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RESUMO

As plantas lenhosas, de maneira geral, possuem alto teor de lignina, podendo alcancar valores entre 25 a 35% em relagdo amassa
seca. Valores norma mente encontrados nas plantas arboreas. Algumas plantas jovens ou de habitos de crescimentos inferiores aos
arbustivos possuem baixo teor de lignina, neste sentido, buscando superar os atuais niveis de lignificago, foram testados em plantas
fatores exdgenos de estimulagdo. Um sistema enzimatico complexo é responsével pelaformag&o biossintética dos precursores intermediérios
da lignina, entretanto as peroxidases sao responsaveis pela fase determinante da polimerizagdo na parede celular, cuja atividade foi
pressupostamente modificada através da aplicacdo de célcio e boro, visando aumentar a resisténcia da planta aos fatores bidticos e
ahidticos, entre outros. Paratal, utilizou-se a espécie Solanum gilo (familia Solanaceae) cultivar Portugués como planta experimenta sob
vérios tratamentos, monitorando as aplicagdes quinzena e semanamente, nas formas smples e miltiplas de aplicagdo de CaSO,,
H.,BO,, CaCl, e H,BO,/CaSO,, CasO,/CaCl,, CaCl,/ H,BO, e CasO,/H,BO,/CaCl.,. O tratamento CaSO,/CaCl,, estatisticamente
avaiado, induziu as plantas a uma taxa de lignificacdo equivalente ao teor de lignina de 19%, superando a testemunha que apresentou 14 %.
M odificacdes anatdmicas foram também observadas nos elementos de vaso e fibras no que tange ao comprimento, didmetro e espessura da
parede celular. A quantificagdo daligninafoi realizada segundo o método de Klason. A espectroscopia no infravermelho foi utilizada para
andlise composicional, revelando a existéncia de modificagdo da composicao de lignina guaiacilica da plantatestemunha (G:S), 1,2:1 para
ligninasiringilica (G:S), 0,8:1 nas plantas que receberam o tratamento (CaS04/CaCl,) quinzenal e semanal mente, respectivamente.

Termos paraindexagdo: Lignina, Solanum gilo, peroxidase.

ABSTRACT

Normally woody plants present high lignin content, even overcoming 35% from dry weight. Such values are amost found in
arboreal plants. However, young plants or plants with lower growth form than tree show low lignin content. In this term, current
levels of lignification could be increased by exogenous factor of stimulation. There are complex enzymatic systems responsible for
thelignin intermediary precursors formation, however, the peroxidases enzymes have been pointed out as responsible for the lignin
polymerization in the cellular wall, whose activity was modified supposedly by calcium and boron application, seeking to increase
the plant resistance to the biotic and non biotic factors. The Solanum gilo (Solanaceae family), (Portuguese cultivars) was used as
experimental plant according to the several treatments, installed twice (15 days) and once (7 days) for month, in the simple and
multiple form to CaSO4, H,BO,, CaCl, and H,BO,/CaSO,, CasO,/CaCl,, CaCl/H,BO, and CaSO, /H,BO,/CaCl, treatments,
respectively. The treatment (CaSO,/CaCl,) appraised statistically showed plants with 19% of lignin, overcoming the standard plants
that presented 14%. Anatomical modifications were also observed in the vessels and fibers according to the length, diameter and
thickness of the cellular wall. The lignin was quantified by Klason method and the compositional analysis was carried out by infrared
spectroscopy, (free extractives samples), revealing the existence of compositional modification from guaiacy! lignin in the standard
plants (G:S) 1.2:1to syringyl lignin (G:S) 0.8:1 in the plants that received (CaSO,/CaCl,) twice for month and weekly, respectively.

Index terms: Lignin, Solanum gilo, peroxidase.
(Recebido para publicagdo em 22 de setembro de 2004 e aprovado em 27 de marco de 2006)
INTRODUGCAO fisica e quimica, dificultando a penetracéo de fungos,

A lignina além das funcBes inerentes afisiologia  bactérias, consumo por insetos, em fim protegendo as
das plantas, apresenta-se como uma barreira de defesa  plantas contra os fatores bidticos e abidticos, advindo do
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ambiente. Tais fungdes justificam-se por ser encontrada
principa mente na parede celular e nalamelamédia de células
xilemédticas e de outras partes de diferentes origens
citolégicas, tais como: folha, caule, casca e raizes. Formada
pela oxidagdo desidrogenativa, catalisada pela peroxidase
(isoenzimas) na presenca H,O,, destaca-se por ser o maior
produto de uma via metabdlica que garante a manutencéo
da vida dos vegetais superiores (DAVIN & LEWIS, 1995).
O acumulo da lignina, portanto, advém dos mecanismos
bioguimicos essenciais para a sobrevivéncia de um
vegetal. As variagOes quantitativas de lignina nas plantas
foram influenciadas por uma série de fatores. O fator
eddfico, acompanhado de uma situacdo extrema de estresse
ambiental a milhdes de anos atrés, foi responsavel pelas
mais marcantes modificagdes fenotipicas observadas em
plantas contemporaneas, conforme Bosisio (1996).

Davin & Lewis (1995) constataram que durante o
crescimento e desenvolvimento das plantas vasculares,
metabolitos secundéarios (fenilpropanoidicos) séo
acumulados nos tecidos e que muitos estariam
comprometidos com a estrutura da parede celular, dando-
Ihes resisténcia a compressdo e impermeabilidade, assim
como exercendo papel importante no transporte de
nutrientes e retengéo de fluidos.

A atividade da peroxidase promove o
endurecimento e a perda da el asticidade da parede celular
(SANCHEZ et al., 1989). A presenga de célcio (nutriente
universal) também interfere sobre alignificagéo, formando
sistema coordenados (peroxidase-H,O,) dentro da parede
celular. Por outro lado, as deficiéncias do célcio e boro
afetam os processos fisiol 6gicos da planta interferindo no
transporte de agUcares, na sintese da parede celular,
lignificagdo, no metabolismo de carboidratos, RNA e AIA
(&cido indol acético), respiracao e integridade da membrana
plasmética (CAKMAK & ROHMHELD, 1997). Neste
sentido, o processo de incorporacdo destes elementos
destaca-se como um fator importante para maximizar o
processo de lignificac&o.

A peroxidase possui dois ions de célcio e catalisa
reacOes oxi-redutivas levando a reducéo do perdxido de
hidrogénio e consequientemente alignificacdo. A presencga
de Ca™ na cadeia de ions pécticos associada aos dimeros
ou oligdbmeros formaumaestrutura conhecidacomo “zona
dejuncdo”, ocorrendo em associacdo com aperoxidase e
pectinas favorecendo a atividade e a estabilidade desta
enzima (PENEL et al., 1994).

Deformageral, o calcio assume papel no sistema
regulatdrio funcional dacélula, tanto no citoplasma quanto
na parede celular. A busca do conhecimento para aumentar

a resisténcia parte da premissa de que essa resisténcia
pode ser discutida dentro dos parametros biossintéticos
dalignina.

Objetivou-se com esta pesquisa estudar ainfluéncia
do cécio e do boro, no processo de lignificagdo, assim
como, verificar aflexibilidade anatémica do caule do jiloeiro
(Solanum gilo Raddi cv. Portugués), visando a elevacéo
da taxa de lignificac8o, de maneira a contribuir para o
aumento da resisténcia dessa cultivar as doengas e pragas.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido em casa-de-vegetacdo
experimental da EEI/PESAGRO-RIO e no campus da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

As sementes do jiloeiro (Solanum gilo Raddi cv.
Portugués) foram semeadas em vasos plésticos com
capacidade para sete litros. Foi realizada analise do solo e
logo em seguida, foi acrescido de superfosfato simples com
7g por vaso e cloreto de potéssio com 1,2 g por vaso. Esses
produtos foram misturados com o solo de cada vaso. O pH
6,5 do solo foi corrigido com adigdo de sulfato de célcio.

Os tratamentos constituiram-se de: Testemunha
(H,0), CasO,, H,BO,, CaCl, eH,BO/ CasSO,, CaSO,/CaCl,,
CaCl,/H_BO, e CaSO,/H,BO,/CaCl, Os dados foram
analisados estatisticamente utilizando delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial (12 x 4), sendo
usado quatro repeticdes por tratamento, num total de 48
vasos. Os dados foram submetidos a andlise de variancia,
utilizando-se o teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade, teste de normalidade em nivel de 1% de
probabilidade, e teste de Kolmogorov-Smirnov (CAMPOS,
1983; GOMES, 1985). As aplicacdes ocorreram em duas
formas para célcio foliar (CaCl,), nas concentragtes
equivalentesa5 g/l e H,BO, (1 ¢/l) no intersticio de 15 em 15
dias (quinzenal) eem 7 em 7 dias (semanal). A aplicacdo de
sulfato de célcio (CaSO,) no solo ocorreu em uma Ginica vez.

As andlises anatdbmicas foram obtidas da porcéo
|lenhosa préxima a base dos caules a5 cm acima do colo
das plantas (trés meses de idade). Foram realizados cortes
histoquimicos (corte transversal) de 25 mm de espessura,
sendo o material fixado em &dcool 70%, (BURGER &
RICHTER, 1991), e depois parte do material foi macerado,
cada amostra foi submersa em agua oxigenada e acido
acético, tendo ficado 48 h na estufa, para que o material
dissociasse. Depois de dissociado o materia foi lavado
com agua destilada e corado com safranina a céolica 1%.
O comprimento e espessura da parede do vaso, didmetro
do vaso, espessura da parede celular, didmetro total e
didmetro do lume da fibra (corte transversal), para
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observacdo de ocorréncia de lignificag8o, por testes
histoquimicos em tecido fresco com floroglucina. A
segunda etapa foi feita com o material fixado em dcool
70% para confeccdo das |aminas.

A determinac&o do teor de ligninafoi realizada a
partir do material vegetal (caule) sem casca e seco em estufa
a 65°C. Uma certa quantidade deste material moido foi
homogeneizado a 20-80 mesh de diémetro, das quais foram
extraidas continuamente com éter etilico, acetona, metanol
e em seguida com agua em um extrator do tipo Soxhlet,
durante 60 h ininterruptas para cada extragdo. O material
livre de extrativos foi previamente seco, até peso constante,
em um dessecador sob vécuo, contendo anidrido fosforico.
Em torno de trezentos miligramas de amostra secalivre de
extrativos (cinco repeticdes) foram utilizados para
determinacdo do teor de lignina, segundo o método de
Klason (LIN & DENCE, 1992) modificado por Effland (1977).

A composic¢do daligninafoi estimada empiricamente
através dos espectros no infravermelho, de acordo com a
relacdo em porcentagem entre as intensidades dos sinais
1328 e 1268 cmt. Os espectros no infravermelho foram
registrados por um espectrébmetro por transformada de
Fourier, Perkin-Elmer, utilizando 2 mg de material
lignocelulGsico livre de extrativos e 200 mg de KBr anidro.
Os sinais em 3500, 3000-2980, 1740, 1690, 1670, 1600, 1500,
1460, 1328 e 1268 cnr* foram também identificados, entretanto,
apenas os sinais em 1328 e 1268 cm* foram considerados
paraandlise composiciona (LIN & DENCE, 1992).

Os dados foram submetidos & andlise de variancia,
utilizando-se de teste de Tukey, em nivel de 5% de
probabilidade, agrupando-se as médias em classes
distintas. O teste de normalidade em nivel de 1% de
probabilidade e teste de Kolmogorov-Smirnov” foram
aplicados (CAMPOS, 1983; GOMES, 1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito do cloreto de calcio (CaCl,), &cido bérico
(H,BO,) e sulfato de célcio (CaSO,) sobre o sistema de
lignificag8o levaram as plantas a apresentarem diferencas
significativas, segundo vérios parametros. No tratamento
quinzenal, a lignificacdo foi mais expressiva, tendo
alcancado o valor maximo de 19,50%. O boro nos
tratamentos (CaCl,/ H,BO,) e (CaSO, /H,BO,/CaCl,)
contribuiu para diminuir a eficiéncia da mobilidade do Ca'™,
tendo um efeito menor sobre alignificacdo (FAWZIA et
a., 1994). O CaCl,com aplicagdo semanal ao contrério da
aplicacdo quinzenal teve seu efeito maximizado. A
explicacdo paratal, parte da premissa que acitoxidade do
Ca™, (Ca™ em alta concentragdo), torna-se toxico ao

citoplasma, afetando o movimento do mesmo do citoplasma
para a parede celular. Maclaughlin & Wimmer (1999),
literalmente, mostram que o fator toxidez tem conseqiiéncia
sobre a precipitacdo do fosfato inorganico prejudicando o
metabolismo de fosforilagdo dentro da célula. A manutengéo
do Ca* em escalamicromolar torna-se necessario a fungdo
celular dentro do citoplasma, exigindo energia para o
transporte de célcio ancorado a membrana plasmatica,
conseqlientemente através dos canais especificos
bombeadores que promovem o balanco entre a exportacéo
e o influxo de célcio. O Ca™ em doses acumulativas ndo
migra totalmente, o que regularmente formaria um sistema
de coordenacdo com peroxidase dentro da parede celular
(HUBER, 1981). A regulacdo entre a acumulacdo e a
exportagdo de Ca™ do citoplasma a parede deve-se ao
processo de osmose, que regula a concentragéo dos ions
de Ca™ em ambos ambientes da célula. Neste caso, 0
desequilibrio gerado pela alta concentragéo do célcio
desencadeou um processo provavel de estresse.

Observou-se também que CaSO, e H,BO, aplicados
isoladamente poucos contribuiram para o processo de
lignificag@o. Este resultado permitiu propor que 0 processo
de lignificagdo sofreu maior influéncia do tratamento binario
e simples, que continha CaCl,, principalmente com aplicagdo
quinzenal. A combinag&o tripla com a participagéo do boro
na aplicacdo quinzena aumentou alignificagdo promovendo
um acimulo de 18,54% de lignina. Neste caso o efeito sobre
alignificac8o foi também eficiente ficando um pouco abaixo
do tratamento (CaSO,/CaCl,), aplicado quinzenalmente. Este
efeito pode ser visualizado naFigura 1.

A deficiéncia de boro deve estar associada ao
declinio da atividade da peroxidase, o que por um lado
causaria a acumulacdo de substancias fendlicas (FAWZIA
et al., 1994) acrescidas do aumento da atividade da enzima
fenilalaninaménia-liase (PAL) no citoplasma (FAWZIA et
al., 1994), enquanto, por outro lado 0 excesso de Boro néo
estimula eficientemente o aumento da atividade da
peroxidase no caule (PALAVAN-UNSAL et a., 1999).
Observou-se que todos os tratamentos que receberam boro,
S0 tiveram efeitos maiores quando associados ao calcio.

Efeito dos tratamentos sobre o comprimento, espessura
da parede e didmetro de vaso

No tratamento com (H,BO,/CaSO,/CaCl,)
quinzenal, o comprimento dos vasos atingiu valor médio
de 261,43 mm, enquanto no tratamento com CaSO,/CaCl,
quinzenal, observou-se um aumento de comprimento
entorno de 305,62 mm. A presenca do célcio somada aos
demais nutrientes induziu a diminui¢do do comprimento
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de vaso, umaresposta esperada, jaAque o aumento do
teor de lignina com aplicagdo de céalcio (quinzenal)
aumenta arigidez da parede celular impedindo o aumento
do volume celular. Como o elemento de vaso
naturalmente possui menor conte(ido de lignina do que
afibrapor ser um tecido de conducéo, observou-se que

21

somente no tratamento com interaggo tripla (H,BO./
CaS0,/CaCl,) e dupla (CaSO,/CaCl,), houve aumento da
lignificagdo concomitantemente com a reducéo do
comprimento dos vasos. Verificou-se também variagdes
no didmetro dos vasos e na espessura da parede
(Figuras 2,3 e4).
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FIGURA 1-Influénciado tratamento triplo (H,BO,/CaSO,/CaCl.) sobre o teor de ligninaem (%) do caule de Solanum gilo.

L etra minuscula distinta mostra diferenca estatistica, em nivel de 5% de significancia, entre auséncia e presencga de

boro e letras mailscul as entre diferentes niveis de célcio.
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FIGURA 2—Influénci
Solanum gilo.

dainteragdo tripla(H,BO,/CaSO,/CaCl,) sobre o comprimento de vaso em (um) do caule de

L etra minuscula distinta mostra diferenca estatistica, em nivel de 5% de significancia, entre auséncia e presenga de

boro e letras mailscul as entre diferentes niveis de célcio.
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FIGURA 3- Diametro medio de vaso em (um) do caule de Solanum gilo, tratadas com (H,BO,/CaS0O,).

L etra minGscula distinta mostra diferenca estatistica, em nivel de 5% de significancia, entre auséncia e presenca de

boro e letras maiUscul as entre diferentes niveis de cacio.
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FIGURA 4 — Influéncia do tratamento (H,BO,/CaSO,) sobre a espessura da parede de vaso em (um) do caule de

Solanum gilo.

L etra minuscula distinta mostra diferenca estatistica, em nivel de 5% de significancia, entre auséncia e presencga de

boro e letras mailscul as entre diferentes niveis de célcio.

As médias observadas para os diametro e
comprimento de vaso apresentaram 0 mesmo
comportamento no tratamento (CaSO,/CaCl,) quinzenal,
promovendo 0 aumento em comprimento. As plantas que
foram submetidas ao tratamento (H,BO,/CaSO)), tiveram o

didmetros dos vasos aumentado para 48,33 mm, entretanto,
aaplicacdo de CaCl, (quinzenal) diminuiu os diametros para
37,35 mm, ao contrério, a aplicagdo semanal aumentou o
didmetro para 43,68 mm. A espontanea interacdo do Boro
com grupos didis em posicéo cis, (&cido bérico e ions
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boratos) podem reagir e formar complexos com aglcares e
fendis (MATOH & KOBAYASHI, 1998), promovendo a
diminuicdo da porosidade da parede celular, interferindo na
acdo cimentadora da lamela média, e na transmissdo de sinais
entre células através da parede celular. Um outro aspecto
foi 0 aumento do nivel de boro absorvido com o aumento o
nivel de absorcdo de Ca™. Isto permitiu sugerir que, a
presenca de Boro contribui para 0 aumento do didmetro do
vaso. Além disso, a formagdo de substancias pécticas
(pectatos de célcio) pode regular a absorgéo do boro.

Efeito dostratamentos sobre o diametro dafibra

As andlises permitiram verificar que o tratamento com
CaCl ,-semanal aplicado isoladamente, promoveu uma
diminuicdo do didmetro de fibra aum valor igua a 20,30 mm,
que foi superior ao tratamento quinzenal (17,40 mm) se
comparada a testemunha (28,07 mm). Narealidade, o ion Cat*
forma ligagBes cruzadas entre pectatos através de grupos
carboxilicos de &cidos urénicos, portanto elevadas doses de
Ca* podem inferir baixa afinidade as substancias pécticas,
aumentando e diminuindo as interagdes entre pectinas/
peroxidase/Ca™. Isto sugere que arigidez da parede celular
provavel mente aumentou em decorréncia do aumento do teor
de lignina sob este tratamento (CARPIN et d., 1999).

Com o tratamento com CaCl,, quinzenal e semanal
aplicados isoladamente verificou-se uma diminuicdo do
didmetro de vaso para 17,40 e 20,30 mm, respectivamente
apresentando comportamentos ligeiramente opostos.
Enquanto nos vasos, ndo houve expressivo aumento,
entretanto, nas fibras a diminuicdo do diametro foi

considerada muito expressiva.

O efeito do tratamento combinando com (H,BO,/
CaS0O,/CaCl,) semanal (21,61mm) diferiu da aplicagdo
quinzenal quefoi de 18,18 mm. Foi possivel verificar que o
boro aplicado isoladamente (20,53 mm) teve 0 mesmo efeito
sobre o diametro da fibra que no tratamento com H,BO,/
CaS0,/CaCl semanal.

Efeito dos tratamentos sobre o comprimento e espessura
da parededafibra

O tratamento com (CaSO,/CaCl,) quinzenal, afetou
o comprimento da fibra elevando para 534,43 mm, diferindo
da aplicagdo semanal, na qual o comprimento chegou a
444,86 mm, enquanto CaSO, aplicado isoladamente alterou
0 comprimento da fibra para 463,90mm.

Isto coaduna com a hip6tese de que o Ca'™*
depositado nas células promove aumento do comprimento
celular e também aumento das atividades enziméticas.

O tratamento com (H,BO,/CaSO,/CaCl,) quinzenal,
também modificou o comprimento da fibra de 436,07 mm,
diferindo do tratamento (H,BO,/CaSO,) que modificou
positivamente o comprimento para 502,32 mm, em relagdo
a testemunha. O mesmo acontecendo com o tratamento
com (H,BO, /CaSO, /CaCl, ) semanal, em que verificou-se
o valor de 502,04 mm (Figura 6).

O tratamento com (H,BO,/CaSO,) aumentou a
espessura da parede da fibra para 4,15 mm, engquanto os
tratamentos com (H,BO,/CaSO,/CaCl,) quinzenal e semanal,
diminuiram o diémetro para 3,09 mm e 3,16 mm,
respectivamente (Figura 7)
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FIGURA 5-Influéncia dainteragéo tripla (H,BO,/CaSO, /CaCl,) sobre diametro da fibraem (um) do caule de Solanum gilo.

L etra minGscula distinta mostra diferenca estatistica, em nivel de 5% de significancia, entre auséncia e presenca de

boro e |etras mailscul as entre diferentes niveis de calcio.
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L etra minuscula distinta mostra diferenca estatistica, em nivel de 5% de significancia, entre auséncia e presencga de

boro e letras mailscul as entre diferentes niveis de célcio.

Efeito dos tratamentos na composi¢do da lignina

A maioriadas ligninas isoladas do caule de Solanum
gilo Raddi submetidas aos tratamentos, apresentaram
dominéncia de unidade guaiacila, entretanto as plantas que

receberam CaSO,/CaCl, (semand e quinzenal) apresentaram
altos teores de unidade siringilana proporcdo (G:S) de 1,2:1 e
08:1, respectivamente. O que sugere a participacdo do Ca™ na
formac&o dos precursores monoligndis dentro do citoplasma.
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CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o ion Ca** interferiu
significativamente na via dos fenilpropanoides e na
polimerizacdo da lignina face as transformacdes
observadas com relacdo a razdo entre as unidades
siringilica e guaiacilica. O mecanismo de atuacéo do Boro
e do célcio sdo extremamente complexos, entretanto, de
acordo com os resultados obtidos, pode-se sugerir que,
estes elementos interagiram significativamente com as
oxidases (peroxidases) naformacdo dalignina, o que de
acordo com 0 nosso objetivo significa uma resposta
satisfatéria para fortalecer a autodefesa do jiloeiro. Os
resultados também acenaram para novas perspectivas do
ambiente natural, diminuindo os efeitos antrépicos dos
agrotoxicos no ambiente e provavelmente
economicamente viaveis. Acredita-se que flexibilidade
anatémica do jiloeiro tem grande importancia na
adaptabilidade as novas condicdes. Neste sentido, os
tratamentos com melhores resultados foram
respectivamente: CaSO,/CaCl, e H,BO,/CaSO,/CaCl.,
aplicados semanal e quinzenalmente.
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