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Resumo: O estudo da lignina a nível celular é realizado por diferentes técnicas
microscópicas, podendo citar a técnica de fluorescência. Este trabalho teve como
objetivo utilizar o método convencional de bancada (klason) e de fluorescência para
investigar o efeito do estresse hídrico na quantificação da lignina da madeira do
clone E. urophylla. Proveniente da região Mogi Guaçu, de clima úmido, e da região
Bocaiúva, de clima seco, as árvores com 6 anos de idade passaram por tratamentos
de disponibilidade de água. A análise da lignina pelo método de fluorescência e pelo
método convencional, revelou que os indivíduos submetidos ao tratamento de
exclusão de chuva apresentaram um aumento na lignificação, em comparação com
os indivíduos que receberam água regularmente. Ambos métodos apresentaram
tendência semelhante, isto reforça que a análise de fluorescência é uma técnica
pertinente para análise da lignina principalmente para estudos a nível celular.

Palavras-chave: Agentes cromóforos; E. urophylla; Lignificação; Técnicas
microscópicas.

Fluorescence of lignin from eucalyptus wood subjected to water stress

Abstract: The study of lignin at the cellular level is performed using different
microscopic techniques, including the fluorescence technique. This study aimed to
use the conventional bench method (Klason) and fluorescence to investigate the
effect of water stress on the quantification of lignin in the wood of the clone E.
urophylla. Originating from the Mogi Guaçu region, with a humid climate, and the
Bocaiúva region, with a dry climate, the 6-year-old trees underwent water availability
treatments. The analysis of lignin by the fluorescence method and the conventional
method revealed that individuals subjected to the rain exclusion treatment showed
an increase in lignification, compared to individuals that received regular water. Both
methods showed similar trends, which reinforces that fluorescence analysis is a
relevant technique for lignin analysis, especially for studies at the cellular level.
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1. INTRODUÇÃO

mailto:vanielebento@hotmail.com


A lignina é um polímero não-polissacarídico, constituído de unidades

derivadas do fenilpropano (Costa, 2012). A lignina incorpora a matriz polissacarídica

como uma substância incrustante que cimenta e ancora as fibrilas de celulose,

conferindo rigidez e coesão ao tecido da madeira como um todo (Plomion et al.

2001), contribuindo para a resistência mecânica. Além disso, fornece também a

superfície hidrofóbica que permite às plantas transportar água (Carder, 1995), e as

suas propriedades físicas e químicas contribuem como barreira contra a invasão de

pragas e patógenos (Bhuiyan et al., 2009).

O conteúdo de lignina e a sua composição variam amplamente entre

diferentes táxons, indivíduos, tecidos, tipos de células e camadas da parede celular

(Plomion et al., 2001). As folhosas possuem uma mistura de lignina com unidades

de Siringil (S) e Guaiacil (G), e é caracterizada pela proporção (relação S/G) de

subunidades (Novaes et al., 2010). Em quantidade, a lignina é o terceiro maior

componente estrutura da madeira (25-35%). A distribuição do conteúdo de lignina é

diferente para cada região da célula, a maior concentração da lignina está localizada

na região da lamela média, enquanto que a quantidade na parede celular das

células é maior (Raven et al., 2001).

O estudo da lignina a nível celular pode ser realizado por diferentes técnicas

microscópicas. Análises químicas da madeira tradicionais, com ênfase na

determinação de lignina, apresentam desafios relacionados principalmente ao custo

e a execução. Os reagentes utilizados nesse tipo de análise apresentam alto custo,

contribuindo para o aumento das despesas totais do processo. Além disso, os

métodos analíticos empregados são complexos e demandam tempo para serem

executados com precisão, dado que a primeira etapa dessa análise é a remoção

dos extrativos totais, análise esta que demanda tempo e custo adicional.

Uma metodologia mais recente que pode ser utilizada é a técnica de

fluorescência, que permite além da análise quantitativa, a análise geográfica de

distribuição da lignina no tecido lenhoso. Isto é possível devido a autofluorescência

gerada pelos agentes cromóforos presentes em sua estrutura (Liu et al., 2004).

O teor de lignina na madeira muda continuamente, dependendo das

variações climáticas e do estado fisiológico da planta (Almeida et al., 2022). A

autofluorescência da lignina pode ser usada para revelar sua presença em tecidos



vegetais (De Micco e Aronne, 2007; Donaldson e Radotic, 2013). Estudos revelaram

que vários estresses abióticos enfrentados pelas plantas têm impacto sobre o

conteúdo de lignina, afetando a biossíntese e a deposição de unidades de lignina na

parede celular, estabelecendo assim um mecanismo de proteção das plantas contra

seus efeitos adversos (Bhardwaj et al., 2014).

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo utilizar o método convencional

de bancada (Klason) e de fluorescência para investigar o efeito do estresse hídrico

na quantificação da lignina da madeira do clone Eucalyptus urophylla

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Seleção do material

Um clone de Eucalyptus urophylla com seis anos de idade e sob o

espaçamento 3 x 3 m foi utilizado, proveniente de dois locais de plantios

experimentais do projeto “TECHS” (Binkley et al., 2017) no espaço temporal (2012-

2018). A primeira região foi Mogi Guaçu com temperatura média de 22 ºC,

precipitação de 1.418 mm e 269 mm de déficits hídricos. A segunda região foi

Bocaiúva, com temperatura média de 24 ºC, precipitação de 1158 mm e 741 mm de

déficits hídricos. Com isso Mogi Guaçu foi considerada a região de clima úmido e

Bocaiúva a região de clima seco.

As árvores plantadas nas regiões de clima úmido e seco também passaram

por tratamentos de disponibilidade de água. Os tratamentos foram: W = 100% de

água, considerando a precipitação local, e WE = exclusão de 33% da chuva. Cada

parcela tinha dimensões de 24 x 45 m, sendo que as parcelas WE estavam

equipadas com calhas de polietileno de 0,5 m de largura, dispostas nas entrelinhas

do plantio. As calhas foram instaladas um ano após o plantio (em 2013) e cobriam a

superfície abaixo do dossel, em uma inclinação de 1 m de altura. A fertilização e o

controle fitossanitário químico foram realizados durante o primeiro ano, conforme a

necessidade específica de cada local.

Para cada sítio e condição de disponibilidade de água, foram utilizadas 5

árvores, das quais foram retirados discos do DAP (diâmetro na altura do peito) para

a preparação de blocos de madeira com dimensões de 10 × 5 × 20 mm (R × T × L)



adjacentes ao câmbio (Yahya et al., 2011). De cada corpo-de-prova, foram feitas 20

lâminas histológicas temporárias com espessura média de 20 µm, utilizando um

micrótomo de deslize.

2.2 Fluorescência da lignina

As lâminas histológicas foram analisadas em microscópio de fluorescência da

marca Zeiss e modelo Axio Scope A1, com aproximação de 100×, sendo realizada a

excitação de 560 nm e detectadas em 600-650 nm (Ursache et al., 2018). As

imagens foram capturadas e processadas no software ImageJ para quantificação da

intensidade da fluorescência. Na Figura 1 é possível visualizar a imagem do plano

transversal do eucalipto sob fluorescência (Figura 1A).

Figura 1. Fotografia do plano transversal do eucalipto sob fluorescência (A), e fotografia
convertida para 8 bit (B).

A região capturada para medição da fluorescência possui área de 278 × 208

μm e com resolução 2584 × 1936 pixels. A imagem então é convertida para 8 bit

(Figura 1B) no programa ImageJ para a medição da intensidade da fluorescência

feita através da fórmula adaptada de Fernando et al. (2015): Intensidade de

Fluorescência = densidade integrada – (Área selecionada x intensidade do

background). A mensuração da fluorescência foi realizada em 20 micrografias na

lâmina histológica de cada condição de plantio.



2.3 Teor de lignina da madeira

Os blocos de madeiras usados para a produção das lâminas histológicas

foram triturados em moinho de facas do tipo Willey, para representar o mesmo lenho

utilizado na análise de fluorescência. A análise de teor de lignina foi do tipo Klason,

determinada conforme a norma TAPPI T 222 om-22 (2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A análise da lignina pelo método de fluorescência e pelo método convencional,

nas árvores plantadas tanto na região de Mogi Guaçu (clima úmido), como em

Bocaiúva (clima seco), revelou que os indivíduos submetidos ao tratamento de

exclusão de chuva apresentaram um aumento na lignificação, em comparação com

os indivíduos que receberam água regularmente (Figura 2).

Figura 2. Lignina da madeira de eucalipto pelo método de fluorescência e pelo método
convencional.



Ao comparar a quantificação de lignina pelo método de fluorescência e método

convencional de bancada resultados promissores podem ser observados, uma vez

que ambos apresentaram tendência semelhante. Isto reforça que a análise de

fluorescência é uma técnica pertinente para análise da lignina principalmente para

estudos a nível celular.

O eucalipto que cresceu em ambiente com maior seca apresentou maior teor

de lignina, isto pode ser uma técnica de aclimatação da espécie. As árvores que

crescem sob estresse, como o hídrico, podem gerar ligninas com diferentes

características e quantidades em função metabólica secundários (Polle et al., 1997).

A lignificação é um processo complexo que envolve vários substratos

fenólicos e enzimas diferentes, pode ocorrer prematuramente para evitar danos à

parede celular quando as plantas são expostas a déficit hídrico (Moura et al., 2010).

Mudança na qualidade e no conteúdo de lignina em E. globulus Labill e em híbridos

E. uroglobulus (E. globulus × E. urograndis) e E. urograndis (E. urophylla × E.

grandis) sob estresse de seca foram determinadas por um experimento conduzido

por Moura et al. (2011). Foi relatado que, em E. urograndis sob estresse por seca,

houve aumento na quantidade de lignina na região basal, enquanto no E. globulus

houve um aumento na quantidade de lignina na região apical e nenhuma alteração

foi observada na região basal. O E. uroglobulus também apresentou um aumento no

conteúdo de lignina na região apical e não foi observada nenhuma alteração

significativa na região basal.

4. CONCLUSÃO

Pode concluir-se com os resultados deste trabalho que:

• Foi possível avaliar o conteúdo de lignina da madeira nos diferentes locais de

acordo com a intensidade da reação de fluorescência.

• Ambos os métodos mostraram aumento na lignificação dos indivíduos

submetidos ao estresse hídrico.

• O método de fluorescência apresentou resultado semelhante ao método

convencional para indicar o comportamento da lignina presente no tecido

lenhoso a nível celular.



• Para futuros trabalhos, análises com uma maior amplitude de teores de ligninas

em diferentes amostras podem ser avaliadas de modo a se obter equações que

relacionem essas metodologias de quantificação.
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