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RESUMO GERAL

SILVA, Josy Tainara Silva. Avangos metodolégicos na analise da distribuicao de lignina
na parede celular e caracterizagao anatémica de madeiras nativas da Amazénia. 2026.
Dissertacado (Mestrado em Ciéncias Florestais) — Universidade Federal do Espirito Santo,
Jerébnimo Monteiro, ES. Orientador: Jorddo Cabral Moulin. Coorientador: Silvino Intra
Moreira.

A madeira de espécies nativas da Floresta Amazbnica apresenta elevada complexidade
estrutural e quimica, cuja compreensao ainda é limitada pela escassez de informacgdes.
Esta dissertagdo teve como objetivo avaliar metodologias de analise da lignina por
microscopia de fluorescéncia, bem como caracterizar a anatomia da madeira e analisar a
distribuicao e a intensidade de fluorescéncia da lignina em diferentes regides celulares, em
madeiras de espécies nativas da Amazoénia, a partir da aplicagdo da técnica validada. No
primeiro capitulo, foram testados diferentes tratamentos quimicos e metodologias de
processamento de imagens para andlise da lignina celular por microscopia de
fluorescéncia, visando a validagao da técnica por meio da relagdo entre o teor de lignina
total da madeira e a intensidade de fluorescéncia emitida em sec¢des histolégicas. Foram
analisadas sete espécies: melancieira (Alexa grandiflora Ducke), angelim saia (Parkia
pendula (Willd.) Benth. ex Walp.), guaruba (Vochysia maxima Ducke), angelim pedra
(Hymenolobium petraeum Ducke), freijo (Cordia sagotii 1.M. Johnst.), pequia (Caryocar
villosum (Aubl.) Pers.) e angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke). O teor total de lignina
da madeira foi obtido pelo método de Klason, e para a analise da intensidade de
fluorescéncia foram utilizados quatro tratamentos: autofluorescéncia in natura,
autofluorescéncia sem extrativos, fucsina basica e Maule. As imagens foram processadas
no software ImagedJ, no qual foram testadas trés metodologias de processamento. Os
resultados indicaram que a autofluorescéncia em laminas sem extrativos, analisada por
método automatizado de subtracdo de background, apresentou melhor desempenho e
elevada correlagdo com o teor de lignina total, assegurando rapidez, reprodutibilidade e
padronizacao dos resultados. No segundo capitulo, foram realizadas a caracterizagao
anatbmica da madeira e a analise da distribuicdo e da intensidade de fluorescéncia da
lignina em diferentes regides celulares. A andlise anatdbmica evidenciou elevada
variabilidade interespecifica nas dimensdes, frequéncia e organizagdo dos vasos, fibras,
raios e pontoagdes intervasculares. A analise da lignina revelou predominéncia de unidades
guaiacil nas paredes dos vasos e na lamela média, enquanto as fibras apresentaram
variagbes interespecificas na composi¢do da lignina. A intensidade de fluorescéncia foi

maior na lamela média, seguida pelas paredes dos vasos e das fibras. De modo geral, os



resultados demonstram que cada espécie amazénica combina vasos, pontoacgdes, fibras,
raios e lignina de forma funcionalmente integrada, expressando estratégias anatdmicas

proprias que sustentam o desempenho hidraulico e a resisténcia mecanica da madeira.

Palavras-chave: Anatomia funcional do xilema; Espécies amazénicas; ImagedJ; Lignina

celular; Microscopia de fluorescéncia.



GENERAL ABSTRACT

SILVA, Josy Tainara Silva. Methodological Advances in the Analysis of Lignin
Distribution in the Cell Wall and Anatomical Characterization of Native Amazonian
Woods. 2026. Dissertation (Master’s degree in Forest Sciences) — Federal University of
Espirito Santo, Jerénimo Monteiro, ES, Brazil. Advisor: Jorddao Cabral Moulin. Co-advisor:

Silvino Intra Moreira.

Wood from native species of the Amazon Forest exhibits high structural and chemical
complexity, whose understanding is still limited by the scarcity of available information. This
dissertation aimed to evaluate methodologies for lignin analysis using fluorescence
microscopy, as well as to characterize wood anatomy and analyze the distribution and
fluorescence intensity of lignin in different cellular regions in wood from native Amazonian
species, based on the application of the validated technique. In the first chapter, different
chemical treatments and image processing methodologies were tested for the analysis of
cellular lignin using fluorescence microscopy, aiming to validate the technique through the
relationship between total lignin content in wood and the fluorescence intensity emitted in
histological sections. Seven species were analyzed: melancieira (Alexa grandiflora Ducke),
angelim saia (Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp.), guaruba (Vochysia maxima Ducke),
angelim pedra (Hymenolobium petraeum Ducke), freijo (Cordia sagotii .M. Johnst.), pequia
(Caryocar villosum (Aubl.) Pers.), and angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke). Total
lignin content in wood was obtained using the Klason method, and four treatments were
used for fluorescence intensity analysis: in natura autofluorescence, autofluorescence
without extractives, basic fuchsin, and Maule. Images were processed using the ImageJ
software, in which three image processing methodologies were tested. The results indicated
that autofluorescence in sections without extractives, analyzed using an automated
background subtraction method, showed the best performance and high correlation with
total lignin content, ensuring speed, reproducibility, and standardization of the results. In the
second chapter, wood anatomical characterization and the analysis of lignin distribution and
fluorescence intensity in different cellular regions were performed. The anatomical analysis
revealed high interspecific variability in the dimensions, frequency, and organization of
vessels, fibers, rays, and intervessel pits. Lignin analysis showed a predominance of
guaiacyl units in vessel walls and in the middle lamella, whereas fibers exhibited interspecific

variations in lignin composition. Fluorescence intensity was higher in the middle lamella,



followed by vessel and fiber walls. Overall, the results demonstrate that each Amazonian
species combines vessels, pits, fibers, rays, and lignin in a functionally integrated manner,

expressing distinct anatomical strategies that support hydraulic performance and the
mechanical resistance of wood.

Keywords: Functional xylem anatomy; Amazonian species; Imaged; Cellular lignin;
Fluorescence microscopy.
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1. INTRODUGAO GERAL

A madeira € um material biolégico complexo cuja estrutura e composicao refletem
uma interacdo dindmica entre fatores evolutivos, funcionais e ambientais. Dentre os seus
principais componentes, a lignina se destaca como o segundo polimero mais abundante,
representando entre 25 e 35% da massa da madeira. Sua estrutura resulta da
polimerizagao de unidades p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), originadas de alcodis
hidroxicinamilicos, e sua propor¢ao varia amplamente entre grupos taxonémicos e entre os
préprios tecidos lenhosos (Vanholme et al., 2019; Novaes et al., 2010). Além de essencial
para a rigidez e impermeabilidade do xilema, a lignina atua como barreira quimica contra
patdogenos e degradagdo, sustentando a longevidade e o desempenho mecéanico de
especies arboreas.

A distribuicdo da lignina na parede celular acompanha o processo de diferenciagéao
do xilema, concentrando-se inicialmente na lamela média e no canto celular, e
posteriormente nas camadas secundarias, onde sua proporgao € composicao determinam
a resisténcia mecanica e a funcionalidade dos diferentes elementos anatdémicos
(Donaldson, 2001; Raven et al., 2001). Essa heterogeneidade espacial tem implicacoes
diretas sobre a conducéo hidrica, o suporte estrutural e a adaptagdo ao ambiente, tornando
fundamental sua caracterizacdo em nivel celular. No entanto, métodos quimicos
tradicionais, embora precisos, nao permitem visualizar a lignina na microescala,
demandando técnicas complementares para compreender sua distribuicdo e composig¢ao
ao longo da parede celular.

Nesse contexto, a microscopia de fluorescéncia tem se consolidado como
ferramenta essencial para o estudo da lignina em tecidos vegetais, permitindo visualizagcao
direta, rapida e com minima preparagao de amostra. A autofluorescéncia natural da lignina,
bem como métodos quimicos como Maule e fucsina basica, possibilitam a diferenciacéo de
suas unidades estruturais e a quantificagcao relativa de seu sinal em cortes histolégicos
(Gierlinger & Schmidt, 2006; Donaldson, 2013). Apesar disso, limitagdes metodolégicas
persistem, especialmente relacionadas ao processamento de imagens, aos interferentes
fluorescentes e as diferencas na eficiéncia dos tratamentos quimicos, reforcando a
necessidade de estudos que validem e aprimorem essas abordagens.

A importancia desses avangos é ainda mais evidente quando se trata da madeira de
espécies nativas da Amazénia, uma das maiores reservas de biodiversidade arborea do
planeta. Essas espécies apresentam elevada variabilidade anatdbmica e quimica, o que

influencia diretamente suas propriedades tecnolégicas, seu potencial de uso e sua resposta
1



a condigdes ambientais (Ferreira et al., 2020; FAO, 2020). No entanto, grande parte desse
patrimonio permanece subexplorado cientificamente. A integracdo entre a andlise
anatbmica e o estudo da lignina emerge como estratégia fundamental. Elementos como
vasos e fibras apresentam diferentes graus de lignificagdo, que determinam desde a
eficiéncia do transporte hidrico até a rigidez e a resisténcia mecéanica da madeira
(Donaldson, 2001; Ralph et al., 2019). Assim, compreender simultaneamente a estrutura
dos elementos do xilema e a distribuicdo de lignina em suas paredes fornece uma visao
aprofundada da organizagcédo funcional da madeira, com implicagdes diretas em suas
propriedades tecnoldgicas.

Diante disso, este trabalho esta estruturado em dois capitulos complementares, que
tem como objetivo comparar metodologias de quantificacdo e distribuicdo de lignina em
nivel celular, por microscopia de fluorescéncia, com foco na caracterizagdo anatdmica da
madeira de espécies amazobnicas. Em conjunto, ambos os capitulos contribuem para o
desenvolvimento de ferramentas analiticas mais precisas e aplicaveis ao estudo da

lignificacdo da madeira.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1Lignina na madeira e na parede celular

A lignina, um dos principais constituintes das paredes celulares lignocelulésicas, €
um polimero complexo formado por subunidades fenilpropandides que conferem suporte
estrutural, hidrofobicidade e resisténcia mecanica as plantas vasculares, além de atuar na
defesa contra patdégenos (Vanholme et al., 2019). Ocorre predominantemente no xilema da
maioria das plantas terrestres, como um componente principal da parede celular de
traqueideos, vasos e fibras. Seu processo de deposicao inicia-se na lamela média e cantos
celulares, progredindo em direcdo ao lumen, com variagées quantitativas entre espécies,
tecidos, estagios de desenvolvimento e localiza¢des celulares (Donaldson, 2001).

Contribui para a resisténcia a compressdo de caules lenhosos e para a
impermeabilizagao de elementos condutores dentro do xilema (Donaldson, 2001). A lignina
nos vasos é geralmente enriquecida em unidades G, enquanto nas fibras é tipicamente
enriquecida em unidades S, proporcionando maior flexibilidade e resisténcia a tragao (Saka
& Goring, 1985). Uma grande proporg¢ao de unidades S também é encontrada nas paredes
secundarias do parénquima do raio (Fergus & Goring, 1970).

A composicdo e teor de lignina diferem significativamente entre folhosas

(angiospermas) e coniferas (gimnospermas). Enquanto as coniferas apresentam

2



predominantemente unidades de guaiacil (G) com pequenas quantidades de p-hidroxifenil
(H) e maiores teores totais de lignina, as folhosas contém proporc¢des variaveis de unidades
siringil (S) e guaiacil (G), cuja distribuicdo depende do tipo celular e da estrutura da parede
(Edmunds et al., 2017). Em folhosas, a parede celular do vaso, lamela média e canto celular,
geralmente contém mais unidades G. Devido a sua fungao estrutural e a necessidade de
resisténcia, os vasos devem suportar as grandes forgcas compressivas resultantes do fluxo
de transpiragdo em plantas e, portanto, uma maior lignificacdo da parede celular € esperada
para aumentar a resisténcia a compressao e reduzir sua suscetibilidade ao colapso
(Donaldson, 2001). Essa diferenga estrutural tem implicagbes praticas, onde madeiras com
maior razdo S/G apresentam lignina mais reativa e, consequentemente, sao mais
facilmente deslignificadas (Nawawi et al., 2017).

Em coniferas, a regido da lamela média composta da parede celular contém
tipicamente mais de 50% de concentragao de lignina (p/p), enquanto a regido S2 contém
cerca de 20%. No entanto, como a parede secundaria representa um volume muito maior
do que a lamela média relativamente fina, a maior parte da lignina na madeira esta
localizada na parede secundaria, sendo importante diferenciar entre concentracdo de
lignina, que corresponde a quantidade presente dentro de uma regiao especifica da parede
celular, e conteudo de lignina, que se refere a quantidade de lignina em amostras a granel
e, portanto, depende de variagdes na anatomia, como espessura da parede celular e
propor¢ao de lenho inicial e lenho tardio (Donaldson, 2001).

A distribuicao de lignina entre a parede secundaria e a lamela média em fibras de
folhosas segue um padrao semelhante ao observado em coniferas. No entanto, a parede
secundaria das fibras de folhosas geralmente apresenta menor lignificagdo comparada a
dos traqueideos de coniferas (Donaldson, 2001). A distribuigdo do conteudo de lignina pode
variar no lenho de reacéo (tragdo em folhosas; compressao em coniferas). Em Eucalyptus
grandis, o lenho de tragao exibe menor lignificacdo que o lenho normal, com a lamela média
e cantos celulares sempre apresentando maior concentracao de lignina (Souza et al., 2019).

As variagbes na composigao e teor de lignina entre e dentre espécies podem ser
influenciadas pelo estagio de desenvolvimento, condigbes ambientais e fungédo ecoldgica
(Novaes et al., 2010). Na Amazébnia, por exemplo, os teores de lignina em espécies
arbéreas podem variar de 26,8% a 33,9% (Bimestre et al., 2023), como o angelim vermelho
(Dinizia excelsa Ducke), que geralmente apresenta teores altos (34,6%), enquanto outras

espécies como a guaruba (Vochysia maxima Ducke) apresentam teores médios a baixos



(28%) (Ferreira, 2017; Vale et al., 2017). Essas diferengas sdo importantes tanto para a
ecologia das plantas quanto para seu uso industrial.

Na industria de celulose e papel, a lignina representa tanto um desafio quanto uma
oportunidade. Sua remocéo eficiente durante o processamento demanda quantidades
significativas de produtos quimicos e energia, especialmente em madeiras com baixa razao
S/G (Li et al., 2003; Cui et al., 2016). Em contrapartida, esse mesmo polimero emerge como
matéria-prima valiosa em biorrefinarias, onde técnicas inovadoras como pré-tratamentos
com liquidos ibnicos permitem seu fracionamento seletivo para producdo de
biocombustiveis e bioprodutos (Huang et al., 2018). Na industria energética, a lignina
contribui positivamente para a qualidade do carvao vegetal, conferindo maior densidade
aparente e poder calorifico. Durante a carbonizagdo, sua degradagéao lenta, contrastando
com a rapida decomposicao de celulose e hemicelulose, resulta em maior rendimento

energético (Gouvéa et al., 2015).

2.2 Agentes cromoéforos e metodologias para visualizagao da lignina por

fluorescéncia

Um grupo atébmico com um elétron, como uma ligagao insaturada, € chamado de
cromoforo (do grego antigo "portador de cor"). Um grupo atémico com pares de elétrons
isolados, como —OH, COOH ou —OR, é chamado de auxocromo, que auxiliam a acdo dos
cromoforos intensificando a coloragcéo ou permitindo a absorgao de luz com comprimento
de onda maior (Hon; Shiraishi, 1991). Grupos funcionais na lignina, como a-carbonila,
bifenila e ligagées duplas conjugadas em anel, sdo conhecidas por absorver a luz UV e
formar cromoforos (Sandoval-Torres et al., 2012). A quinona e a carbonila conjugada séo
os principais grupos cromoforos, e o fenol hidroxila € o principal grupo auxocromo na
madeira (Sandoval-Torres et al., 2010).

O teor de lignina pode ser determinado qualitativa ou quantitativamente através de
uma reagdo cromogénica ou crébmica (Liu et al., 2004). Quando os elétrons nesses
cromoforos sao excitados, eles podem relaxar para seu estado fundamental, liberando
energia na forma de luz visivel. A intensidade e a cor da fluorescéncia sao influenciadas
pela estrutura especifica dos cromoforos e suas interagdes com o ambiente ao redor. A
lignina, dessa forma, € o principal emissor na fluorescéncia das paredes celulares da
madeira (Donaldson et al., 2010).

A degradagao que a luz provoca na lignina tem inicio na absorgado da radiagao
ultravioleta (A=300 a 400 nm) pelos grupos cromoforos presentes na lignina, ao passo que
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ligaches éteres sao quebradas e novos radicais sdo formados, resultando em grupos fendis
e cetonas (Johansson, 2000; Pastore, 2004).

Como uma abordagem complementar a quantificagao bioquimica, a visualizagéo da
lignina em diferentes tipos de tecidos € muito util para avaliar qualitativamente a distribuigao
espacial da lignina em uma amostra. A autofluorescéncia da lignina tem sido usada para
determinar sua localizagdo nos tecidos vegetais e quantifica-la (De Micco; Aronne, 2007),
mas os sinais de autofluorescéncia da lignina podem as vezes ser confundidos pela
presenca de compostos autofluorescentes adicionais na planta. Para isso, foram criadas
metodologias que utilizam corantes para visualizar especificamente a lignina.

Os reagentes tém sido utilizados como coloracdo padrdao para avaliar
qualitativamente a presenga de lignina em material vegetal. No entanto, pouco é conhecido
sobre os métodos para avaliar quantitativamente a lignina presente em diferentes locais
anatbmicos da madeira com base na pigmentacao do tecido vegetal, apesar dos esforgos
para quantificar, a selecao de valores de pixel relevantes de forma imparcial permanece
problematica (Kapp et al., 2015). A seguir, sdo apresentadas algumas metodologias

utilizadas para visualizagao da lignina por fluorescéncia.

2.2.1 Autofluorescéncia

As paredes celulares da madeira apresentam fluorescéncia natural devido a
presenga de lignina (Albinsson, 1999). A lignina tem uma ampla faixa de emissao de
fluorescéncia e pode ser excitada tanto com luz UV quanto com luz visivel, emitindo
fluorescéncia azul, verde e vermelha (Donaldson; Knox, 2012). A autofluorescéncia tem
sido usada para localizar lignina em madeira e polpa, a fim de investigar os efeitos do
processamento industrial na fotodegradacgao de superficies de madeira, ou para estudar a
distribuicao de lignina em varios tipos de madeira (Donaldson, 2013).

A microscopia de autofluorescéncia como um método para visualizar a distribuicao
de lignina tem uma série de vantagens sobre alguns outros métodos, pois nao requer quase
nenhuma preparagdo de amostra além do seccionamento em confeccdo da lamina
histologica (Donaldson, 2013). Para avaliar a autofluorescéncia da madeira de Pinus radiata
D., Donaldson et al. (2010), lavaram as amostras em agua e fizeram cortes no plano
transversal usando um micrétomo de deslize com espessura de 60 um. Os cortes foram
montados em glicerol e examinados utilizando um microscopio confocal espectral usando

excitagao de luz azul (488 nm) (Figura 1).
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Figura 1 - Imagens de fluorescéncia confocal na madeira de Pinus radiata D. ML: lamela média, S2: camada
S2 da parede secundaria. As imagens foram construidas representando uma aproximagao proxima da cor
real usando sobreposi¢des de cores violeta, azul e verde. O campo de visdo é de 79 x 79 uym (fonte: Donaldson
et al., 2010).

Diferencas de intensidade entre as regides da parede celular na Figura 1 refletem
diferengcas na concentragdo de lignina, quanto mais brilhosa for a regidao, maior é a
concentracao de lignina. Por exemplo, na madeira normal, a lamela média é conhecida por
ser mais lignificada do que a parede celular secundaria e, portanto, produz fluorescéncia
mais brilhante, ja na madeira de compressao, a lamela média € menos lignificada do que a
parede secundaria, produzindo fluorescéncia mais escura (Donaldson et al., 2010).

Alignina tem um maximo de absorgdo em 280 nm, tendo fluorescéncia mais brilhante
com excitagdo UV (Olmstead; Gray, 1997), embora a fluorescéncia também possa ser
observada com excitacado azul (440-490 nm) ou mesmo verde (490-565 nm) (Donaldson;
Bond, 2005).

2.2.2 Fucsina basica
A fucsina basica € um corante triamino-trifeniimetano amplamente utilizado na

industria téxtil e na biologia celular para coloragdo do colageno, musculo e mitocondrias
(Pathrose et al., 2014). Também tem sido usada em uma variedade de espécies de plantas
como um corante para paredes celulares lignificadas (Dharmawardhana et al., 1992, 1995;
Cano-Delgado et al., 2000; Maéller et al., 2005; Wagner et al., 2009; Smith et al., 2013; Rocha
et al., 2014). A intensidade da coloragdo com fucsina basica correlaciona-se
qualitativamente com a abundancia de lignina nas paredes celulares (Wagner et al., 2009).
O corante fucsina basica, foi usado por Kapp et al. (2015) para medir a lignificagao

em sec¢des transversais, basais e entrend do caule de Brachypodium distachyon e avaliar
diferengas na lignificagdo para trés ecétipos de B. distachyon que variam no tempo de
floragdo. Para a coloragdo em fucsina basica, os cortes anatdmicos foram incubados em
6



15 pl de fucsina basica a 0,001% ou 0,01% (Sigma 857343, teor de corante 288%),
respectivamente, em agua por 5min, lavados duas vezes com glicerol 50% (v/v) (10min por
lavagem) e montados em glicerol 50%. Para a visualizagdo e fotografias, utilizou-se um
microscopio confocal de disco giratorio, com objetivas de 20x0,50 NA e 63x1,4 NA sob
excitagao de 561 nm e emissao de 593/40 nm.

Para a quantificagcdo do teor de lignina, apés a obtengdo de imagens, a area
fluorescente de cada secdo corada pela fucsina basica foi selecionada no ImageJ (NIH),
usando o plugin de limite automatico padrao com as caixas 'ignorar preto' e 'ignorar branco'
marcadas para contabilizar quaisquer pixels sub ou superexpostos. Como esse algoritmo
converte imagens em profundidade de 8 bits, a area limitada foi selecionada, e salva como
um ROI e reaplicada a imagem original de 16 bits. A densidade integrada bruta (soma de
todas as intensidades de pixel) da area limiarizada foi entdo medida. Este valor foi
normalizado para toda a area do caule medida a partir de uma sec¢ao transversal do caule
para cada planta, tracando o perimetro da seg¢ao no ImagedJ. Os valores de intensidade de
fluorescéncia da fucsina basica normalizados por area representam a quantidade de
coloragao de fucsina basica para cada se¢ao e servem como uma medida quantitativa da
coloragéo dentro dessa secgao (Kapp et al., 2015).

A quantificagcdo da intensidade da fluorescéncia por meio da imagem do corante
fluorogénico fucsina basica forneceu uma estimativa rapida das concentragdes de ligninas
e outros compostos hidrofébicos em se¢des de tecido vegetal. No nivel subcelular, a
fluorescéncia da fucsina basica foi concentrada nas lamelas médias e nos cantos das
células em todos os trés ecoétipos de B. distachyon (Figura 2), onde se acredita que a

polimerizagao da lignina seja iniciada (Kapp et al., 2015).

Figura 2 - Imagem de alta magnificagédo da coloragéo fucsina basica, revelando a intensidade de fluorescéncia
nas lamelas médias e cantos celulares e padroes semelhantes a trelicas nas paredes dos elementos de vasos.
As inser¢gdes mostram ampliacdo da area delineada em vermelho mostrando coloragédo de alta intensidade
nas lamelas médias (setas vermelhas) e nos cantos das células (setas pretas) (fonte: Kapp et al., 2015).



No emprego de corantes como a fucsina basica, antecede a esse reagente a
necessidade de limpeza da lamina, o clearsee, composto por xilitol (CsH1,05) 10% (m/v),
sodium deoxycholate (C,¢H;1NaOg) 15% (m/v), ureia (CO(NH;),) 25% (m/v) e agua
(Ursache et al. 2018), € um reagente de limpeza para tecidos vegetais que mantém sua
integridade estrutural, permitindo imagens profundas (Kurihara et al., 2015). A fucsina
basica € soluvel em clearsee e mantém suas caracteristicas espectrais com seu maximo
de emissao no espectro laranja (590-630) e vermelho (630-780).

Ursache et al. (2018) desenvolveram um trabalho metodolégico para folhas, flores,
raizes e caule, e descobriram que, apos a limpeza com clearsee e coloragcio das raizes de
Arabidopsis, com fucsina basica 0,2%, ouve a coloragao das paredes celulares secundarias
e lignificadas do protoxilema e metaxilema (Figura 3). Apesar da eficacia da metodologia

em raizes, ainda ndo ha estudos com a aplicagado dessa metodologia em tecidos lenhosos.

Figura 3 - Coloracéo da raiz de Arabidopsis com fucsina basica. Barras de escala = 50 um. (fonte: Ursache
et al., 2018).

2.2.3 Maule

O teste de cor Maule, que é realizado por tratamento sequencial com permanganato
de potassio (KMnQ,), cloridrato e aménia aquosa, € um dos métodos mais eficientes para
detecgéao de lignina (Yamashita et al., 2016). Isso porque ele possibilita a distingdo dos tipos
de lignina, sendo possivel visualizar a sua distribuicdo, na medida em que cora a lignina
siringil em vermelho e a lignina guaiacil em amarelo (Nakagawa et al., 2012). O KMnO, é
frequentemente usado para investigar a lignificagdo da parede celular por microscopia
eletrénica de transmissao (Bland et al., 1971).

Para desenvolver cor por meio da metodologia de Maule, Yamashita et al. (2016)
examinaram a fluorescéncia de amostras de madeira de Betula platyphylla, excitadas com

luz azul (440-490 nm). Os cortes anatébmicos foram tratados com solugdo aquosa de KMnO,
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a 1% (m/m) por 5 min, lavados trés vezes com agua destilada, tratados com &cido cloridrico
1 N por 30 min e depois lavados com agua destilada. Para gerar uma reacgao de cor, foi
adicionada aménia aquosa a 28% (m/v) as seg¢des montadas em laminas de vidro e
cobertas com laminulas. Além disso, foi testado também o tampao Tris-HCI (pH 8, 1 M) em
vez de amodnia aquosa. Para a observagdao microscopica, a fluorescéncia da lignina foi
visualizada sob um microscépio com fluorescéncia excitada pela luz azul (460-490 nm).
As paredes celulares das fibras da madeira, dos raios e do parénquima axial emitiram
uma fluorescéncia vermelha, enquanto a parede celular dos vasos emitiu uma fluorescéncia
amarela a vermelha (Figura 4). Usar o tampao Tris-HCI| em vez de aménia na reagao Maule
resultou no desenvolvimento de cor semelhante ao encontrado usando o método
tradicional. No entanto, o novo método foi resistente ao desbotamento da cor com o tempo
e extraiu lignina de cor menos visivel da parede celular. Além disso, a avaliagdo apos
excitagao com luz azul (em torno de 480 nm) melhorou a observagao da lignificagcao e da

distribuicao da lignina (Yamashita et al., 2016).

~

Figura 4 - Secao transversal (20 um de espessura) de Betula platyphylla, tratada com reagente Maule e
fotografada com excitagédo da luz azul (480 nm) (fonte: Yamashita et al., 2016).

Yang et al. (2020) realizaram a metodologia de Maule para determinar o conteudo
de lignina em espécies de madeira, com o intuito de obter referéncias de dados e uma base
tedrica. Foram feitos cortes anatdomicos de 10 ym a 20 um de espessura em micrétomo,
onde posteriormente foram tratados com uma solugédo aquosa de permanganato de KMnO,
a 1% (m/v) por 5 min, lavados 3 vezes com agua destilada, depois tratados com acido
cloridrico (HCI) 3 M por 1 min, lavados novamente 3 vezes com agua destilada e depois
montados em uma solucédo aquosa de aménia a 29%, os cortes foram entao observados por
meio de um microscépio de fluorescéncia (luz azul com fonte de excitagdo de 488 nm).

A reacgéao de coloragao de Maule coloriu ligninas S na parede celular da madeira em

um vermelho/roxo-avermelhado, e ligninas G em um amarelo/marrom-amarelado. O tipo de



lignina em Cunninghamia lanceolate foi o tipo G, a reacao de fluorescéncia foi muito forte,
0 que indicou um maior teor de lignina nessa madeira. As reagdes de fluorescéncia as
ligninas na madeira de Betula alnoides e Fraxinus mandshurica indicou que o conteudo de
lignina nas madeiras foi menor do que nas outras espécies testadas. Tectona grandis foi a
que teve mais ligninas do tipo G, e a reacao geral de fluorescéncia foi mais forte do que nas

outras espécies testadas (Yang et al., 2020).

2.2.4 Auramine-O

O corante auramine-O, tem sido usado para detectar lignina em paredes celulares
secundarias de culturas de células de elementos traqueais de Zinnia em diferenciacao
(Pesquet et al., 2005), bem como esporopolenina lignificada, o polimero quimicamente
resistente que compreende a exina (Nishikawa et al., 2005). Foi usado por Souza et al.
(2019) para analisar a distribuigdo espacial do conteudo de lignina na parede celular das
fibras dos lenhos normal e de reacédo de Eucalyptus grandis. Para isso, foram utilizados
cortes transversais de 7 ym de espessura retirados nas trés posicdes de amostragem no
sentido medula-casca, preparados em micrétomo de deslize. Apds essa etapa, os cortes
foram colocados em lamina de vidro e corados com auramina (1%) por 20 minutos. Os
cortes foram examinados em microscoépio laser confocal, com o software Zen 2012. As
imagens foram geradas a partir da sobreposicédo de 7 planos focais ao longo do eixo Z (Z-
strack), para cada posig¢ao analisada.

Para determinacdo da intensidade de fluorescéncia da lignina marcada com
auramina, foram realizadas 20 medigdes em trés imagens geradas para cada posigao
medula-casca, através do software ImagedJ, utilizando o parametro “INT DEN”. A medigao
da intensidade da lignina foi feita através da férmula adaptada de Fernando et al. (2015):
Intensidade de lignina = Densidade integrada - (area selecionada x intensidade do
background). O lenho de tragao apresentou menor intensidade de fluorescéncia da lignina
em relagdo ao lenho normal e o oposto a tragdo. Tanto no lenho normal quanto no lenho de
reagao, as regides da lamela média e do canto celular apresentaram maior intensidade de
fluorescéncia da lignina, mostrando que nesses locais a concentragao de lignina é maior do
que nos demais (Figura 5). Em algumas regides do lenho de tragéo as células apresentaram
achatamento e diminuicdo da lamela média. Nao foi possivel identificar um padrao de
variagao da intensidade de fluorescéncia da lignina no sentido medula-casca (Souza et al.,
2019).
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Figura 5 - Imagem de fluorescéncia da lignina nos lenhos normal (A), lenho de tragéo (B) e lenho oposto (C)
de Eucalyptus grandis. A lamela média (LM) e canto celular (CC) indicados pela seta apresenta maior
intensidade de fluorescéncia. (fonte: Souza et al., 2019).
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CAPITULO 1

METODOLOGIAS PARA ANALISE DA LIGNINA EM MADEIRA POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

RESUMO
A heterogeneidade espacial da distribuicdo da lignina tem implicagdes diretas sobre a
conducao hidrica, o suporte estrutural e a adaptagdo ao ambiente, tornando fundamental
sua caracterizacdo em nivel celular. O objetivo deste estudo foi testar diferentes
tratamentos quimicos e metodologias de analise da lignina celular por microscopia de
fluorescéncia em tecidos lenhosos. A validacéo da técnica de fluorescéncia para analise de
lignina foi realizada por meio da analise da relagao do teor de lignina total da madeira com
a intensidade de fluorescéncia emitida pela lignina em sec¢des histolégicas. Foram
analisadas sete espécies nativas da Amazonia: melancieira (Alexa grandifora Ducke);
angelim saia (Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp.); guaruba (Vochysia maxima Ducke);
angelim pedra (Hymenolobium petraeum Ducke); freijo (Cordia sagotii .M. Johnst.); pequia
(Caryocar villosum (Aubl.) Pers) e angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke). O teor de
lignina da madeira foi obtido pelo método de Klason, e para a analise da intensidade de
fluorescéncia foram utilizados quatro tratamentos nas seg¢des histologicas:
autofluorescéncia in natura, autofluorescéncia sem extrativos, fucsina basica e Maule. Para
o processamento das imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia foi usado o software
Imaged, aplicando trés diferentes metodologias, sendo duas com o uso de férmula de
densidade integrada para remogao de background de area néo fluorescente da imagem, e
uma determinando a intensidade de fluorescéncia de forma automatica pela ferramenta
‘substract’. O tratamento mais eficaz para estudar a relagdo entre a intensidade de
fluorescéncia e o teor de lignina foi o de autofluorescéncia em Iamina sem extrativo, devido
a remogao dos extrativos fluorescentes que causam interferéncias nos resultados.
Especialmente quando analisado pelo Método 3 (Determinagdo de intensidade de
fluorescéncia de forma automatica pela ferramenta ‘substract’), que demonstrou o segundo
maior coeficiente de determinagdo (R* = 76,22%) e correlagao (r = 0,87), e melhor
desempenho devido a sua automagdo no software Imaged, garantindo rapidez,
reprodutibilidade e padronizacdo dos resultados. Os resultados confirmam a eficacia da

microscopia de fluorescéncia como ferramenta para investigar a lignina na parede celular.

Palavras-chave: Autofluorescéncia; Fucsina basica; Maule; software ImageJ.
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1. INTRODUGAO

A lignina, um dos principais componentes estruturais da madeira, desempenha um
papel essencial na sua rigidez, impermeabilidade e resisténcia ao ataque de
microrganismos. Quimicamente, a lignina é um polimero aromatico complexo que,
associado a celulose e a hemicelulose, confere propriedades mecéanicas e quimicas as
plantas vasculares (Tribot et al., 2019). Além disso, a lignina é altamente relevante para
processos industriais, como a producdo de papel, energia, biocombustiveis e materiais
compositos, tornando-se um objeto de crescente interesse em pesquisas cientificas.

Na Floresta Amazbnica, a madeira de espécies nativas apresenta grande
diversidade de caracteristicas estruturais e quimicas, incluindo variagdes significativas no
teor de lignina (Ferreira et al., 2020). A proporgéo e composi¢cao da lignina determinam a
resisténcia mecanica e a funcionalidade dos diferentes elementos anatémicos (Donaldson,
2001; Raven et al., 2001). Essa heterogeneidade espacial tem implicacdes diretas sobre a
conducao hidrica, o suporte estrutural e a adaptagdo ao ambiente, tornando fundamental
sua caracterizacdo em nivel celular. As analises quimicas tradicionais da madeira, com
énfase na determinacdo de lignina, ndo permitem avaliar sua distribuicdo nas diferentes
estruturas anatdémicas.

O estudo da lignina na escala celular pode ser realizado por meio de diferentes
técnicas microscépicas e de microspectroscopia. Nesse contexto, a microscopia de
fluorescéncia tem se destacado como uma ferramenta promissora que possibilita a analise
qualitativa e quantitativa da lignina, além da avaliagao da distribuicdo espacial da lignina
em amostras histoldgicas de madeira (Gierlinger; Schmidt, 2006). A fluorescéncia na lignina
surge da presencga de grupos croméforos e fluoréforos em sua estrutura quimica (Liu et al.,
2004). Cromoforos sado responsaveis por absorver luz em comprimentos de onda
especificos, enquanto fluoréforos reemitem luz apds a excitagédo (Donaldson & Radotic,
2013).

A precisao das analises depende de diversos fatores, incluindo os tratamentos
quimicos aplicados as amostras e os métodos de processamento de imagens (Garcia et
al., 2019). Entre as técnicas disponiveis, destaca-se a microscopia de autofluorescéncia,
um método eficiente para mapear a distribuicao da lignina com maior praticidade de analise.
Ela tem sido amplamente utilizada para localizar lignina em madeira e polpa, investigar os
efeitos de processos industriais, estudar a fotodegradagdo de superficies de madeira e

analisar a distribuicdo de lignina em diferentes espécies lenhosas (Donaldson, 2013).
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Entretanto, O sinal da lignina pode ser confundido pela presenga de outros
compostos autofluorescentes no material vegetal. Para contornar isso, corantes como
Maule (Meshitsuka & Nakano, 1979), clorossulfito (Akin & Burdick, 1981), fucsina basica
(Dharmawardhana et al., 1992), auramina O (Pesquet et al., 2005), acriflavina (Kutscha &
Gray, 1970) e floroglucinol (Vallet et al., 1996; Liljegren, 2010; Liebsch et al., 2014) foram
desenvolvidos para evidenciar especificamente a lignina.

Apesar desses avangos, ainda existem lacunas na aplicacdo da fluorescéncia para
o estudo da lignina em tecidos lenhosos. Alguns tratamentos fluorescentes, como a fucsina
basica, tém sido utilizados em outros tecidos vegetais para evidenciar estruturas lignificadas
(Ursache et al. 2018), porém sua aplicacédo em tecidos lenhosos ainda nao é explorada.
Além disso, quando utilizados, s&o voltados a visualizagdo da lignina, ndo tendo como
finalidade analisar a intensidade de fluorescéncia, nem comparar com o teor de lignina total.
Outra problematica refere-se ao processamento dos dados obtidos por meio das imagens
de fluorescéncia, uma vez que ainda nao existe uma metodologia definida para a extragao
e analise quantitativa da intensidade de fluorescéncia da lignina a partir dessas imagens.
Assim, existe a necessidade de estudos que investigam a relagdo entre a intensidade de
fluorescéncia obtida por esses tratamentos e o teor total de lignina na madeira.

O objetivo deste estudo foi relacionar o teor total de lignina do tipo Klason com a
intensidade de fluorescéncia da lignina emitida em tecido lenhoso, testando diferentes
tratamentos quimicos e métodos de analise. Dessa forma, busca-se aprimorar as técnicas

de avaliagao da lignina em nivel celular.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos materiais

A madeira foi coletada em serrarias e marcenarias localizadas na area urbana do
municipio de Altamira, Para, Brasil. Foram selecionadas amostras de sete espécies
comercializadas na regiao: melancieira (Alexa grandiflora Ducke, Fabaceae), angelim-saia
(Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp., Fabaceae), guaruba (Vochysia maxima Ducke,
Vochysiaceae), angelim-pedra (Hymenolobium petraeum Ducke, Fabaceae), freijé (Cordia
sagotii |.M. Johnst.,, Boraginaceae), pequia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers.,
Caryocaraceae) e angelim-vermelho (Dinizia excelsa Ducke, Fabaceae). A selegdo das
espécies considerou variagdes no teor de lignina, incluindo espécies que normalmente

apresentam baixo, médio e alto teor de lignina.

18



2.2 Amostras para as analises

As amostras de madeira foram separadas, destinando parte do material coletado a
analise quimica, e outra parte a confeccdo de laminas histologicas para analise da
intensidade de fluorescéncia (Figura 1). Todas as etapas foram realizadas utilizando o

mesmo pedaco de madeira para garantir uniformidade entre as analises.

Analise quimica

A

Lamina histolégica para analise
da intensidade de fluorescéncia

Figura 1 - Separacdo das amostras para analise quimica e confec¢do de lamina histolégica para analise da
intensidade de fluorescéncia.

2.3 Teor total de lignina da madeira

Para a analise quimica, a madeira foi preparada seguindo a norma TAPPI T 257 cm-
85 (1985). As amostras de madeira foram trituradas em um moinho tipo Willey e peneiradas
para sepacao da fracao retida entre a peneira de 40 mesh e 60 mesh. Inicialmente, o teor
de umidade foi determinado de acordo com a norma TAPPI T 210 cm-93 (1993). Amostras
de serragem em duplicata de cada espécie foram pesadas para obter a massa umida e,
posteriormente, transferidas para uma estufa a temperatura de 103 + 2 °C para secagem
até massa constante. Apos a secagem completa, a amostra foi retirada da estufa e pesada
novamente para obtencdo da massa seca, usada no calculo da umidade da madeira.

Os extrativos foram removidos seguindo a norma TAPPI T 204 cm-17 (2017).
Amostras de serragem em triplicata foram pesadas em dois gramas, inseridas em filtros de
vidro sinterizado com porosidade 2, e entéo levadas ao Soxhlet acoplado a um baldo com
150 mL de acetona (CH;COCHS3;). Apds 6 horas, contadas a partir do primeiro refluxo do
solvente, o sistema foi desligado para resfriamento. A segunda extragao foi realizada em
agua quente. Apos a remogao da acetona das amostras, elas foram colocadas em banho-
maria a 100 °C por 1 hora e depois transferidas para uma estufa a 103 + 2 °C até massa

constante.
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A analise do teor de lignina foi do tipo Klason, conforme a norma TAPPI T 222 om-
22 (2022) e modificada segundo Gomide & Demuner (1986). Um total de 0,3 gramas das
amostras em triplicata (livres de extrativos) foram tratadas com 3 mL de acido sulfurico a
72% (H,SO,) em banho-maria a 30 °C por 1 hora, homogeneizando a mistura com
frequéncia. Em seguida, as amostras solubilizadas em acido sulfurico foram transferidas
para frascos de vidro de 100 mL contendo 84 mL de agua destilada, selados com tampa de
borracha e lacre de aluminio, para serem submetidos a pressdo em autoclave por 60
minutos. A lignina insoluvel foi filtrada, lavada com agua e, apds secagem até massa
constante, pesada. A lignina soluvel foi determinada por espectrometria, conforme
Goldschimid (1971), usando a diluicdo do filtrado obtido no procedimento da lignina
insoluvel. O teor total de lignina foi obtido pela soma dos valores de lignina soluvel e

insoluvel.
2.4 Analise da intensidade de fluorescéncia da lignina na madeira
2.41 Confeccao das laminas histolégicas

Amostras medindo 1,0 x 1,5 x 2,0 cm foram preparados nas direcbes radial,
tangencial e longitudinal. Cada corpo de prova foi amolecido em agua fervente e seccionado
em um microtomo de deslize (Leica SM 2000R) para obtengao de cortes transversais com
aproximadamente 20 um de espessura. Trés cortes seriados foram preparados por
espécime, e pelo menos 20 fotomicrografias ndo sobrepostas foram adquiridas para cada
especie e tratamento.

Os cortes foram montados em laminas de vidro (26 x 76 mm, 1,0-1,2 mm de
espessura), cobertos com laminulas #1.5 (24 x 32 mm, 0,13-0,17 mm de espessura). Para
a analise de fluorescéncia in natura, os cortes foram montados diretamente em glicerol.
Para analises livres de extrativos e tratamentos com coloracdo quimica (Maule e fucsina
basica), o mesmo procedimento de seccionamento foi adotado antes da aplicagédo dos
reagentes. Apés a montagem, as laminas foram deixadas em repouso por cerca de 10
minutos antes da captura das imagens, para garantir a estabilizagédo do meio de montagem
e do sinal de fluorescéncia.
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2.4.2 Tratamentos para obtencdo da intensidade de fluorescéncia da

lignina

2421 Autofluorescéncia em laminas in natura
A autofluorescéncia foi realizada conforme descrito por Donaldson et al. (2010).
Cortes histolégicos de tecidos lenhosos nao tratados foram montados com glicerol e
analisados em microscopio de fluorescéncia com excitagado de luz entre 440—-490 nm e

emissao entre 490-565 nm.

24.2.2 Autofluorescéncia em laminas sem extrativos
Como o sinal da lignina pode, as vezes, ser confundido pela presenca de outros

compostos autofluorescentes na madeira, foi realizada uma adaptagdo no método de
autofluorescéncia para remover os extrativos da madeira. As secbes anatdmicas foram
submersas em 3,3% (v/v) de hipoclorito de sddio (NaClO) a uma temperatura entre 30°C e
40°C por 3 minutos, e depois lavadas trés vezes com agua destilada. Em seguida, as
secoes foram analisadas em microscopio de fluorescéncia com excitagéo de luz entre 440—

490 nm e emissao entre 490-565 nm.

2423 Maule

A reacao de coloracdo de Maule foi realizada conforme descrito por Yamashita et al.
(2016). As secoes anatébmicas foram tratadas com uma solugédo aquosa a 1% (m/v) de
permanganato de potassio (KMnO,) por 5 minutos e, em seguida, lavadas trés vezes com
agua destilada, tratadas com acido cloridrico (HCI) 1 N por 30 minutos e novamente lavadas
com agua destilada.

Para gerar a reagao de coloragao, foi adicionado as se¢des um tampéao Tris-HCI 1 M
(Tris-hidroximetilaminometano acido cloridrico) com pH 8, apds o que as segdes foram
montadas em laminas de vidro e cobertas com laminulas. A excitacdo de luz entre 440—490
nm e a emissao entre 600-650 nm foram utilizadas para observagdo microscépica da

fluorescéncia da lignina.

2.4.2.4 Fucsina basica
A reacao de coloracdo com fucsina basica foi realizada conforme descrito por
Ursache et al. (2018). Inicialmente, a solugao ClearSee foi preparada utilizando xilitol
(CsH1205) 10% (m/v), desoxicolato de sddio (C,6H11NaOg) 15% (m/v), ureia (CO(NH,),)
25% (m/v) e agua até o volume final desejado. A solugdo foi misturada em agitador

magnético por 1 hora, até completa dissolugao dos reagentes.
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Para o clareamento, as se¢des foram imersas em ClearSee por 30 minutos, seguidas
de imersao em 0,2% de fucsina basica por 5 minutos. Em seguida, a solugéo de fucsina foi
removida e as secdes foram lavadas, permanecendo em ClearSee por 30 minutos, com
troca da solugéo, onde permaneceram por mais 1 hora. As laminas histolégicas dos tecidos
lenhosos foram montadas com ClearSee e submetidas a excitacdo de luz na faixa entre
490-565 nm e emissdo entre 600-650 nm, para observagdo no microscopio de

fluorescéncia.

2.4.3 Microscopio de fluorescéncia
A captura de fluorescéncia foi realizada em um microscopio de fluorescéncia Zeiss
Axio Scope A1 (Zeiss), equipado com iluminagado transmitida para campo claro, campo
escuro, DIC e contraste de polarizagao, além de iluminagao refletida fornecida por uma
ldmpada de vapor de mercurio HBO 50 W. A fluorescéncia foi detectada usando conjuntos
de filtros Zeiss para os canais DAPI, FITC e Rodamina. As imagens foram adquiridas com
objetiva de 10x/0,25 NA (aumento total de 100x).
As imagens foram capturadas com uma camera digital Axiocam MRc5 de 5 MP (2584
x 1936 pixels, 24 bits, 300 dpi), controlada pelo software ZEN 3.4 (blue edition), no modo
de plano unico (2D; sem Z-stack). Um total de 20 micrografias de fluorescéncia foi obtido
por espécie e por tratamento, sendo os arquivos salvos em formato TIFF.
O tempo de exposicdo variou entre 30-200 ms, dependendo do canal de
fluorescéncia. Para cada canal e tratamento, os parametros de aquisicdo (tempo de
exposicao, intensidade de iluminagdao e ganho da camera) foram mantidos constantes,

garantindo a comparabilidade entre as amostras.

2.5 Processamento dos dados

As imagens capturadas foram processadas no ImagedJ-Fiji (Schindelin et al., 2012)
para remover regides nao fluorescentes (lumen celular), consideradas como background, e
posteriormente quantificar a intensidade de fluorescéncia, sendo expressa em Unidades
Arbitrarias (UA). O software foi calibrado para reconhecimento dimensional, a fim de
transformar distancias em pixels para micrometros, utilizando as barras de escala como
referéncia. As regides capturadas para gerar as fotomicrografias usadas na medi¢cao da
fluorescéncia possuem area de 278 x 208 um e resolucédo de 2584 x 1936 pixels. Para
maior confiabilidade, o processamento das imagens seguiu trés procedimentos distintos

descritos abaixo.
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2.51 Método 1

Formula de densidade integrada para remocao de background de area nao
fluorescente da imagem (Fernando et al., 2015). A seguir esta descrito o fluxo de trabalho

(workflow):
Converter a imagem para 8 bit — selecionar a area total utilizando um retangulo —
acessar o menu ‘analyze’ e selecionar a opgao ‘measure’ (para medir o sinal da area
total e abrir uma caixa pop-up com os valores) — selecionar uma area de 2601,46 um?
no interior do vaso para servir de background (area indicada pela seta na Figura 2) —
novamente acessar o0 menu ‘analyze’ e selecionar ‘measure’ (para medir o sinal da area

no interior do vaso).

Figura 2 - Imagem da lamina histolégica de melancieira (Alexa grandifora Ducke) convertida para 8 bit. A seta
em branco indica a regido em que foi obtido o background.

Com os dados obtidos, a medicdo da intensidade da fluorescéncia (IF) na
fotomicrografia foi feita por meio da Equagédo 1, descrita por Fernando et al. (2015). A
intensidade do background usada foi a média de trés medi¢des e a area selecionada e a
densidade integrada foi em relagdo ao tamanho total da imagem.

IF = Densidade integrada — (Area selecionada x Intensidade do background) (1)

2.5.2 Método 2
Féormula de densidade integrada para remogdo de background de area néao

fluorescente da imagem com corregdo de acordo com a area analisada. Este método
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consistiu em utilizar a Equagao 1, com a pequena area do background sendo extrapolada
para a area total da imagem e obter o Background ajustado (Equagao 2), logo a Equagao

3 foi aplicada para obtencéo do IF.

IBAj = (IB x AT) / AV (2)

IF = Densidade integrada — IBA| (3)

Onde: IBAj = Intensidade do background ajustado; IB = “Intensidade do background” da

Equacdo 1; AT = Area total da imagem; AV = Area selecionada no interior do vaso.

2.5.3 Método 3

Determinacao de intensidade de fluorescéncia de forma automatica pela ferramenta
‘substract’. Desta forma, o background é removido diretamente no programa, deixando
apenas o sinal da fluorescéncia e posteriormente fornecida pelo programa apés comando
pré-determinado. Para encontrar o caminho para analise no ImageJ deve-se seguir fluxo

de trabalho (workflow) abaixo:
Acessar o menu ‘process’ e selecionar a opgao ‘math’ em seguida ‘subtract’ — em
‘subtract’ selecionar um valor que melhor se ajustar para remover o background, nesse
caso, foi 20 para autofluorescéncia in natura, Maule e fucsina basica, e 25 para
autofluorescéncia sem extrativo — apods a remocao do background, acessar o menu
‘analyze’ e selecionar a opgao ‘measure’ (para medir o sinal da intensidade da

fluorescéncia e abrir uma caixa pop-up com os valores).

2.6 Analise estatistica dos dados

A analise estatistica avaliou a relagao linear entre o teor de lignina da madeira e a
intensidade de fluorescéncia emitida nas se¢des histoldgicas. Para cada tratamento, foram
ajustadas equacdes de regressao linear entre essas variaveis, sendo o ajuste do modelo
avaliado pelo coeficiente de determinagao (R?). A associagao entre as variaveis também foi
analisada por meio do coeficiente de correlagdo de Pearson (r), considerando nivel de
significancia de 95% (p < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando as
meédias das repeticoes de cada tratamento.
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3. RESULTADOS

A composi¢cdo quimica das espécies apresentou variagdo, com os teores de
extrativos variando de 5,46% para pequia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers) a 14,03% para
o angelim vermelho (D. excelsa Ducke) e teores de lignina variando de 27,14% para

melancieira (A. grandifora Ducke) a 32,43% para guaruba (V. maxima Ducke) (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores médios dos teores de extrativos e lignina para as espécies analisadas.

Espécies Teor Fotal de Tt.aor.total de
extrativos (%) lignina (%)
Guaruba (Vochysia maxima Ducke) 5,91 (0,136) 32,43 (0,162
Angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke) 14,03 (0,332) 32,10 (0,166)
Angelim pedra (Hymenolobium petraeum Ducke) 8,60 (0,144) 30,84 (0,326)
Freij6 (Cordia sagotii .M. Johnst.) 6,68 (0,089) 30,40 (0,133
Pequia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers) 5,46 (0171) 30,28 (0,231)
Angelim saia (Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp.) 12,15 (0,262) 28,92 (0,693
Melancieira (Alexa grandifora Ducke) 9,61 (0,187) 27,14 (0,633

(valores entre parénteses correspondem ao desvio padréo).

As Figuras 3 a 9 apresentam as fotomicrografias das espécies com os tratamentos
utilizados. As imagens das laminas in natura e das sem extrativos mostram as células com
maior clareza, enquanto o tratamento com fucsina basica produziu um sinal de
fluorescéncia mais intenso na regiao das fibras, exceto para guaruba (Figura 7c). Um
aumento semelhante no brilho da fluorescéncia também foi observado em Maule, exceto
para guaruba (Figura 7d) e melancieira (Figura 8d). O tratamento Maule permitiu observar
uma diferenca quanto aos tipos de lignina presentes em angelim saia, guaruba, melancieira
€ pequia por meio da coloragao, a lignina siringil apresentou coloragao vermelha, enquanto
a lignina guaiacil apresentou coloracdo amarela. As demais espécies exibiram maior

coloragdo amarela nas células, indicando uma maior presenca de lignina guaiacil.
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Figura 3 - Fotomicrografias do angelim pedra com magnificagdo de 100x. Tratamentos: a) Autofluorescéncia
da lamina in natura; b) autofluorescéncia da lamina sem extrativos; c) fluorescéncia com fucsina basica; d)
fluorescéncia com Maule. Setas indicando regides com sinal de fluorescéncia mais intenso.

Figura 4 — Fotomicrografias do angelim saia com magnificagdo de 100x. Tratamentos: a) Autofluorescéncia
da lamina in natura; b) autofluorescéncia da lamina sem extrativos; c) fluorescéncia com fucsina basica; d)
fluorescéncia com Maule. Setas indicando regides com sinal de fluorescéncia mais intenso.
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Figura 5 — Fotomicrografias do angelim vermelho com agnificagéo de 100x. Tratamentos: a)

Autofluorescéncia da lamina in natura; b) autofluorescéncia da Idmina sem extrativos; c) fluorescéncia com
fucsina basica; d) fluorescéncia com Maule. Setas indicando regides com sinal de fluorescéncia mais intenso.

Figura 6 - Fotomicrografias do freijo com magnificagao de 100x. Tratamentos: a) Autofluorescéncia da lamina
in natura; b) autofluorescéncia da Iamina sem extrativos; c) fluorescéncia com fucsina basica; d) fluorescéncia
com Maule. Setas indicando regides com sinal de fluorescéncia mais intenso.
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Figura 7 - Fotomicrografias da guaruba com magnificacdo de 100%. Tratamentos: a) Autofluorescéncia da
l&mina in natura; b) autofluorescéncia da lamina sem extrativos; c) fluorescéncia com fucsina basica; d)
fluorescéncia com Maule. Retangulos indicando regides nitidas nas fibras.

T, — i -
Figura 8 - Fotomicrografias da melancieira com magnificagdo de 100x. Tratamentos: a) Autofluorescéncia da
l&mina in natura; b) autofluorescéncia da lamina sem extrativos; c) fluorescéncia com fucsina basica; d)
fluorescéncia com Maule. Retangulo indicando regides nitidas nas fibras.
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Figura 9 - Fotomicrografias do pequia com magnificacdo de 100x. Tratamentos: a) Autofluorescéncia da
l&mina in natura; b) autofluorescéncia da lamina sem extrativos; c) fluorescéncia com fucsina basica; d)
fluorescéncia com Maule. Setas indicando regiées com sinal de fluorescéncia mais intenso.

O maior ajuste entre a intensidade de fluorescéncia e o teor de lignina foi obtido pelo
Método 2 (formula de densidade integrada para remogado de background de area nao
fluorescente da imagem com correg¢do), aplicado a autofluorescéncia em lamina sem
extrativo, com coeficiente de determinacgéo (R?) de 77,77% e coeficiente de correlagdo de
Pearson (r) de 0,88. Esse resultado indica que o modelo explica de forma significativa a
variagcdo da intensidade de fluorescéncia em relagdo ao teor de lignina (Tabela 2). O
tratamento de autofluorescéncia em lamina sem extrativo obteve os maiores valores de R?
para todos os métodos analisados (75,09% a 77,77%), sugerindo que essa analise é a mais
adequada para relacionar intensidade de fluorescéncia da lignina e teor total de lignina. Por
outro lado, os tratamentos Maule e fucsina basica apresentaram coeficientes R? inferiores

a 40%, indicando uma fraca capacidade de explicacdo dessa relacao.

Tabela 2 - Correlagdo de Pearson e analise de regressao linear entre a intensidade de fluorescéncia e o teor
de lignina (tipo klason), para cada combinacéo de tratamento e método.

Coef.
Tratamento Métodos Equacéao de regressao Qoef._ 2 Correlagao de
Determinagéao (R?)
Pearson (r)
Autofluorescéncia 1 IF = 2.28E+08 - 6233801 TL 49,82% -0,70
em lamina in natura 2 IF = 3.01E+08 - 7775011 TL 48,50% -0,69
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3 IF = 2.34E+08 - 6530456 TL 52,42% -0,72

Autofluorescéncia 1 IF = - 12528229 + 741044 TL 75,09% 0,86*
em lamina sem 2 IF = - 4289370 + 1095170 TL 77,77% 0,88*
extrativo 3 IF = - 23943422 + 1067387 TL 76,22% 0,87*

1 IF = 1.02E+08 - 2562944 TL 38,63% -0,62

Maule 2 IF = 1.65E+08 - 3491596 TL 35,46% -0,59

3 IF = 1.35E+08 - 3347305 TL 34,67% -0,58

1 IF = - 33343615 + 2571289 TL 26,95% 0,52

Fucsina basica 2 IF = - 91375719 + 5787301 TL 35,82% 0,60
3 IF = - 1.11E+08 + 5609966 TL 35,16% 0,59

*correlagao significativa (p<0,05). Sendo: IF - Intensidade de fluorescéncia; TL - Teor de lignina. Métodos de
determinacgao da intensidade de fluorescéncia utilizando ImageJ: Método 1 - Férmula de Densidade integrada
para remogao de background de area néo fluorescente da imagem (Fernando et al., 2015); Método 2 - Férmula
de Densidade integrada para remogéo de background de area nao fluorescente da imagem com corregéo de
acordo com a area analisada; Método 3 - Determinagao de intensidade de fluorescéncia de forma automatica
pela ferramenta ‘substract’.

Na Figura 10 é apresentada a relagao entre intensidade de fluorescéncia e teor de
lignina nos diferentes tratamentos. As linhas de regressao linear indicam as tendéncias
identificadas nas analises estatisticas. A autofluorescéncia sem extrativo apresenta um
padrao mais definido de correlagdo positiva, enquanto os tratamentos Maule e fucsina
basica apresentam maior dispersao dos pontos, reforcando os baixos coeficientes de
determinacdo encontrados na analise numérica. A autofluorescéncia in natura também
exibe variacao significativa e relagao inversa ao teor de lignina, e com menor ajuste quando

comparada a versao sem extrativo.
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Figura 10 - Relagdo entre a intensidade de fluorescéncia e o teor de lignina nos diferentes tratamentos. A)
Método 1: Formula de Densidade integrada para remogao de background de area nao fluorescente daimagem
(Fernando et al., 2015); b) Método 2: Férmula de Densidade integrada para remogao de background de area
nao fluorescente da imagem com corre¢do de acordo com a area analisada; C) Método 3: Determinagao de
intensidade de fluorescéncia de forma automatica pela ferramenta ‘substract’.

4. DISCUSSAO

O maior brilho observado na regido das fibras pode ser explicado pela combinacao
do reduzido tamanho do lumen e pela concentragao de lignina nas paredes das fibras. Em
espécies com lumens maiores, como guaruba e melancieira, o microscopio conseguiu
focalizar as estruturas com maior precisao, resultando em imagens mais nitidas, porém com
menor brilho aparente. J& em espécies com lumens menores, o0 aumento visual da
fluorescéncia pode ser atribuido ao acumulo de lignina em regides como a parede celular,
o canto celular e a lamela média (Donaldson, 2001), que formam uma estrutura mais densa

e refletem mais luz (Ban et al., 2018), aumentando a percepgao visual de brilho.
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Além disso, cada tratamento de autofluorescéncia ou uso de corante responde de
maneira diferente ao comprimento de onda de excitagdo utilizado no microscopio de
fluorescéncia. As cores empregadas, vermelho na fucsina basica e vermelho/amarelo na
reacao de Maule, aparecem visualmente mais brilhantes. Isso pode resultar ndo apenas da
intensidade de fluorescéncia da lignina, mas também da maior eficacia do reagente em
absorver a luz de excitagao e emiti-la em comprimentos de onda especificos.

A remocéao dos extrativos melhorou a relagao entre a intensidade de fluorescéncia e
o teor de lignina. O alto coeficiente de correlacdo obtido com a autofluorescéncia em
laminas sem extrativos sugere que a presencga de extrativos mascara a fluorescéncia da
lignina, reduzindo a preciséo da analise. Além disso, a baixa capacidade explicativa dos
modelos para a lamina in natura, Maule e fucsina basica indica que esses métodos sao os
menos adequados para correlacionar a intensidade de fluorescéncia com o teor de lignina
em tecidos lenhosos.

Os extrativos possuem cromoforos e fluoréforos em sua composicao, podendo emitir
fluorescéncia propria e interferir na emissdo da lignina (Lakowicz, 2006). Isso ocorre
principalmente no tratamento de autofluorescéncia em laminas in natura, onde os extrativos
permaneceram na estrutura, competindo pela emissdo de fluorescéncia com a lignina,
invertendo sua relagdo com a intensidade de fluorescéncia. No tratamento de fucsina basica
e Maule, mesmo com o processo de limpeza do tecido durante o preparo das secoes
histolégicas, ndo houve correlagao significativa. Esses reagentes, especialmente a fucsina
basica, ainda ndo haviam sido amplamente aplicados em estudos com madeira, sendo
necessaria a realizacdo de adaptagdes metodoldgicas, como a remocgado prévia de
extrativos, para reduzir interferéncias e possibilitar uma relagdo mais consistente entre a
intensidade de fluorescéncia e o teor total de lignina. A dispersdao dos pontos nos
tratamentos Maule e fucsina basica indica uma menor relagao linear entre intensidade de
fluorescéncia e o teor de lignina, enquanto a autofluorescéncia sem extrativo demonstra um
comportamento mais previsivel e alinhado ao modelo linear ajustado.

Na autofluorescéncia da lamina sem extrativos, a remogao dos extrativos eliminou
possiveis fontes de interferéncia e permitiu que a emissao de fluorescéncia fosse atribuida
principalmente a lignina presente nas paredes celulares. Esse procedimento resultou em
uma maior correlagao com o teor de lignina, uma vez que as medicdes de fluorescéncia se
tornaram mais representativas da real composicdo quimica da madeira. Ao comparar a
quantificacdo de lignina de um clone de Eucalyptus urophylla por fluorescéncia com o

método convencional de bancada, Moulin et al. (2024) observaram que a fluorescéncia
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apresentou tendéncia semelhante ao método convencional ao indicar o comportamento da
lignina presente no tecido lenhoso em nivel celular.

Embora tenha sido encontrado uma correlagéo significativa entre o tratamento de
autofluorescéncia sem extrativos e o teor de lignina, foram observados resultados distintos
de intensidade de fluorescéncia em relagéo ao teor de lignina principalmente para a espécie
freijo (C. sagotii 1.M. Johnst.). Isso pode ter ocorrido devido a fatores intrinsecos as
espécies, entre eles, as diferengas na estrutura anatdmica da madeira, como arranjo dos
vasos, tamanho das fibras e composicao celular, que podem influenciar na intensidade de
fluorescéncia detectada (Donaldson & Radoti¢, 2013).

A lignina ndo é uniformemente distribuida dentro da matriz da parede celular,
podendo estar mais concentrada em regides especificas como lamelas médias ou paredes
secundarias (Souza et al., 2019). Assim como, a composi¢gdo quimica e as unidades
monomeéricas da lignina (guaiacil, siringil e p-hidroxifenil) podem variar entre espécies
(Vanholme, 2010), essas diferencas podem ter afetado diretamente a emissédo de
fluorescéncia, uma vez que cada tipo de lignina possui diferentes propriedades opticas e
fluorescentes.

A avaliagdo individual do desempenho dos meétodos utilizados para obter a
intensidade de fluorescéncia, indica que o método 1 (férmula de densidade integrada para
remogao de background de area nao fluorescente da imagem), apesar de apresentar
resultados consistentes, requer maior intervengdo manual e, consequentemente, maior
tempo de processamento; além disso, a dependéncia da selecdo manual pode introduzir
variacbes devido a subjetividade de quem realiza a analise. O método 2 (férmula de
densidade integrada para remocgao de background de area nao fluorescente da imagem
com corregcao de acordo com a area analisada) apresenta uma melhoria em relagéo ao
método 1 no que diz respeito a normalizacdo dos dados, e apresentou os maiores
coeficientes de determinagao e coeficientes de correlagao. Contudo, ele ainda depende de
calculos adicionais e maior processamento dos dados, o que reduz sua praticidade para
analises em larga escala.

O método 3 (determinagao de intensidade de fluorescéncia de forma automatica pela
ferramenta ‘substract’), apresentou o segundo maior coeficiente de determinagéo (R?), e
mostrou-se o mais eficiente e pratico, permitindo a remocgao automatica do background
diretamente no software Imaged, esse processo reduz significativamente o tempo de
analise e elimina possiveis vieses decorrentes da subjetividade do analista, a

automatizagcdo garante maior reprodutibilidade, o que € essencial para estudos
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comparativos. Os resultados obtidos pelos trés métodos mostraram-se consistentes,
validando a aplicabilidade das metodologias para analises desse tipo. Entretanto, o método
de determinacdo da intensidade de fluorescéncia de forma automatica € o mais
recomendado, ndo apenas pela praticidade e eficiéncia, mas também pela padronizacéo
dos resultados, o que é fundamental para estudos de maior escala ou que envolvam

multiplos analistas.

5. CONCLUSAO

A autofluorescéncia em lamina sem extrativos foi o tratamento mais eficaz para
relacionar a intensidade de fluorescéncia da lignina e o teor total de lignina, devido a
remogao dos extrativos fluorescentes que causam interferéncias nos resultados.
Especialmente quando analisada pelo Método 3 (determinagdo automatica da intensidade
de fluorescéncia pela ferramenta ‘substract), que apresentou alto coeficiente de
determinacdo e correlacdo significativa, além de melhor desempenho devido a sua
automatizacao no Imaged, garantindo rapidez, reprodutibilidade e padronizagdo dos
resultados.

Nossos resultados confirmam a eficacia da microscopia de fluorescéncia como
ferramenta para investigar a lignina na parede celular, quando ha a remocéao dos extrativos
combinados a métodos automatizados. Essa metodologia pode ser aplicada a outras
espécies lenhosas e a estudos com outros objetivos, como investigar a lignina na parede

celular.
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CAPITULO 2

CARACTERIZAGAO ANATOMICA E DA DISTRIBUIGAO DE LIGNINA EM MADEIRAS
DE ESPECIES NATIVAS DA AMAZONIA

RESUMO

Na Floresta Amazbnica, a alta diversidade de espécies arboreas resulta em grande
variabilidade anatémica da madeira. Entretanto, o potencial econémico e tecnoldgico
dessas madeiras ainda é pouco explorado. O objetivo deste estudo foi caracterizar a
anatomia da madeira e analisar a distribuicdo e a intensidade de fluorescéncia da lignina
em diferentes regides celulares de sete espécies nativas da Amazénia: melancieira (Alexa
grandiflora Ducke), angelim saia (Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp.), guaruba
(Vochysia maxima Ducke), angelim pedra (Hymenolobium petraeum Ducke), freijo (Cordia
sagotii I.M. Johnst.), pequia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers.) e angelim vermelho (Dinizia
excelsa Ducke). A caracterizagdo anatdmica da madeira foi realizada a partir da avaliagao
dos vasos, fibras, raios e pontoacgdes intervasculares, incluindo suas dimensdes, frequéncia
e organizacéo estrutural. Também foi analisada a distribuicdo qualitativa da lignina guaiacil
e siringil nas paredes celulares e na lamela média, bem como a intensidade de
fluorescéncia da lignina nas paredes dos vasos, das fibras e na lamela média. As espécies
analisadas apresentam diferentes estratégias anatémicas e quimicas no xilema. O pequia
destacou-se por vasos longos e de grande didametro, associados a maior eficiéncia
hidraulica, enquanto o freijé apresentou vasos mais curtos e elevada frequéncia, indicando
maior seguranca do sistema de condugdo. As pontoagdes ajustaram-se as dimensdes dos
vasos, com destaque para a presenga de pontoacdes guarnecidas em angelim pedra,
angelim vermelho e guaruba, reforcando mecanismos de contencé&o de embolias. Os raios
parenquimaticos refletiram distintas capacidades de armazenamento e redistribui¢ao radial.
As fibras apresentaram predominantemente grande comprimento, com destaque para o
pequia, e paredes espessas, especialmente no angelim pedra. A lignina apresentou
predominancia de unidades guaiacil nos vasos e na lamela média e variagdes nas fibras,
enquanto a analise por fluorescéncia confirmou maior concentragcdo de lignina na lamela
média. De modo geral, as espécies combinaram de forma integrada caracteristicas
anatbmicas e quimicas, expressando estratégias funcionais distintas no desempenho

hidraulico e mecanico da madeira.

Palavras-chave: Anatomia funcional do xilema; Microscopia de fluorescéncia; Lignina
guaiacil e siringil; Pontoagdes intervasculares; Parede celular.
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1. INTRODUGAO

A Floresta Amazoénica abriga a maior diversidade de espécies arboreas do planeta,
constituindo um patriménio biolégico de valor inestimavel e uma importante fonte de
recursos madeireiros, de acordo com a Organizagdo das Nagbes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura - FAO (2020). Apesar disso, o potencial econbmico e
tecnologico dessa biodiversidade permanece subexplorado, em grande parte devido a
escassez de informacdes cientificas consolidadas sobre as propriedades das madeiras
nativas. A caracterizacdo anatdbmica detalhada da madeira € importante por influenciar
diretamente as propriedades fisicas e mecanicas, determinando os usos potenciais e as
aplicagdes tecnolégicas das espécies (Lima et al., 2024). Compreender esses atributos é
fundamental para promover a utilizagdo sustentavel e agregar valor as madeiras
amazdnicas.

A anatomia da madeira estuda a organizagao dos tecidos vegetais secundarios, que
sao formados por uma complexa associagao de elementos celulares, como fibras, vasos e
parénquimas (IAWA Committee, 1989). Estudos recentes comprovam que variaveis
anatdmicas, como a fragao da parede celular, o didmetro e a frequéncia dos vasos e dos
raios, correlacionam-se significativamente com propriedades fisicas fundamentais, como a
densidade basica e o teor de umidade da madeira (Eloy et al., 2024), determinando sua
adequacao para diferentes fins tecnoldgicos.

Além disso, as espécies vegetais apresentam estratégias anatbmicas que permitem
ajustar o desempenho hidraulico as condigdes ambientais onde ocorrem. Entre essas
estratégias, destacam-se variagdes nas dimensdes dos vasos, que podem favorecer maior
eficiéncia na condugao de agua ou maior seguranga contra embolias, além de modificagcbes
na frequéncia dos elementos vasculares (Pan et al., 2025). Estruturas especializadas, como
as pontoagdes guarnecidas, atuam como mecanismos de controle do fluxo entre vasos,
reduzindo o risco de propagacao de embolias e aumentando a tolerancia a ambientes
sujeitos a restricao hidrica (Simioni et al., 2020).

Dentre os componentes da parede celular, a lignina desempenha um papel
importante como polimero estrutural, conferindo rigidez, redugdo da higroscopicidade e
resisténcia mecénica ao tecido lenhoso, além de atuar na defesa contra patégenos (Ralph
et al., 2019). Sua distribuicdo heterogénea nas diferentes camadas da parede e entre os
tipos celulares esta intrinsecamente ligada a fungdo de cada elemento. A lamela média,
altamente lignificada, atua como cimento intercelular (Zhang et al., 2022), enquanto a

lignina nas paredes das fibras e vasos confere suporte mecanico e prote¢cao (Chen et al.,
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2025). Além da variagado espacial, a composi¢dao quimica da lignina também varia entre
especies e tipos celulares. Alignina do tipo guaiacil tende a se concentrar em vasos e lamela
média, conferindo resisténcia a compress&o, enquanto a lignina siringil predomina nas
fibras, favorecendo flexibilidade e resisténcia a tragao (Zhou et al., 2011).

A analise conjunta desses parametros aprofunda o entendimento sobre a
organizacao estrutural da madeira, contribuindo para a valorizagao de espécies nativas
pouco estudadas e para a ampliacdo do uso de abordagens integradas na caracterizagéo
de madeiras tropicais. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a anatomia da
madeira e analisar a distribuicdo e a intensidade de fluorescéncia da lignina nas paredes

dos vasos, das fibras e na lamela média de espécies nativas da Amazobnia.
2. MATERIAL E METODOS

A madeira foi coletada em serrarias e marcenarias localizadas na area urbana do
municipio de Altamira, Para, Brasil. Foram selecionadas amostras de sete espécies
comercializadas na regiao: melancieira (Alexa grandiflora Ducke, Fabaceae), angelim saia
(Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp., Fabaceae), guaruba (Vochysia maxima Ducke,
Vochysiaceae), angelim pedra (Hymenolobium petraeum Ducke, Fabaceae), freijé (Cordia
sagotii |.M. Johnst.,, Boraginaceae), pequia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers.,
Caryocaraceae) e angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke, Fabaceae). As analises foram
conduzidas para caracterizagdo anatdbmica da madeira, distribuicdo da lignina guaiacil e

siringil, e intensidade de fluorescéncia da lignina em diferentes regides celular.

2.1 Caracterizagao anatomica
2.1.1 Caracteristicas dos raios e frequéncia dos vasos

As amostras de madeira, com dimensodes de 1,0 x 1,5 x 2,0 cm, orientadas nas
dire¢des radial, tangencial e longitudinal, respectivamente, foram inicialmente amolecidas
em agua em ebulicdo e, em seguida, fixadas em micrétomo de deslize modelo Leica SM
2000R, para obtengao de cortes nos planos transversal e tangencial, com espessura meédia
de 20 um. Apds o corte, foi realizado o clareamento do material em 3,3% (v/v) de hipoclorito
de sddio (NaClO) a uma temperatura entre 30°C e 40°C por 3 minutos, seguida de lavagem
com agua destilada. Logo, os cortes foram corados com safranina aquosa a 1% (m/v) e
montados em laminas histolégicas temporarias, utilizando glicerol como meio de

montagem.
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As imagens para mensuragao foram obtidas com o auxilio de uma camera digital
acoplada ao microscépio 6ptico de luz transmitida da marca Zeiss, modelo Axio Scope A.1,
utilizando objetiva de 5x. Para a quantificagdo da frequéncia dos vasos, as analises foram
realizadas em cortes transversais, sendo determinada utilizando um quadrante padronizado
de 1000 um?, delimitado no campo visual do microscopio, no qual foi realizada a contagem
do numero de vasos presentes na area definida, conforme a Associagao Internacional de
Anatomistas da Madeira (IAWA Committee, 1989). Foram realizadas 50 repeticbes por
especie.

Nos cortes tangenciais, utilizando objetiva de 5x, foi avaliada a frequéncia dos raios
por meio de uma linha de interse¢céo de 1000 ym de comprimento, tragada no campo visual
da lamina, onde foram contabilizados os raios que interceptavam a linha de referéncia. A
mensuragao da largura e da altura dos raios seguiu 0s mesmos cortes e foi realizada com
base nas imagens obtidas, conforme os critérios do IAWA Committee (1989). Também

foram realizadas 50 medigdes por espécie.

2.1.2 Dimensoées dos elementos de vasos e caracteristicas das pontoagoes

A analise dos elementos de vasos e das pontoacgdes intervasculares foi realizada por
meio de microscopia confocal de varredura a laser Olympus LEXT. Foram utilizados
fragmentos previamente macerados conforme descrito na Secdo 2.1.4, corados com
safranina a 1% (m/v). As observagbes foram conduzidas em um microscopio confocal,
utilizando objetivas de 20x para os elementos de vasos e de 50x para as pontoagdes
intervasculares, o equipamento permitiu a varredura otica em profundidade (Z-stack),
possibilitando a visualizagao tridimensional das estruturas celulares com alta resolugao.

As medi¢des do comprimento e do diametro dos elementos de vasos, bem como a
altura da abertura (HA), altura total (HT), didametro da abertura (DA) e o didmetro total das
pontoagdes intervasculares (DT) (Figura 1a), foram realizadas diretamente no software do
equipamento, por meio das ferramentas de analise dimensional integradas, sendo
realizadas 25 medigbes por espécie, seguindo a recomendacdao do IAWA Committee
(1989). A frequéncia das pontoagdes (numero de pontoagdes por unidade de area) foi
determinada utilizando um quadrante padronizado de 10.000 ym? (Figura 1b), conforme
Fernandez et al. (2019).
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Figura 1 — a) Imagem do elemento de vaso da espécie angelim pedra (Hymenolobium petraeum Ducke),
representacao indicando as medigdes realizadas, incluindo o comprimento e a largura do elemento de vaso,
a altura da abertura da pontoacéo (HA), altura total da pontoagéo (HT), didametro da abertura da pontoagao
(DA) e o diametro total da pontoagéo (DT). Imagem adquirida utilizando objetivas de 20x para os elementos
de vasos e de 50% para as pontoacgdes intervasculares. b) Imagem do elemento de vaso da espécie angelim
saia (Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp.), com um quadrante padronizado de 10.000 ym? para medigao
da frequéncia das pontoagdes (numero de pontoagdes por unidade de area).

2.1.3 Analise anatémica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para visualizar com maior detalhamento as pontoacdes intervasculares, incluindo as
pontoagdes guarnecidas, e a parede interna dos elementos vasculares, foi utilizado a
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As imagens foram obtidas no plano longitudinal
tangencial, para todas as sete espécies estudadas.

Os corpos de prova foram fixados em suportes de aluminio (stubs) com fita condutora
de carbono e posteriormente metalizados com ouro. A observagdo foi realizada em
microscopio eletrénico de varredura (MEV) da marca Shimadzu, modelo SSX-550. As
imagens foram capturadas em diferentes ampliagcées, de acordo com a estrutura anatémica

de interesse.
2.1.4 Analise das fibras

A partir das amostras de madeira, foi realizado o processo de maceragao para
analise das fibras, com retirada de pequenos fragmentos no plano radial. Os fragmentos
foram acondicionados em frascos de 25 mL contendo uma solug¢ao de acido acético glacial
e peroxido de hidrogénio (1:1, v/v), e mantidos em estufa a 60 °C por 48 horas, conforme

protocolo adaptado de Nicholls & Dadswell, descrito por Ramalho (1987). Apds esse
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periodo, o material foi lavado com agua destilada e corado com safranina a 1% (m/v) para
facilitar a visualizacao das estruturas celulares.

Durante o preparo das laminas, pequenas por¢cdes do material macerado foram
transferidas para laminas previamente preparadas com uma gota de glicerol, a fim de evitar
sobreposig¢ao entre as fibras. As observagdes foram realizadas em microscépio 6ptico de
luz transmitida da marca Zeiss, modelo Axio Scope A.1. Para cada espécie, foram
realizadas 50 medi¢cées de comprimento da fibra, com o uso de objetiva de 5x, e 50
medicdes da largura da fibra e do diametro do lumen, realizadas com objetiva de 50x. A
espessura da parede celular (EP) foi calculada com base na diferenga entre a largura da

fibra (LF) e o didmetro do lume (DL), dividida por dois.

2.1.5 Distribuicao da lignina guaiacil e siringil

Para analisar a distribuicdo da lignina guaiacil e siringil na parede celular dos vasos,
fibras e lamela média, foi empregada a reacdo de coloragdo de Maule, conforme descrito
por Yamashita et al. (2016). Esse teste permite a diferenciacdo qualitativa dos tipos de
lignina, sendo a lignina siringil corada em vermelho e a lignina guaiacil em amarelo,
conforme indicado por Nakagawa et al. (2012).

Os cortes anatdmicos do plano transversal foram tratados utilizando solugdo aquosa
de permanganato de potassio (KMnO,) a 1% (m/v) por 5 minutos. Em seguida, foram
lavados trés vezes com agua destilada e tratados com &acido cloridrico (HCI) 1 N por 30
minutos e, novamente, lavados com agua destilada. Para gerar a reagao de coloragéo, foi
adicionado tampéao Tris-HCI (Tris-hidroximetilaminometano cloridrico) 1 M (pH 8) as secoes,
que foram entdo montadas em laminas de vidro e cobertas com laminulas (Yamashita et
al., 2016). Para a observacgao foi usado o microscopio de fluorescéncia da marca Zeeis Axio
Scope A.1, com fonte de luz HBO 50, utilizando objetiva de 20x 0,4 e NA 50x 0,75 NA,

excitacao de luz em 440-490 nm e emissao em 600-650 nm.

2.2 Andlise da lignina por fluorescéncia

Os cortes transversais foram submersos em 3,3% (v/v) de hipoclorito de sodio
(NaClO) a uma temperatura entre 30°C e 40°C por 3 minutos, seguidos de trés lavagens
com agua destilada. Apds esse procedimento, foram montados em laminas com glicerol e
observados sob microscépio de fluorescéncia com excitacdo de luz em 440-490 nm e
emissao entre 490-565 nm (Silva et al., 2025).
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As imagens foram capturadas com aumento de 50x 0,75 NA, totalizando 20
fotomicrografias por espécie. A intensidade de fluorescéncia foi quantificada com auxilio do
software ImagedJ-Fiji (Schindelin et al., 2012), correspondente a determinagc&o automatica
da intensidade de fluorescéncia com remoc&o direta do background pela ferramenta
‘subtract’, sendo expressa em Unidades Arbitrarias (UA). A intensidade foi mensurada nas
regides anatbmicas da parede celular do vaso (PV), parede celular da fibra (PF) e lamela

média (LM), com delimitagdo manual das areas especificas contendo 1,11 ym? (Figura 2).

Figura 2 — a) Regides anatdmicas da parede celular da fibra (PF); Lamela média (LM) e b) parede celular do
vaso (PV), da espécie melancieira (Alexa grandifora Ducke), com delimitagdo manual das éreas especificas
contendo 1,11 ym?2.

2.3 Analise estatistica dos dados

Os dados das caracteristicas anatémicas foram submetidos a analise estatistica
descritiva. Os dados obtidos da intensidade de fluorescéncia foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Como nao foi observada distribuicdo normal dos dados,
utilizou-se o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis para verificacdo de diferencga
significativa entre os tipos celulares analisados. Quando identificado efeito significativo, foi
aplicado o teste de comparagao multipla de Mann-Whitney, com nivel de significancia de
5%, para identificar diferencgas entre pares (vaso x fibra, vaso x lamela média, fibra x lamela

média).
3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagdao anatémica

A analise anatbmica mostrou a variabilidade refletida nas dimensdes dos elementos

de vasos, pontoacdes, fibras e raios entre as espécies estudadas (Tabela 1). As
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caracteristicas anatdmicas gerais podem ser observadas na Figura 3, que apresenta os

cortes transversais e tangenciais das madeiras analisadas. Os elementos de vaso,

conforme os critérios estabelecidos pelo IAWA Committee (1989), apresentaram diametros

meédios elevados, variando de 241,13 ym em Alexa grandiflora Ducke (melancieira) a

310,70 ym em Caryocar villosum (Aubl.) Pers. (pequida). Na Figura 3 é possivel observar a

variagdo no tamanho e na distribuicdo dos elementos de vasos entre as espécies. O

comprimento variou de 299,59 uym em Cordia sagotii .M. Johnst. (freijo) até 724,23 ym em

pequia, enquanto a frequéncia oscilou de 1,52 vasos/mm? em Parkia pendula (Willd.) Benth.

ex Walp. (angelim saia) a 7,76 vasos/mm? em freijo.

Tabela 1 - Caracterizagdo anatémica quantitativa da madeira de sete espécies nativas da Amazonia.

Espécies (nome comum)

Tipo Celular Medida ; ; ;
P AngellT Angt_allm Angellm* Freij6 Guaruba* Melancieira Pequia
pedra saia vermelho
D'?;"rf)"o 25566 273,58 24692 251,96 242,00 241,13 310,70
Vasos Com(‘ijrr'g;e”to 387,94 384,66 36845 29959 440,03 37428 724,23
Frequéncia  , gg 1,52 3,82 7,76 1,94 1,08 4,10
(n°/mm3)
DT (um) 13,04 6,74 7,70 6,45 11,25 9,69 13,30
HA (um) 3,32 2,58 3,33 2,66 4,01 2,79 4,32
Pontoagdes Y
Frequéncia
(n°/10.000 99,00 97,60 161,20 14420 82,80 141,20 55,40
pm?)
Largura (um) 83,13 32,45 3645 108,62 4449 36,61 20,28
Raios Altura (um) 389,02 32873 251,20 1282,72 511,95 307,35 667,64
Freguencia 576 7,40 6,56 3,56 4,46 7,61 13,76
(n°mm)
CF (um) 208929 1608,39 1231,79 1709,03 1447,11 113569  2623,69
o LF (um) 22 51 27.28 14,80 2329 2547 25,25 21,80
1oras
DL (um) 3,64 14,94 2,28 10,33 13,00 14,36 7,75
EP (um) 0,44 6,17 6,26 6,48 6,23 5,45 7,03

Diametro total das pontoag¢des intervasculares (DT); Altura da abertura das pontoacgdes intervasculares (HA);

Comprimento da fibra (CF); Largura da fibra (LF); Didmetro do lumen (DL) e Espessura da parede da fibra

(EP). *indica a espécie que possui pontuagédo guarnecida.
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Figura 3 — Imagens anatdmicas da madeira de sete espécies nativas em dois planos de sec¢do: transversal
(primeira coluna), e tangencial (segunda coluna). As imagens foram coradas com safranina. Escala: 600 pym.

45



(a—b) Angelim pedra (Hymenolobium petraeum Ducke); (c—d) Angelim saia (Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex
Walp.); (e—f) Angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke); (g—h) Freij6 (Cordia sagotii .M. Johnst.); (i—j) Guaruba
(Vochysia maxima Ducke); (k-1) Melancieira (Alexa grandifora Ducke); (m—n) Pequia (Caryocar villosum
(Aubl.) Pers).

Os raios mostraram grande variagdo em suas dimensdes (Figura 3). O freijo
apresentou os raios mais altos (1282,72 upm), enquanto o pequia os menores valores
(307,35 pym). A largura variou de 20,28 um no pequia a 108,62 ym no freijo. A frequéncia foi
maior no pequia (13,76 raios/mm) e menor no freijo (3,56 raios/mm) (Tabela 1).

As fibras também apresentaram diferengas relevantes. Os maiores comprimentos
foram observados no pequia (2623,69 um), enquanto o menor foi registrado na melancieira
(1135,69 um). A largura variou de 14,80 ym no angelim vermelho até 27,28 ym no angelim
saia. O didmetro do lumen variou de 2,28 ym no angelim vermelho até 14,94 ym no angelim
saia, enquanto a espessura da parede das fibras variou de 5,45 ym na melancieira a 9,44
MM no angelim pedra (Tabela 1).

As pontoagdes intervasculares apresentaram diametro total de 6,45 pm em freij6 até
13,30 ym em pequia, e altura da abertura variando entre 2,58 uym em angelim saia e 4,32
MM em pequia (Tabela 1). A frequéncia de pontoagdes variou amplamente entre as
espécies, sendo mais elevada no angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke) com
161,20/10.000 um?, e mais baixa no pequia, com 55,40/10.000 um? (Tabela 1). As espécies
angelim vermelho, angelim pedra e guaruba, apresentaram pontoagdes intervasculares,
observadas no MEYV, do tipo guarnecida, caracterizadas por protuberancias que se projetam

a frente do orificio da pontoacéao (Figura 4b, c, d).
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Figura 4 - Pontoagbes intervasculares observadas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). a)
Pontoagdes areoladas dos vasos da espécie angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke). Pontoagdes do tipo
guarnecida na espécie de: b) angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke); ¢) angelim pedra (Hymenolobium
petraeum Ducke); d) guaruba (Vochysia maxima Ducke).

No MEV foi observada a presencga de espessamentos helicoidais bem definidos na
parede interna dos vasos da maioria das espécies, com excegado do angelim saia (Figura
5). Esses espessamentos apresentaram-se dispostos de forma continua ao longo do eixo
longitudinal do vaso, se estendendo até regides proximas as pontoagdes, formando estrias
paralelas, regularmente distribuidas ao longo de toda a extensdo analisada (Figura 5a).
Entretanto, foi verificado uma variagado no angulo de inclinagao das faixas helicoidais, nas
micrografias correspondentes as espécies angelim vermelho e pequia (Figura 5c, g), os
espessamentos helicoidais apresentaram maior inclinagdo, com helicoides mais diagonais

em relagao ao eixo do vaso, formando espirais mais abertas em determinadas regides.
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Figura 5 - Micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) da parede interna de elementos
de vaso em madeiras nativas da Amazodnia, evidenciando a presencga de espessamentos helicoidais com
diferentes graus de inclinagédo e espessura. As linhas pontilhadas ilustram a inclinagdo dos espessamentos
helicoidais ao longo do eixo longitudinal dos vasos; em branco, representando os espessamentos
regularmente distribuidos ao longo da parede interna; e, em amarelo, espessamentos com maior inclinagao.
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Barras = 20-50 um. a) Angelim pedra (Hymenolobium petracum Ducke); b) Angelim saia (Parkia pendula
(Willd.) Benth. Ex Walp.); c) Angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke); d) Freijo (Cordia sagotii |.M. Johnst.);
e) Guaruba (Vochysia maxima Ducke); f) Melancieira (Alexa grandifora Ducke); g) Pequia (Caryocar villosum
(Aubl.) Pers).

A microscopia confocal a laser mostrou a estrutura dos vasos (Figura 6). A
classificagdo do formato dos elementos de vaso foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pelo IAWA Committee (1989). A forma em barril (vasos mais curtos e largos),
foi a mais comum, observada no angelim pedra, angelim saia, angelim vermelho, guaruba
e melancieira. O freijo apresentou elementos de vasos predominantemente em forma de
tambor (dimensdo do comprimento semelhante a largura) (Figura 6d), enquanto o pequia
destacou-se por apresentar elementos de vaso longos e em forma de tubo (maior

comprimento em relagao a largura) (Figura 6g).
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Figura 6 - Elementos de vaso isolados de sete espécies nativas da Amazodnia, visualizados por microscopia
confocal de varredura a laser ap6s coloragao com safranina a 1%. As imagens tridimensionais foram obtidas
por meio de varredura 6tica em profundidade (Z-stack), permitindo alta resolugdo das paredes celulares e
estruturas associadas. Escala: 200 um. (a) Angelim pedra (Hymenolobium petracum Ducke); (b) Angelim saia
(Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp.); (c) Angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke); (d) Freijé (Cordia
sagotii 1.M. Johnst.); (e) Guaruba (Vochysia maxima Ducke); (f) Melancieira (Alexa grandifora Ducke); (g)
Pequia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers).

A presenca de caldas (extensdes nas extremidades) nos elementos de vasos foi uma
caracteristica variavel em fungao da espécie. Elas foram observadas, geralmente curtas e
com transicdo abrupta (de maneira repentina, sem afinamento progressivo), no angelim
saia, angelim vermelho e freij6. O padrdo das pontoag¢des intervasculares foi
majoritariamente oposto na maioria das espécies, organizando-se em fileiras horizontais
curtas a longas orientadas transversalmente ao longo do vaso. Entretanto, nas espécies
guaruba e pequia, foi observado um padrao distintivo do tipo escalariforme, as vezes
intercalado com disposi¢gdes opostas. As aberturas das pontoagdes apresentaram formato
de fenda em todos os casos. A descricao detalhada de cada espécie é sumarizada no
Quadro 1.

Quadro 1 - Descrigdo detalhada das caracteristicas anatémicas dos vasos das sete espécies estudadas,

abrangendo formato, arranjo, dimensdes e tipos de pontoagdes, conforme critérios estabelecidos pelo IAWA

Committee (1989).

Espécie Descri¢ao dos vasos

Elementos do vaso de didmetro grande (255,66 pm), e comprimento médio

) ) (387,94 um); predominantemente em forma de barril; caldas ausentes;

Angelim pedra (Hymenolobium | ,ontoacses intervasculares opostas dispostas em fileiras horizontais curtas
petraeum Ducke) a longas, orientadas transversalmente ao longo do vaso, com aberturas em

forma de fenda, areas sem pontoagdes se presente, muito pequena.

Elementos do vaso de didmetro grande (273,58 pm), e comprimento médio
(384,66 um); predominantemente em forma de barril, as vezes em forma de
Angelim saia (Parkia pendula |tambor; caldas curtas, com transi¢do abrupta, as vezes gradual; pontoagées
(Willd.) Benth. Ex Walp.) |intervasculares opostas dispostas em fileiras horizontais curtas a longas,
orientadas transversalmente ao longo do vaso, com aberturas em forma de
fenda, areas sem pontoagdes as vezes presente, pequena.
Elementos do vaso de didmetro grande (246,92 pm), e comprimento médio
(368,45 uym); predominantemente em forma de barril, as vezes em forma de
Angelim vermelho (Dinizia |tambor; caldas curtas, com transi¢cdo abrupta, as vezes ausente; pontoacdes
excelsa Ducke) intervasculares opostas dispostas em fileiras horizontais curtas a longas,
orientadas transversalmente ao longo do vaso, com aberturas em forma de
fenda, areas sem pontoacdes as vezes presente, pequena.
Elementos do vaso de didmetro grande (251,96 pm), e comprimento
pequeno (299,59 um); predominantemente em forma de tambor; caldas
Freijé (Cordia sagotii .M. |curtas, com transi¢do abrupta, as vezes ausente; pontoagdes intervasculares
Johnst.) opostas dispostas em fileiras horizontais curtas a longas, orientadas
transversalmente ao longo do vaso, com aberturas em forma de fenda, areas
sem pontoagdes as vezes presente, pequena.
Elementos do vaso de didmetro grande (242,00 um), e comprimento médio
] ) (440,03 um); predominantemente em forma de barril; caldas ausentes;
Guaruba (Vochysia maxima |pontoacdes intervasculares escalariformes, as vezes opostas dispostas em
Ducke) fileiras horizontais curtas a longas, com aberturas em forma de fenda, areas
sem pontoagdes presentes regularmente; pequenas a grandes.

50



Elementos do vaso de didmetro grande (241,13 um), e comprimento médio
o ) (374,28 um); predominantemente em forma de barril; caldas ausentes;
Melancieira (Alexa grandifora |\nontoacdes intervasculares opostas dispostas em fileiras horizontais curtas

Ducke) a longas, orientadas transversalmente ao longo do vaso, com aberturas em
forma de fenda, areas sem pontoacgdes se presente, muito pequena.

Elementos do vaso de didmetro grande (310,70 um), e comprimento grande
(724,23 pm); predominantemente em forma de tubo; caldas ausentes;
pontoagdes intervasculares escalariformes, as vezes opostas dispostas em
fileiras horizontais curtas a longas, com aberturas em forma de fenda, areas
sem pontoagdes presentes regularmente; pequenas a grandes.

Pequia (Caryocar villosum
(Aubl.) Pers)

A analise de correlagado entre as variaveis de pontoagdes e as dimensdes dos
elementos de vasos revelou que, quanto ao comprimento do elemento de vaso, apenas a
altura da abertura da pontoacéao e a frequéncia de pontoacdes apresentaram correlagoes
significativas. A altura da abertura correlacionou-se positivamente (r = 0,80), enquanto a
frequéncia mostrou uma correlagdo negativa (r = -0,78) com o comprimento do elemento

de vaso (Tabela 2).

Tabela 2 - Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) entre as dimensdes das pontoagdes e as medidas dos
elementos de vasos.

Pontoagao Comprimento do vaso Largura do vaso
Altura total 0,75 0,36
Diametro total 0,68 0,45
Altura da abertura 0,80 0,39
Diametro da abertura 0,34 0,20
Frequéncia -0.78 -0.33

Valores em negrito indicam correlagdo significativa ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

3.2 Distribuicao da lignina guaiacil e siringil

A coloracao da reagcao de Maule permitiu a distingdo qualitativa e a visualizagédo da
distribuicao diferencial dos dois tipos de lignina na parede celular das sete espécies
estudadas (Figura 7). Alignina do tipo siringil, identificada pela coloragdo vermelha, ocorreu
predominantemente nas paredes das fibras de angelim saia e melancieira (Figura 7f, r). Em
contraste, a lignina do tipo guaiacil, identificada pela coloragdo amarela, predominou nas
paredes das fibras de angelim pedra, angelim vermelho, freijd, guaruba e pequia (Figura
7c, i, I, 0, u). Em todas as espécies analisadas, a parede dos vasos apresentou maior
concentracdo de lignina guaiacil. Além disso, em sua maioria, na lamela média foi registrada

coloragdo amarela, também indicativa da presenca de lignina guaiacil.
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————
300 pm

Figura 7 - Distribuicao da lignina S (siringil) e G (guaiacil) em cortes transversais da madeira de sete espécies
nativas da Amazobnia, evidenciada pela reagcdo de Maule. Magnificagdo de 100x (primeira coluna),
magnificagdo de 200x (segunda coluna) e magnificagdo de 500x (terceira coluna) detalhando a area
selecionada em vermelho. (a—c) Angelim pedra (Hymenolobium petraeum Ducke); (d—f) Angelim saia (Parkia
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pendula (Willd.) Benth. Ex Walp.); (g—i) Angelim vermelho (Dinizia excelsa Ducke); (j—I) Freijé (Cordia sagotii
[.M. Johnst.); (m—0) Guaruba (Vochysia maxima Ducke); (p—r) Melancieira (Alexa grandifora Ducke); (s—u)
Pequia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers).

3.3Analise da lignina na parede celular

A intensidade de fluorescéncia emitida pela lignina variou de acordo com a
localizagdo medida (Figura 8). A regido da lamela média apresentou os maiores valores
meédios de fluorescéncia em todas as espécies, seguido da parede dos vasos e fibras, com
excecdo de guaruba, angelim vermelho e melancieira, onde nao houve diferenga

significativa entre vasos e fibras.
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Figura 8 - Intensidade de fluorescéncia observada na parede do vaso, parede da fibra e lamela média das
sete espécies estudadas. Médias seguidas pela mesma letra dentro de cada espécie ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

4. DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao anatomica

As caracteristicas dos vasos do xilema, como diametro, espessura da parede e
densidade, determinam em grande parte a seguranga e a eficiéncia hidraulica (Carlquist,
1975; Hacke et al., 2001). A variabilidade anatdmica observada entre as sete espécies
reflete adaptagdes funcionais relacionadas a eficiéncia e seguranga no transporte de agua.
Espécies como o pequia, com vasos de grande diametro (310,70 um) e comprimento
(724,23 pm), associados a uma frequéncia intermediaria de vasos (4,10/mm?), apresentam
caracteristicas tipicas de madeiras com alta eficiéncia hidraulica. Vasos largos e longos

oferecem menor resisténcia ao fluxo de seiva, favorecendo uma condugéao mais rapida de
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agua (Zhao, 2015). No entanto, essa maior eficiéncia pode implicar em maior
vulnerabilidade ao embolismo gasoso, especialmente sob condigbes de estresse hidrico ou
variagdes de pressao (Jacobsen et al., 2019; Zhao, 2015).

Em contrapartida, espécies como o freijo, com vasos de menor comprimento (299,59
pMm) e alta frequéncia (7,76/mm?), possuem um sistema de condugédo mais segmentado e
seguro. A maior quantidade de elementos de vasos de menor dimensdo permite a
compartimentalizagdo do transporte hidrico, limitando a propagacao de falhas hidraulicas
como a cavitagéo e a implosao das paredes sob tensdes negativas do xilema (Zambonini,
2023). Esse padrao anatémico reforca a ideia de que elementos de vasos mais curtos e
frequentes contribuem para uma arquitetura hidraulica mais segura, caracteristica
consistente com estratégias de resisténcia a falha do sistema de condugdo em espécies
que enfrentam maior variabilidade hidrica (Jacobsen et al., 2019; Zhao, 2015).

A variacdo no formato dos elementos de vaso entre espécies reflete distintas
estratégias evolutivas de adaptagao hidraulica. Enquanto o formato de barril, predominante
nas especies estudadas, oferece alta eficiéncia com segurangca moderada, o formato de
tambor, como observado no freijo, prioriza a resisténcia estrutural e a segurancga hidraulica.
Esse padrao é alcangado principalmente por placas de perfuragcdo mais complexas, que
limitam a propagacéao axial de embolias (Carlquist, 1975; Hacke et al., 2001). Em contraste,
0 pequia, com elementos de vaso em formato de tubo, apresenta caracteristicas mais
alinhadas a uma maior eficiéncia hidraulica primaria. Isso ocorre porque o aumento do
comprimento individual dos elementos reduz o niumero de placas de perfuragao por unidade
de comprimento do vaso, diminuindo a resisténcia total ao fluxo de agua (Zimmermann,
1983).

As pontoagdes intervasculares atuam como valvulas de seguranga no sistema de
condugédo. Espécies como angelim vermelho e freijé, com alta frequéncia de pontoacgdes
(161,20 e 144,20 /10.000 pm?, respectivamente), possibilitam um maior numero de
conexoes entre os vasos, 0 que pode facilitar o redirecionamento do fluxo de agua em caso
de embolismo, um fendmeno conhecido como segmentagdo por pontoagbes (Tyree &
Zimmermann, 2002). Por outro lado, a presencga de pontoagdes guarnecidas em angelim
pedra, angelim vermelho e guaruba, esta frequentemente associada a uma maior
resisténcia ao embolismo. Essa estrutura complexa atua restringindo o caminho das bolhas
de ar que podem se propagar entre os vasos, funcionando como um mecanismo de

seguranga contra a cavitagao (Li et al., 2016).
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A estrutura dos raios parenquimaticos também desempenha um papel importante na
segurancga do sistema. O freijé, com raios altos (1282,72 um) e largos (108,62 um), possui
um extenso sistema de parénquima radial. Esse parénquima atua como um reservatorio de
agua e carboidratos, permitindo o armazenamento e realocagao rapida de recursos, além
de contribuir para o reparo de vasos embolizados através da realimentagcéo sob pressao
positiva (Morris et al., 2016). A alta frequéncia de raios no pequia (13,76 raios/mm) sugere
uma grande capacidade de interag&o radial entre o sistema de condugao e as células de
armazenamento, otimizando a integracao entre transporte e estoque (Morris et al., 2016).

A correlagao entre as medidas das pontoacgdes e as medidas dos vasos evidenciam
uma associagao funcional entre essas estruturas, que equilibram eficiéncia e seguranca
hidraulica no xilema. A correlagcédo significativa entre o comprimento da abertura das
pontoagdes e o comprimento dos vasos (r = 0,80) indica que a morfologia das pontoagdes
acompanha proporcionalmente o crescimento dos elementos de vasos, assim como Silva
et al (2021), identificaram que elementos de vaso mais longos estdo associados a
dimensdes maiores das pontuacgoes.

Por outro lado, a correlagdo negativa entre a frequéncia de pontoagbes e o
comprimento dos vasos (r = —0,78) indica que vasos mais longos tendem a apresentar
menos pontoagdes. Esse padrao sugere que, a medida que o vaso se alonga, sua estrutura
se organiza de forma a reduzir o numero de aberturas laterais, possivelmente para manter
a estabilidade da parede celular e evitar perdas no sistema de conducdo. Elementos de
vasos mais longos e de maior calibre apresentam menor densidade de pontoagdes, o que
reduz o numero de vias potenciais de entrada de ar, minimizando a propagacao de embolias
e conferindo maior seguranga hidraulica (Hacke et al., 2001; Li et al., 2023). Esse padrao
de correlagédo negativa entre frequéncia e tamanho dos vasos é amplamente relatado em
espécies lenhosas e representa um ajuste adaptativo que equilibra transporte eficiente com
resisténcia a cavitagao (Pfautsch et al., 2016). De forma geral, as correlacbes observadas
indicam que o aumento das dimensdes dos vasos esta associado a ampliagao das
pontoag¢des individuais e a redugao de sua frequéncia, refletindo uma estratégia anatémica
otimizada para maximizar o fluxo hidrico e reduzir o risco de falhas hidraulicas (Silva et al.,
2021).

As dimensbes das fibras e a espessura da parede celular, juntamente com a
proporcao de fibras no xilema, influenciam significativamente a densidade da madeira e
suas propriedades mecanicas (Plavcova et al., 2025). Fibras compridas, como observadas

no pequia (2623,69 pm), estdo associadas a melhor desempenho mecanico da madeira,

55



uma vez que favorecem a continuidade estrutural e a transmisséo de esforgos ao longo do
eixo longitudinal do xilema (Oladi et al., 2025). O menor comprimento observado no angelim
vermelho (1231,79 pm), vem associado a um diametro do lumen reduzido (2,28 um), e a
uma parede espessa (6,26 pm), caracteristicas que contribuem diretamente para o
incremento de densidade basica na madeira (Zieminska et al., 2013).

Espécies como o angelim saia, com maior didametro de lumen (14,94 uym), e maior
largura da fibra (27,28 ym), tendem a apresentar madeiras com menor densidade basica
(Arenas-Navarro et al., 2023; Eloy et al., 2024). A elevada espessura da parede das fibras
encontrada nas espécies estudadas, que variou de 6,17 um no angelim saia a 9,44 ym no
angelim pedra, constitui um dos principais fatores associados a alta densidade da madeira
(Oladi et al., 2025). Esse padrao € amplamente descrito para espécies tropicais de
crescimento lento ou submetidas a elevadas exigéncias estruturais, como a necessidade
de suportar grandes alturas, copas extensas e esforcos mecanicos recorrentes, resultantes
de vento e carga gravitacional (Nguyen et al., 2014).

A organizagao helicoidal observada na parede interna do vaso confirma a presenca
de espessamentos tipicos. Segundo Costa & Wiedenhoeft (2023), os espessamentos
helicoidais consistem em depdsitos continuos da parede secundaria, que contribuem para
o relevo interno do vaso. Do ponto de vista funcional, os espessamentos helicoidais tém
sido relacionados a maior eficiéncia hidraulica. Embora se discuta o papel mecanico desses
espessamentos, evidéncias recentes indicam que sua presenca ndo esta diretamente
relacionada a prevencao de colapso vascular, mas sim a mecanismos de recarga e
eficiéncia hidrica em condicbes ambientais variaveis (Costa & Wiedenhoeft, 2023). Dessa
forma, a conformagao helicoidal observada sugere uma fungcédo adaptativa mais ligada ao

suporte hidraulico.

4.2 Distribuicao da lignina guaiacil e siringil

A reacao de Maule distingue unidades de lignina com base no numero de grupos
metoxila presentes no anel aromatico. Unidades siringil possuem dois grupos metoxila e,
durante o processo da reagdo de Maule, que envolve oxidacdo com permanganato de
potassio, tratamento acido com HCI e posterior reacdo em meio alcalino, formam
cromoforos que emitem coloragédo vermelha (Yamashita et al.,, 2016). Ja as unidades
guaiacil, por possuirem apenas um grupo metoxila, ndo conseguem emitir essa coloragao,
resultando na tonalidade amarela a amarelado-esverdeada (Meshitsuka & Nakano, 1977;

Fengel; Wegener, 1984; Yamashita et al., 2016). Essa diferenciacdo mostra que a
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distribuicdo da lignina ndo € homogénea entre os tipos celulares, a lignina do tipo guaiacil
tende a se concentrar em vasos e lamela média, conferindo resisténcia a compressao,
enquanto a lignina siringil predomina nas fibras, favorecendo flexibilidade e resisténcia a
tracdo (Zhou et al., 2011).

A reacao de maule mostrou diferengas na composicao da lignina entre e dentro das
espécies analisadas, refletindo estratégias adaptativas e funcionais distintas. A
predominéncia de unidades siringil nas fibras das espécies angelim saia e melancieira
sugere paredes celulares mais homogéneas e com maior flexibilidade, uma vez que esse
tipo de lignina esta associado a uma maior proporc¢ao de ligacdes B-O-4, que sdo menos
condensadas. Essa caracteristica estrutural ndo apenas favorece propriedades mecanicas,
como maior elasticidade das fibras, mas também torna a lignina menos recalcitrante e,
portanto, mais suscetivel a processos de degradagdo quimica e biologica (Sivan et al.,
2021; Yang et al., 2020). Essa caracteristica tem sido observada em lenhos de tensao,
formados por angiospermas em resposta a estresses mecanicos, como a inclinagdao do
tronco, nos quais ha aumento do S/G para favorecer a plasticidade celular e a adaptacao
mecanica (Nakagawa et al., 2012; Gao et al., 2021).

Por outro lado, a coloragdo amarela presente nas paredes das fibras das espécies
angelim pedra, angelim vermelho, freijé, guaruba e pequia indicou maior proporgao de
unidades guaiacil, geralmente associadas a maior resisténcia mecanica e menor
suscetibilidade a degradacao quimica e bioldgica (Yang et al., 2020; Liu et al., 2022). Esse
resultado é particularmente relevante, uma vez que o esperado seria que as fibras
apresentassem coloracdo predominantemente vermelha na reacdo de Maule, refletindo
maior proporc¢ao de lignina siringil. Esse padrao tem sido amplamente descrito na literatura
para diversas espécies lenhosas, como Fraxinus excelsior L., Hibiscus cannabinus L.,
Cunninghamia spp., Tectona grandis L. f., Fagus longipetiolata Seemen, Betula alnoides
Buch.-Ham. ex D. Don e Fraxinus mandshurica Rupr. (Kim et al., 2014; Yang et al., 2020;
Sivan et al., 2021).

A presencga acentuada de lignina guaiacil em fibras sugere uma estratégia adaptativa
dessas espécies, nas quais as fibras atuam nao apenas como elementos de suporte e
resisténcia a tracdo, mas também contribuem para a rigidez e resisténcia a compresséao do
tecido lenhoso. Por ser mais condensada e menos suscetivel a clivagem de ligagdes, a
lignina guaiacil confere maior durabilidade estrutural e reduz a acdo de agentes
degradativos (Donaldson, 2001; Boerjan; Ralph; Baucher, 2003), ainda que isso implique

menor elasticidade e plasticidade da parede celular.
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Assim, a ocorréncia de maior propor¢ao de lignina guaiacil nas fibras pode estar
associada a condigcdes ambientais especificas ou a pressdes seletivas que favorecem uma
madeira mais rigida e resistente. Ja a coloragdo amarela observada nas paredes dos vasos
em todas as espécies, também reflete a predominéncia de unidades guaiacil, esse
resultado refor¢ca que a lignina guaiacil, por apresentar uma estrutura mais condensada e
resistente, € particularmente adequada a regides submetidas a maiores tensdes
mecanicas, como vasos condutores que enfrentam variagcdes de pressdo causadas pelo
fluxo de seiva (Donaldson, 2001).

A predominédncia de unidades guaiacil na lamela média das espécies, regiao
correspondente a juncao entre paredes celulares adjacentes, corrobora com estudos que
apontam essa area como altamente lignificada. Esse predominio esta diretamente
relacionado a funcao estrutural da lamela média, que atua como um cimento intercelular,
promovendo a coesao dos tecidos e conferindo elevada resisténcia mecanica a madeira
(Raven et al., 2001; Donaldson, 2001; Kim et al., 2014).

4.3 Analise da lignina por fluorescéncia

A variacao da intensidade de fluorescéncia entre as diferentes regides celulares
reflete a concentracao diferencial da lignina na madeira. Com valores mais elevados na
regiao da lamela média. Essa tendéncia estad de acordo com estudos que apontam maior
acumulo de lignina, na lamela média, regido que confere maior rigidez e estabilidade a
células (Saka & Goring, 1985; Donaldson, 2001; Zhou et al., 2011).

A diferenca de intensidade de fluorescéncia entre os tipos celulares (lamela média >
vaso > fibra) refor¢a o padrao funcional da lignina nas paredes celulares, atuando de forma
diferenciada conforme a funcéo estrutural de cada célula. A maior intensidade da lamela
média indica forte lignificagdo, o que é compativel com seu papel de unido entre as células
adjacentes (Raven et al., 2001; Baldacci-Cresp et al., 2020). Nas paredes dos vasos, a
lignina fornece suporte mecanico para que as plantas se mantenham eretas e permite que
os xilemas suportem a pressao negativa gerada durante o transporte de agua (Li & Chapple,
2010; Emonet & Hay, 2022), além de atuar como agente hidrofébico, contribuindo
positivamente no transporte da agua e sais minerais (Ma, 2024), o que justifica os niveis
intermediarios de intensidade de fluorescéncia observados. Ja nas fibras, a lignina atua
como agente cimentante, integrando a matriz de celulose e hemiceluloses e contribuindo

para a rigidez da parede secundaria (Plomion et al., 2001).
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5. CONCLUSAO

O tamanho, comprimento frequéncia e formato dos elementos de vaso definem as
diferentes estratégias de ajuste entre eficiéncia hidraulica e seguranca no transporte de
agua das espécies estudadas. Como foi o caso do pequia com vasos longos e de grande
didmetro, associados a maior eficiéncia hidraulica, e o freijo, com vasos mais curtos e
elevada frequéncia, associados a uma estratégia voltada a maior seguranga do sistema de
conducio.

As pontoagdes acompanharam essas variagdes, ajustando-se as dimensdes dos
vasos e reforgando mecanismos de contengao da propagacéo de embolias, especialmente
nas especies angelim pedra, angelim vermelho e guaruba, que apresentaram pontoacgoes
guarnecidas. A presencga de espessamentos helicoidais nos vasos da maioria das espécies
sugere adaptacéao a estabilidade do fluxo hidrico sob condi¢des ambientais variaveis.

As diferengas nos raios parenquimaticos complementam esse arranjo, com destaque
para o freijo, que apresentou raios mais altos e largos, e para o pequia, com alta frequéncia
de raios, refletindo distintas capacidades de armazenamento e redistribuicdo radial. As
fibras apresentaram predominantemente grande comprimento, com destaque para o
pequia, e paredes espessas, especialmente no angelim pedra, caracteristicas associadas
a elevada densidade e a resisténcia mecanica da madeira.

A composigao e a distribuicdo da lignina variaram entre as espécies e os tipos
celulares, com predominancia de lignina guaiacil nos vasos e na lamela média e variagbes
nas fibras, uma vez que as espécies angelim saia e melancieira apresentaram unidades de
lignina siringil na parede das fibras e as espécies angelim pedra, angelim vermelho, freijo,
guaruba e pequia apresentaram unidades de lignina guaiacil.

A analise da lignina por fluorescéncia nas espécies confirmou a maior concentragcéo
de lignina na lamela média, seguida pelas paredes dos vasos e das fibras, com excegao
das espécies guaruba, angelim vermelho e melancieira, onde nado houve diferenga
significativa entre vasos e fibras. Mostrando que a lignina atua de forma diferenciada
conforme a funcgao estrutural de cada célula.

De modo geral, os resultados demonstram que cada espécie amazdnica combina
vasos, pontoagdes, fibras, raios e lignina de forma funcionalmente integrada, expressando
estratégias anatobmicas préprias que sustentam o desempenho hidraulico e a resisténcia

mecéanica da madeira.
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CONCLUSAO GERAL

O tratamento de autofluorescéncia em lamina sem extrativos é eficaz para investigar
a intensidade de fluorescéncia da lignina no tecido lenhoso, combinado ao método de
processamento de imagem automatizado no software ImageJ-Fiji. Essa metodologia
demonstrou potencial para aplicagdo em estudos voltados a investigagdo da lignina na
parede celular, como observado nas espécies amazlOnicas analisadas, nas quais a
intensidade de fluorescéncia foi maior na lamela média, seguida pelas paredes dos vasos
e das fibras. A composicdo e a distribuigdo da lignina variaram entre espécies e tipos
celulares, com predominancia de unidades guaiacil nos vasos e na lamela média, enquanto
as fibras apresentaram variagdes interespecificas, uma vez que algumas espécies
apresentaram unidades de lignina siringil na parede das fibras, enquanto outras
apresentaram unidades de lignina guaiacil. A caracterizagdo anatbmica evidenciou
variabilidade na organizagdao dos vasos, pontoacoes, raios e fibras, refletindo diferentes
estratégias relacionadas a condugdo, a seguranca e a eficiéncia hidraulica, além da

densidade e resisténcia mecanica da madeira nas espécies amazonicas analisadas.
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