de transmissdo, FEI- Tecnai 120, série 9432 (FIGURA 6), no centro de
microscopia (CM) da UFMG. As camadas da parede celular foram identificadas visualmente
pela diferenca no direcionamento das microfibrilas. O AMF de cada camada da parede celular
da fibra foi determinado com o auxilio do software de analise de imagens Image-J. O preparo
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das amostras foi realizado no centro de microscopia da Universidade Federal de Minas

Gerais.

Figura 6 - Microscopio eletrénico de transmissao Tecnai 120 do centro
de microscopia da UFMG.

Fonte: Souza (2017).

4.2.2 Microscopia de luz polarizada

Foram feitos cortes tangencias de 7 um de espessura obtidos com o auxilio de um
micrétomo de deslize. Os cortes foram colocados em frascos de vidro e cobertos com uma
solugdo de &cido acético glacial e perdxido de hidrogénio, na proporcéo de 1:1 (FRANKLIN,
1945, modificado por BERLYN; MIKSCHE, 1976). Os frascos foram lacrados e deixados em
estufa a 60°C durante 12 horas, para que ocorresse a dissolucdo da lamela média e a
desagregacdo dos elementos anatdmicos, formando um macerado que foi entdo lavado e
armazenado em agua destilada. O AMF médio da parede celular foi determinado através da
técnica de microscopia de luz polarizada, empregada por Lima et al. (2004), realizando-se 20
medicdes por amostra no microscépio de luz polarizada Olympus BX 51.
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4.3 Determinacédo da distribuicéo de lignina

4.3.1 Microscopia de fluorescéncia

Para andlise qualitativa da distribuicdo de lignina, foram realizados cortes transversais
de 5 um de espessura preparados com um microtomo de deslize. Os cortes foram tratados
com solugéo de auramina 1% por 10 minutos (adaptado de OLIVEIRA, 2013) e examinados
em microscépio de fluorescéncia Obsever Z1 Zeis AX10. Com filtro HQ 470/40 Q495 500
LP (GFP), no laboratério de microscopia eletrénica (LME) da UFLA.

4.3.2 Microscopia laser confocal

Para analise da distribuicdo da lignina, foram realizados cortes transversais de 7um de
espessura preparados em microtomo de deslize em trés posicdes de amostragem na direcdo
medula-casca. Apos essa etapa os cortes foram colocados em lamina de vidro e corados com
auramina (1%) por 20 minutos.

Os cortes foram examinados em microscépio Laser Confocal LSM 780 Zeiss Observer
Z.1 do laboratério de microscopia eletrébnica da UFLA, com o software Zen 2012. As
imagens foram geradas a partir da sobreposicdo de 7 planos focais ao longo do eixo Z (Z-
strack), para cada posicdo analisada. Para determinacdo da intensidade de fluorescéncia da
lignina marcada com auramina foram realizadas 20 medi¢fes em trés imagens geradas para
cada posicdo medula-casca através do software Image J utilizando o parametro “INT DEN”.
A medicdo da intensidade da lignina foi feita através da formula (adaptada de FERNANDO et
al., 2015) : Intensidade de lignina = Densidade integrada - (area selecionada x intensidade do

background).

4.4 Analise dos dados

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) a 5% e 1% de significancia para
comparagdo das médias encontradas nos lenhos normal, de tracdo e oposto para o angulo
microfibrilar. Para analise da lignina foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis a

1% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Angulo microfibrilar médio determinado por microscopia de luz polarizada

As médias encontradas para o angulo microfibrilar, determinado por microscopia de
luz polarizada, das madeiras das duas arvores de E. grandis estdo descritas na Tabela 2. A
madeira da arvore ereta (lenho normal) apresentou o maior angulo microfibrilar médio (AMF)
em compara¢do com a arvore inclinada (lenho de reagdo) com angulo de 8,9° e 5,7°,
respectivamente. A anélise estatistica possibilitou identificar diferenca do &ngulo microfibrilar
entre as madeiras das arvores analisadas, a 1% de significancia pelo teste F, sendo o menor na
arvore com lenho de reacdo. O AMF apresentou minimo de 4,7° para o lenho de reacgdo e
maximo de 11,6° para o lenho normal.

Esses resultados estdo em acordo com o relatado por Evans et al. (2000) em que dizem
que existe diferenca na variagdo de AMF entre arvores de angiospermas e esta variacao é

maior e observada proximo da medula.

Tabela 2 - Valores medios do angulo microfibrilar (AMF) da madeira da
arvore ereta e da arvore inclinada de Eucalyptus grandis.

Arvore AMF(°) Médio AMF(°) Maximo AMF(°) Minimo
Ereta 8,9 11,6 7,2
Inclinada 57 7,2 4,7

F calculado 133,71*

* = significativo a 5%

O lenho normal (arvore ereta) apresentou o maior angulo microfibrilar médio, com
8,9°, enquanto que no lenho de tragdo o angulo médio sofreu reducdo apresentando o valor de
5,4° (TABELA 3). Houve diferenca do AMF entre os tipos de lenho amostrados, a 1% de
probabilidade de acordo com o teste F, sendo maior no lenho normal do que no lenho de
reacao.
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Tabela 3 - Valores médios do angulo microfibrilar para os lenhos das
arvores ereta e inclinada de Eucalyptus grandis.

Arvore AMF(°) Médio AMF(°) Maximo AMF(°) Minimo
Ereta 8,9 11,6 7,45
Inclinada 5,4 6,25 4,7
Inclinada 6,2 7,2 5,55

F calculado 79,57*

* = significativo a 1%.

O valor méximo do AMF, obtido neste estudo para a arvore ereta esta proximo ao
encontrado por Hein e Lima (2012) para Eucalyptus grandis. A diminuicdo do AMF do lenho
normal para o lenho de reacdo, também foi observado por Mizrachi et al. (2015) com hibridos
de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla e em estudos realizados por Clair et al. (2011).
Em pesquisa realizada por Donaldson (2008), o autor relata que em folhosas o AMF do lenho
de tracdo € menor em relacdo ao lenho oposto.

Com base nos resultados deste trabalho, nota-se que a madeira de tracdo por ter
apresentado menor angulo microfibrilar que a madeira normal tende a ser mais resistente a
compressdo e a tracdo, e também mais rigida. Porém, em relacdo a estabilidade dimensional, a
madeira de tracdo apresenta menor angulo microfibrilar e maior contracdo tangencial,
tornando a madeira menos estavel.

Na Tabela 4 é apresentando o resultado para as duas alturas amostradas na arvore, no
DAP (altura a 1,3 m do solo) e a 25% da altura total. Existe diferenga do AMF entre as alturas
amostradas na arvore com lenho de reacdo, a 5% de significancia pelo teste F, sendo menor na

altura de 1,3 metros.
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Tabela 4 - Valores médios do angulo microfibrilar (AMF) para as duas alturas de
amostragem das arvores de Eucalyptus grandis.

Arvore AMF(°) Médio AMF(°) Maximo AMF(°) Minimo
Ereta (DAP) 8,53 11,05 7,2
Ereta (25%) 9,37 11,6 7,45

F calculado 1.81"™

Inclinada (DAP) 54 7,0 4,7
Inclinada (25%) 6,0 7,2 4,95

F calculado 5,63*

ns= n&o significativo a 5%; *= significante a 5%.

Pode-se observar no lenho de reacdo (TABELA 4) que houve aumento do AMF a 25%
da altura quando comparado ao DAP, porém neste estudo ndo podemos afirmar que esse
comportamento ocorra no sentido base-topo das arvores, pois foram amostrados apenas dois
pontos. De acordo com Evans et al. (2000) axialmente, 0 AMF diminui conforme se avanga
em direcdo ao topo da arvore, os autores relatam que em Eucalyptus nitens o AMF atinge seu
minimo entre 30 e 50% da altura total do vegetal, voltando a aumentar em direcdo ao topo da
arvore.

A Figura 7 mostra a variagéo do angulo microfibrilar no sentido medula-casca nos trés
tipos de lenho, nota-se que o0 AMF diminui da medula em direc&o a casca tanto para o lenho
normal quanto para o lenho de tracdo e oposto. Sendo que o lenho normal apresenta 11,6°
préximo da medula atingindo seu minimo perto da casca com 7,45°. O mesmo

comportamento foi observado para os lenhos de tragéo e oposto.
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Figura 7 - Variagédo na direcdo medula-casca do angulo microfibrilar (AMF)
médio dos lenhos normal (LN), de tracdo (LT) e oposto (LO) de
E. grandis.
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Na figura 7 pode ser observado que tanto para o lenho normal quanto para o lenho de
reacdo o AMF sofre reducdo da medula para a casca, no entanto os valores encontrados para o
AMF no lenho normal de 11,6° proximo a medula e de 7,5° proximo a casca, S80 maiores em
relacdo ao lenho de reacdo. Os resultados deste trabalho apresentam comportamento
semelhante, em relacdo a variacdo do AMF na direcdo medula-casca, com o que foi relatado
em pesquisas realizadas por Lima et al. (2004) em estudo com clones E. grandis x E.
urophylla aos 8 anos de idade em que verificaram a diminui¢do do angulo microfibrilar da
medula para a casca, sendo o AMF encontrado na regido interna (proxima a medula) igual a
9,68° e regido externa proxima a casca igual a 8,58°. Medhurst et al. (2012), em trabalho
realizado com Eucalyptus nitens com 22 anos, encontraram redugdo do AMF de 25% da
medula para casca nos seis primeiros anéis de crescimento, variando de 20° perto da medula a
15° perto da casca. Stuart e Evans (1995), também trabalhando com Eucalyptus nitens,
observaram que o angulo microfibrilar diminuiu da medula para casca, a partir de 11 anos.

Lima et al. (2014) observaram em madeira de E. grandis que o AMF diminui da
medula para a casca, com 0s maiores angulos nos primeiros trés anéis de crescimento com
uma média de 28,0°, 27,7° e 27,9°, respectivamente, enquanto o menor angulo foi 20,2 ° na

regido perto da casca, no anel 25.
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5.2 Angulo microfibrilar através da parede celular (MET)

Através da técnica de microscopia de luz polarizada apresentados no item 5.1 foram
obtidos os valores médio do angulo microfibrilar para a parede celular da fibra. As variacGes
que ocorrem nas camadas S1, S2 e S3 foram analisadas com mais detalhes pela microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Para medicdo do angulo microfibrilar no Image J, foi
tomada como referéncia uma linha vertical que representasse o eixo da fibra e a partir dela foi
obtido o AMF de cada camada da parede celular.

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores médios do angulo microfibrilar para as
camadas S1, S2 e S3 da parede celular dos lenhos normal, de tracdo e oposto. Nos lenhos de
tracdo e oposto ndo foi possivel obter o AMF da posi¢do intermediéria devido & amostra ndo
ter resistido a intensidade do laser.

Tabela 5 - Valores médios do angulo microfibrilar (AMF) através das camadas da
parede celular para os lenhos normal, de tracdo e oposto de E. grandis.
PosicOes: interna, intermediaria e externa.

Arvore Lenho  Posicio radial S1 () 52 (9) 3 (9)
Interno 66,82 20,65 48,21
Ereta Normal  |ntermediario 67,73 16,49 64,78
Externo 74,91 8,92 57,31
x Interno 70,76 12,53 75,03
Tracdo
. Externo 17,68 4,43 -
Inclinada
Interno 71,45 18,49 72,11
Oposto
Externo 68,27 8,80 60,90

Observou-se a diminui¢do do angulo microfibrilar da camada S2 em direcéo a casca
tanto para o lenho normal, quanto para o lenho de reacdo. Esses resultados estdo em acordo
com os encontrados por Lima et al. (2014) em estudo com Eucalyptus grandis em funcéo da
idade cambial que mostrou essa tendéncia da reducdo do angulo em direcéo a casca, embora o
angulo encontrado ndo fosse exclusivamente da camada S2. Donaldson e Xu (2005), em

estudo com a madeira de Pinus radiata, observaram o mesmo comportamento do AMF. A
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camada S2 do lenho de tracdo apresentou menor angulo médio em comparacdo com os lenhos
normal e oposto.

Na Figura 8, é possivel visualizar a lamela média, parede primaria, camadas S1, S2 e
S3 da parede secundaria, canto celular e o lume da célula. A identificacdo das camadas foi
possivel devido aos diferentes tons acinzentados da imagem. Pode ser observado que a regido
da lamela média (LM) entre as fibras € estreita, enquanto que o canto celular (CC) apresenta
uma maior area. A camada S2 é a mais espessa, a S1 ¢ identificada como uma fina linha em
tom de cinza claro entre a camada S2 e parede primaria. A camada S3 entre o lume da célula e
a S2 também apresenta pequena espessura. Também pode ser observado em “A” parte de uma
fibra que foi seccionada superficialmente devido a pequena espessura do corte utilizado no

MET, que atinge as fibras em profundidades diferentes.

Figura 8 - Imagem de microscopia eletronica de transmissdo de fibras do lenho normal de E.
grandis. A lamela média (LM), as camadas S1, S2 e S3 da parede celular, a parede
priméaria (PP) e o canto celular (CC) sdo indicadas pelas setas brancas. A - fibra
seccionada. As camadas foram diferenciadas através dos diferentes tons de cinza.
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Para o lenho normal de E. grandis, foi realizada amostragem em trés posi¢fes no

sentido medula-casca. Foi possivel através da orientacdo das microfibrilas identificar as
camadas S1, S2 e S3 para essa posicdao. Também foi identificada através da orientacdo da
microfibrila a regido de transicdo gradual entre as camadas S2-S3. No lume da célula pode ser
observada parte da camada S3 desfibrilada, que talvez tenha sito causada pela microtomia. Na
Tabela 6 sdo apresentadas as espessuras das camadas da parede celular. A camada S2
apresenta espessura cerca de 60% a 80% maior que as outras camadas.
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Tabela 6 - Valores da espessura (um) das camadas S1, S2, S3 e parede
primaria (PP) para os lenhos normal, de tracdo e oposto de E.

grandis.

Arvore  Lenho  Posicio s1 S2 S3 PP
Interna 0,88 3,22 0,22 0,46

Ereta Normal Intermediaria 0,44 2,60 0,24 0,64
Externa 0,36 4,19 0,08 0,58

Tracdo Interna 0,24 2,49 0,23 0,46

Inclinada Externa 0,13 4,20 - 0,39
Oposto Interna 0,57 2,93 0, 25 0, 56
Externa 0, 32 3,41 0,19 0, 48

Na Figura 9 é apresentada a imagem da posicéo interna retirada entre os trés primeiros
anéis de crescimento do lenho normal. E possivel identificar a camada S3 (1) com elevados
AMF, decrescentes em direcdo em direcdo a zona de transi¢do (2) quando as microfibrilas
sofrem uma inflexdo (3) em sua dire¢do, voltando a aumentar até atingirem cerca de 90° (4).
A partir desse maximo, o AMF vai diminuindo progressivamente a partir da zona de transicdo
(5) até as posi¢des mais externas da camada S2 (11).
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Figura 9 - Imagem de microscopia eletronica de transmissdo da posicéo interna do lenho
normal de E. grandis. S2-S3 — Faixa de transi¢do entre camadas.

O angulo microfibrilar apresentou grandes variagdes entre e dentro das camadas S1,
S2 e S3. A amostra retirada préximo a medula (interno) apresentou na camada S2, angulo
variando entre 10° e 34°; na S3 entre 37°a 71° e na camada S1 os valores foram entre 52° e
79° na direcdo destrogira em relacdo ao eixo da fibra.

A camada de transigdo S2-S3 e a S3 para a posicao intermediaria do lenho normal,
retirada entre os anéis 16-19, pode ser visualizada na Figura 10. No lume da célula pode ser
observada parte da camada S3 desfibrilada. A camada S3 (1) apresenta maior AMF, as
microfibrilas sofrem uma inflexdo em sua dire¢do (2), voltando a aumentar até atingirem 90°
(3). Apos atingir o maximo, o AMF vai diminuindo progressivamente a partir da zona de
transicéo (4).
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Figura 10 - Imagem de microscopia eletronica de transmissdo da posicdo intermediaria do
lenho normal de E. grandis. S2-S3 — Faixa de transi¢ao entre camadas.

A Figura 11 mostra a identificacdo da camada S2 com maior espessura, a S1 mais
estreita, apresentando tom de cinza mais claro, com orientacdo inclinada da microfibrila e
externamente a S1 encontra-se a parede primaria. No canto celular pode ser observada a
presenca de uma substancia que provavelmente seja a lignina.

Na regido intermediaria de amostragem no sentido medula-casca, o angulo
microfibrilar variou na camada S2 de 7°a 21°, de 44° a 65° para a S3 e na S1 a variacao foi
entre 67° e 84°.
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Figura 11- Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo da posicao
intermediaria do lenho normal de E. grandis. CC — canto celular, PP-
parede primaria.

Na Figura 12 é apresentada a imagem da posicdo externa (entre os anéis 27 e 28),
regido do alburno, proxima a casca. Foi possivel identificar a camada S3 (1) com maior AMF
que vai diminuindo em direcdo em direcdo a zona de transi¢do, até o momento que as
microfibrilas sofrem inflexdo em sua direcdo (2), voltando a aumentar até atingirem
aproximadamente 90° (3). A partir da zona de transi¢do (4), o AMF vai diminuindo

progressivamente até as posi¢Oes mais externas da camada S2 (8).

Figura 12- Imagem de microscopia eletrénica de transmissao da posicao externa do
lenho normal de E. grandis. S2-S3 — Faixa de transi¢do entre camadas.



33




34

Na posicdo externa, com amostras retiradas proximo a casca os valores do angulo
variaram de 5° a 15° para a camada S2, entre 35°a 76° na S3 e 54°e 89° para a S1.

Para o lenho de tragdo, ndo foi possivel obter as imagens da regido intermediria, pois
o corte ultrafino dessa amostra, ndo resistiu a intensidade do laser. Na Figura 13, as imagens
geradas para regido interna, com amostra retirada nos primeiros dois anéis, permitiram
observar em algumas fibras a descontinuidade da camada S3 e a aparente presenca da camada
gelatinosa. Também é possivel a visualizacdo das camadas S1 e S2 pela diferenca de
tonalidade do cinza.

Figura 13 - Imagem de microscopia eletronica de transmisséo da regido interna do
lenho de tracdo de E. grandis. CG- camada gelatinosa.

Ainda em relacdo a posicéo interna do lenho de tracdo foram identificadas na Figura
14, as camadas S2 e S1 da parede secundaria e a zona de transicdo entre elas. O angulo
microfibrilar variou na S1 de 53°a 90°, na S2 de 7° e 23° e na S3 entre 64°e 87°. A camada
S1 apresenta alto AMF (1), decrescentes em direcdo a zona de transi¢do, até 0 momento que
as microfibrilas sofrem inflexdo em sua direcdo (2), voltando a diminuir até as posicdes mais

externas da camada S2 (8).
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Figura 14 - Imagem de microscopia eletronica de transmisséo da regido interna do
lenho de tracdo de E. grandis. S2-S1- camada de transicao.

Na regido externa do lenho de tracdo (FIGURA 15), ndo foi possivel a visualizacéo e
identificacdo da camada S3. Foram identificadas as camadas S1, S2, a transi¢do S1-S2, a
lamela média e a parede primaria. A camada S2 apresenta pequena inclinacdo do angulo em
relacdo ao eixo da célula, com valor do AMF variando de 0° a 11°, enquanto que na S1 as

microfibrilas encontram-se com grande inclinagdo e AMF entre 20° a 34°.
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Figura 15- Imagem de microscopia eletronica de transmisséo da regido externa do lenho de
tracdo de E. grandis. As camadas foram diferenciadas pela tonalidade de cinza.
LM- lamela média, PP- parede primaria.

No lenho oposto foram identificadas as camadas S1, S2 e S3 pelo direcionamento das
microfibrilas e o lume da célula (FIGURA 16). A lamela média ndo esté evidente na imagem.
Pode ser observado que nas camadas S1 e S3 que o angulo microfibrilar é alto. Para os
valores do AMF acima de 90° foi feita inversdo da inclinacdo, sendo o AMF destrogiro ou
levogiro.

Os valores do AMF na regido interna do lenho oposto foram de 50° a 79° na S1, entre
14° e 27° na S2 e 39° a 88° para a S3. Na posicao externa esses valores foram de 46° a 86° na
S1, 15° a 30° na S2 e para a S3 variou entre 46° e 71°.



Figura 16 - Imagem de microscopia eletronica de transmisséo do lenho oposto de
E. grandis. S2-S3 — regido de transicdo entre as camadas. Camadas
diferenciadas pelo direcionamento da micrifibrila.
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Nos trés lenhos estudados foram identificadas as camadas S1, S2 e S3. Foi possivel
visualizar o lume da célula e lamela média. Com os valores dos AMF obtidos nota-se que
houve variagfes dentro das camadas da parede celular, comportamento observado por
Donaldson e Xu (2005), para traqueides da madeira de Pinus radiata com 17 anos de idade.

5.3 Distribuicéo qualitativa da lignina - microscopia de epi-fluorescéncia

A microscopia de epi-fluorescéncia € uma técnica empregada para obtengdo da
distribuicdo qualitativa do conteudo de lignina, através de imagens que proporcionam
visualizacdo direta dessa distribuicdo nas camadas da parede celular. A lignina possui
autofluorescéncia natural e a intensidade de fluorescéncia é proporcional a sua concentracgéo.
A Figura 17 mostra a intensidade de fluorescéncia da lignina em diferentes regides da parede
das fibras dos lenhos normal, de tracéo e oposto de E. grandis.

Figura 17- Imagem de microscopia de fluorescéncia das fibras do lenho normal, lenhos de
tracdo e oposto de Eucalyptus grandis. A maior fluorescéncia na lamela media
(LM) é indicada pelas setas brancas.
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Legenda: Lenho normal (LN), lenho oposto (LO) e lenho de tragdo (LT) da madeira de E.
grandis.

Na figura 17 pode ser observado que a espessura da parede celular da fibra do lenho de
tracdo em algumas regifes é mais espessa e apresenta menor lume quando comparada com 0s
lenhos oposto e normal. Pode ser observado também que o lenho de tracdo apresenta fibras
mais achatadas comprimindo a regido da lamela média ocorrendo menor concentracdo da
lignina que é identificada pela menor intensidade de sinal. A maior intensidade de sinal, ou
seja, a maior concentracdo de lignina pode ser observada no canto celular e na lamela média.

Esse achatamento das fibras no lenho de tragdo e a menor intensidade de fluorescéncia
foram verificados em outros estudos realizados por Mizrachi et al. (2015) com clones hibridos
de Eucalyptus grandis x Eucalyptus Urophylla com quatro anos de idade, onde relataram que

a madeira de tragdo possui anatomia diferenciada em relacdo ao lenho oposto. E essas
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alteracdes relatadas no lenho de tracdo estdo relacionadas a caracteristicas das fibras que se
apresentam mais longas e mais finas (Yoshizawa et al., 2000; Jourez et al., 2001), possuindo
parede celular mais espessa e menor lume, quando comparado com o lenho normal ou oposto
(Jourez et al., 2001; Ruelle et al., 2006).

O lenho normal apresenta maior intensidade de fluorescéncia da lignina quando
comparado com o lenho de reacdo, esse comportamento foi observado por Donaldson (2001)
com Populus nigra, onde foi encontrado alto contetdo de celulose e baixo conteudo de

lignina e formagdo de camada gelatinosa no lenho de tragéo.

5.4 Distribuicdo qualitativa e quantificacdo relativa da lignina - microscopia laser

confocal

Nas imagens geradas pela microscopia laser confocal (FIGURA 18), € possivel a
visualizacdo direta do conteudo de lignina marcada com auramina, assim como ocorre na

microscopia de fluorescéncia.

Figura 18- Imagem de fluorescéncia da lignina nos lenhos normal (A), lenho de tracéo (B) e
lenho oposto (C) de Eucalyptus grandis. A lamela média (LM) indicada pela seta

apresenta maior intensidade de fluorescéncia.
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Legenda: LM = lamela média.

Analisando as imagens pode-se verificar que a maior intensidade do sinal, €
encontrada na regido da lamela média e canto celular dos lenhos, no entanto no lenho de

tracdo “B”, essa intensidade do sinal é reduzida.
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Através da fluorescéncia ndo foi possivel a visualizacdo da camada G. Qiu et al.
(2008) e Ruelle et al. (2010) dizem que nem sempre é encontrada a camada G no lenho de
tracdo, e que pode variar entre e dentro das arvores das espécies de angiosperma.

Pode ser observado também no lenho de tragdo o achatamento das células em algumas
regides. Segundo Bowling & Vaughn (2008), os vasos e as fibras sdo geralmente mais
compactos no lenho de tracdo, fazendo com que a lamela média possua menor superficie, com
isso tendo menor concentracao de lignina.

Gierlinger e Schwanninger (2006), em estudo com as espécies Populus nigra e
Populus deltoids, através da microscopia confocal identificaram, pela intensidade de lignina,
através das camadas da parede celular, que o teor de lignina diminui quase para zero dentro da
camada G.

A quantificacdo da distribuicdo de lignina nas posic@es interna, intermediéria e externa
para os lenhos normal, de tragdo e oposto foi realizada nas imagens de fluorescéncia obtidas
por microscopia confocal.

Na Figura 19, sdo apresentados os valores medios de intensidade da lignina nas
diferentes posi¢cdes para cada lenho. Houve diferenca significativa ao nivel de 1%, para a
intensidade do sinal (concentracdo de lignina) entre os lenhos. Entre posi¢cdes ndo foi

encontrada diferenca estatistica.
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Figura 19 — Variacdo medula-casca da intensidade de fluorescéncia de lignina
marcada por auramina para os lenhos normal, de tracdo e oposto da
madeira de E. grandis.
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O lenho de tracdo apresentou menor média de intensidade em comparagdo com 0s
lenhos normal e oposto. A menor intensidade de brilho encontrada no lenho de tracdo pode
esta associada ao menor contetdo de lignina nas regibes onde as células encontram-se
achatadas e muito juntas, comprimindo e diminuindo a regido da lamela média e o canto
celular. A intensidade do sinal no lenho de tracdo foi 40% menor em relagdo ao lenho normal.
Estudo realizado por Mizrachi et al. (2015), com clones hibridos de Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla com 4 anos de idade, identificou reducdo de 30% no teor de lignina no
lenho de tracéo.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos para madeira de Eucalyptus grandis pode-se concluir
que:

Houve decréscimo do AMF no sentido medula - casca de 11,6° para 7,2° no lenho
normal e de 7,2° para 4,7° no lenho de reacdo, verificando-se diferenca estatistica do angulo
microfibrilar entre os lenhos normal e de reacdo e entre as arvores estudadas.

O lenho de tracdo apresentou menor angulo microfibrilar médio (5,4°), em relacdo ao
lenho normal.

As regibes da parede celular: lamela média, parede priméaria, camadas S1, S2 e S3 e 0
lume da célula foram identificadas pela diferenciacéo de tons de cinza presentes na imagem
de microscopia eletrénica de transmissao.

As camadas S1, S2 e S3 e a transi¢do entre elas também foram identificadas pela
orientacdo das microfibrilas de celulose.

Houve grande variagdo do angulo microfibrilar de 4° a 70°, dentro e entre as camadas.
A camada S2 apresentou menor angulo em relagdo as camadas S1 e S3 e foi observada a
diminuicdo do AMF da regido da medula para a casca na camada S2 de 9° a 20° para o lenho
normal e de 4° a 18° para o lenho de reacao.

A camada S2 apresentou espessura da parede celular variando de 2,5 a 4,5um e as
demais camadas de e 0 a 1um.

Os AMF encontrados no lenho de tracdo para a camada S2 entre 4° e 12° foram
préximos ao angulo médio, entre 5° a 7°, da parede celular pela técnica de microscopia de luz
polarizada. Ja para o lenho normal e oposto estes valores foram maiores nas camadas S2 do
que o valor encontrado para o angulo médio.

O lenho de tracdo apresentou menor intensidade de fluorescéncia da lignina em
relagdo aos lenho normal e oposto. Foram notadas que em algumas regides do lenho de tracéo
as células apresentaram achatamento e diminuigdo da lamela média.

N&o houve diferenca estatistica para a intensidade de fluorescéncia da lignina na
regido da medula para a casca.

Nos trés lenhos analisados, as regides da lamela média e do canto celular apresentaram

maior intensidade de fluorescéncia da lignina.
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