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RESUMO

E sta pesquisa trata da lignificagéo em plantas cultivadas em condicées de
atmosfera controlada de oxigénio. A espécie utilizada foi a Ipomoea batatas
(L.) Lam — batata doce, desenvolvida por micropropagac&o. A lignina foi extraida
pelo método de Klason, sendo realizados posteriormente espectros infra-
vermelhos, que revelaram um perfil estrutural diferente na lignina de plantas
cultivadas em condi¢oes de atmosfera controlada de oxigénio, quando comparadas
com as testemunhas. Plantas sob tratamento (0,1 kg/cm? - O,) apresentaram
aproximadamente 14,4 mg/596,8 mg de amostra de tecido seco, enquanto as
testemunhas apresentaram 5,3 mg. A quantidade de extrativos (extragédo em
acetona) das plantas crescidas em atmosfera de oxigénio (0,1kg/em?-0,)foi
aproximadamente de 0,9495 mg do tecido da planta seca, enquanto as
testemunhas apresentaram 0,9317 mg / 496,3 mg de amostras de tecido seco.

Palavras-chaves: Lignina, oxigénio, cultura de tecidos.

ABSTRACT

OXYGEN EFFECT ON LIGNINS ACTYVITY IN

CONTROLLED ENVIRONMENT ON IPOMOEA BATATAS
This research deals with lignin formation in plants cultivated under altered oxygen
atmosphere conditions. This experiment was carried out with Ipomoea batatas
(L.) Lamin appropriated culture medium. Klason lignin was prepared from stem
and leaf of plants. Infrared spectra showed that plants grown in altered oxygen
condition produced lignin with different structural profile compared with blank
samples. Estimated lignin content from plants grown under oxygen (0.1 kg/cm? -
0?) was approximately 14.4mg/596.8 mg of dried plants tissues, while standard
samples showed 5.3mg. Extractive content (acetone extraction) from plants grown
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under altered oxygen condition (0.1 kg/cm? - O,) was approximately 0.9495 mg/
596.3 mg of dried plants tissue, while standard samples showed 0.9317 mg.

Key words: Lignin, oxygen, tissue culture.

INTRODUCAO

Ligninas sao substancias da classe das
macromoléculas fenilpropandidicas de unidade
constitucional basica, C,C,, distribuidas
amplamente entre os vegetais superiores.
Esse material é considerado, depois da
celulose, o polimero natural renovavel mais
abundante da face da Terra detendo cercade
30% dos carbonos da biosfera (FENGEL &
WEGENER, 1984).

A lignina atualmente emerge como constituinte
quimico relevante no sistema de defesa das
plantas, atuando como agente contra doengas
provocadas por micro-organismos patogénicos
(MASSAL et al, 1987; DAVIS & HAHLBROCK,
1987) e principaimente contra herbivoros
(COLEY, 1988), problemas relevantes no que
tange a grandes prejuizos em extensas
culturas florestais e agricolas.

Objetivando-se o estudo de parametros ideais
de oxigenagao para o crescimento saudavel dos
vegetais, avaliou-se o mecanismo de atuagao
de O, & taxas acima do normal, tragando um
perfil experimental para a produgéo de maiores
niveis ligninicos nas folhas e no caule, como
premissa para o desenvolvimento de possiveis
técnicas de defesa natural estimuladas.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

A polimerizagao via oxidagao desidrogenativa
dos precursores da lignina ocorre na parede
celular iniciada através da formagéo dos
radicais fendxidos correspondentes (CARPITA
& GIBEAUT, 1993).

A presenca de enzimas como lacase e/ou
peroxidase na parede celular sugere agédo
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oxidativa sobre os precursores da lignina. Em
niveis baixos de teor de oxigénio (experimento
“in vitro”) plantas desenvolvem baixo teor de
ligninas (ABREU, 1994). Recentes estudos
propdem a agdo do oxigénio atmosférico
existente ha milhdes de anos atras sobre o perfil
ligninico de varios taxons botanicos. Neste
contexto o indece de lenhosidade observada
em tais taxons coaduna com a hipétese da
influéncia da variagdo do teor de oxigénio
atmosférico sobre a formacgéo de diferenciados
niveis de lenhosidade nos taxons botéanicos
estudados (BOSISIO, 1995) (fig. 1).

De outra forma, a degradagao da lignina
também ocorre na maioria dos casos via
oxidagao seja através de fatores bioldgicos,
quimicos e fisicos. A agao antioxidante da
lignina assume um papel de importancia sobre
este aspecto. A presenca de niveis elevados
de lignina nas plantas, sugere maior resisténcia
aacao oxidativa de fatores bidticos (organismos
patégenos) e abidticos (luz).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido com uma
olericola de ciclo répido, l[pomoea batatas (L.)
Lam—a batata doce, no laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais, da Area de Olericultura
da Estagao Experimental de Itaguai (EEI), na
Empresa de Pesquisa Agropecuéria do Estado
do Rio de Janeiro (PESAGRO - RIO).

Os explantes iniciais usados foram segmentos
nodais, contendo trés gemas axilares, obtidos
a partir de plantulas da cultivar “Rosinha do
Verdan”, mantidos no laboratério da EEI,
através de micropropagagao.

Os segmentos nodais foram excisados com
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Figura 1. Atividade Oxidativa e a Formagao da Lignina na Parede Celular

auxilio de bisturi, pingas e estiletes
esterilizados, bem como suas folhas
eliminadas, em capela de fluxo laminar.

Os explantes extraidos assepticamente foram
colocados em dez tubos de ensaio de 150 mm
X 20 mm, com olivas laterais, contendo 30 ml
do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962),
suplementado com 0,1 mg/l de
benzilaminopurina (BAP), 0,2 mg/l de &cido
indolacético (AIA), 4,0 mg/l de adenina, 30 g/
| de sacarose e 7 g/l de agar (ARAUJO et al,
1992). O pH foi ajustado em 5,7 e 0 meio de
cultura esterilizado a 121° C por 15 minutos.

Os tubos, contendo um explante cada, foram
fechados com rolhas de borracha e
conectados & um sistema de distribuigdo de
O, com uma vélvula reguladora da passagem
do oxigénio, ambos tubos de vidros especiais
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desenvolvidos pelo Departamento de Quimica/
ICE/UFRRJ.

Em seguida o sistema foi vedado com parafina
e levado a camara de crescimento, onde foi
submetido a uma luminosidade de 3300 Lux,
umidade relativa do ar de 80 a 90%,
temperatura de 25+3° C, fotoperiodo de 16
horas e pressao de 0,1 kg/cm?de O, puro.

As testemunhas constituiram-se de explantes
com o0 mesmo tratamento e submetidas as
mesmas condi¢des de cultivo (meio de cultura,
luminosidade de 3300 Lux, umidade relativa
do arde 80a 90%, temperatura de 25+3° C, e
fotoperiodo de 16 horas), entretanto, em
atmosfera normal, em tubos de vidro vedados
com plastico transparente rolopack, o que
permitiu trocas gasosas com o ambiente da
camara de crescimento.
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Ap6s dois meses de acompanhamento
semanal, os tubos foram abertos e as plantas
foram secadas em estufaa60°C e picadas
em moinho de facas (tipo Wiley).

Atingido o peso constante, foi realizada a
extragdo quantitativa da lignina através do
método “Lignina de Klason” (ABREU &
ALBUQUERQUE, 1996). Posteriormente, a
lignina extraida foi solubilizada em KBr, e
analisada qualitativamente através dos
espectros no Infravermelho tanto para o
material sob tratamento quanto para a
testemunha.

O material extraido em acetona foi também
pesado.

RESULTADOS E DISCUS-
SOES

Inicialmente, as plantas-testemunha de batata
doce apresentavam visualmente maior vigor
que as plantas sobre atmosfera controlada de
O,. Apé6s trinta dias, observou-se que a altura
das plantas tratadas com O, era
aproximadamente trés vezes maior do que a
das testemunhas.

Ao mesmo tempo, as plantas submetidas ao
tratamento com O, apresentaram
desenvolvimento foliar inferior ao observado nas
plantas testemunhas. Estas tendéncias
mantiveram-se até o final do experimento.

A resposta tardia quanto ao tratamento pode,
supostamente, ser atribuida aos eventuais
vazamentos no inicio do experimento, que
obrigaram a remontagem do sistema.

Devido a contaminagéo de quatro explantes sob
controle, os testes de extragao quantitativa de
lignina foram realizados com seis explantes sob
atmosfera com 0,1 kg/cm? de O, e seis
testemunhas.

Na analise da lignina de Klason, o material
proveniente das plantas tratadas com O,
apresentava-se visualmente mais fibroso do
que as testemunhas, o que pode ser
comprovado pela Tabela 1.
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Tabela 1. Resultados da analise quantitativa
de lignina na parte aérea de seis
plantulas de Ipomoea batatas (L.)
Lam, sob atmosfera com 0,1 kg/cm?
de O, e seis em condi¢cdes de
atmosfera normal apés dois meses de
desenvolvimento em camara de
crescimento. EEI/PESAGRO — RIO.

1998.
Tratamento Peso seco em mg
Tratamento com
0,1kg/cm?de O, 14,4
Testemunha 53

O peso do material extraido em acetona
encontra-se na Tabela 2, apresentando uma
tendéncia para maior quantidade de extrativos
no material tratado com niveis elevados de
oxigénio.

Tabela 2. Peso do material extraido em acetona
da parte aérea de seis plantulas de
Ipomoea batatas (L.) Lam, sob
atmosfera com 0,1 kg/cm? de O, e
seis em condi¢des de atmosfera
normal apés dois meses de
desenvolvimento em camara de
crescimento. EEI/PESAGRO - RIO.

1998.
Tratamento Peso secoemg
Tratamento com
0,1kg/cm2de O, 0,9495
Testemunha 0,9317

A analise espectral foi baseada nos dados
obtidos do espectro no infravermelho das
ligninas isoladas, entretanto ela foi prejudicada
face a complexidade de mudanca estrutural
ocorrida durante o processo de isolamento da
lignina de Klason. Mesmo assim os espectros
das ligninas das plantas testemunhas e dos
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exemplares expostos a presenca de oxigénio
emniveis elevados mostraram significativas
diferengas.

A avaliagdo precisa desses espectros

necessita de maior aprofundamento,
principalmente no que tange as alteragdes na
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estrutura quimica das ligninas em meio acido.
Isto significa que nas condigdes experimentais
utilizadas, o processo de formagao das ligninas
em plantas tratadas foi influenciado pela
presenca do oxigénio em nivel mais alto do que
nas condi¢des normais (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 - Espectro no Infravermelho da lignina da parte aérea de seis plantulas de jpomoea batatas (L.)
Lam, sob atmosfera com 0,1 kg/cm? de O,, apés dois meses de desenvolvimento em camara de crescimento.

UFRRJ, 1998.
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Figura 3. Espectro no Infravermelho da lignina da parte aérea de seis plantulas de jpomoea batatas (L.)
Lam, sob condi¢des de atmosfera normal, apés dois meses de desenvolvimento em camara de crescimento.

UFRRJ, 1998.

Apesar dos dados experimentais nao
representarem estatisticamente o modelo ideal,
o trabalho permitiu tecer algumas
consideragdes sobre a utilizagdo do oxigénio
no estudo do crescimento de vegetais. Os
dados permitiram também atribuir o efeito
antioxidante sobre os extrativos e
especialmente as ligninas.
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CONCLUSOES

Os dados experimentais indicaram que a agéo
do oxigénio atmosférico em niveis elevados
foram toleraveis. Foi observado também que
nesta condicdo o oxigénio conduziu
modificacdo quimica e morfoldgica nas plantas
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utilizadas. O perfil espectral das ligninas sugeriu
apossibilidade de alterar o nivel de lignificagao
em plantas cultivadas.
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