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RESUMO

A familia Poaceae € uma das mais importantes entre as angiospermas que
compde a flora nacional com cerca de 700 géneros e, aproximadamente, 10 mil
espécies. Esta familia encontra-se dividida em doze subfamilias, dentre elas
Bambusoideae sendo esta subdividida em trés tribos: Bambuseae, Olyreae e
Arundinarieae. Os bambus sdo conhecidos por sua grande importancia econémica,
ecologica e cultural. O Brasil é o pais com maior diversidade de espécies de bambu do
Novo Mundo com 89% dos géneros e 65% das espécies de bambus conhecidos
distribuidos entre a Mata Atlantica, o Cerrado e a Amazénia. Plantas que dependem da
rigidez dos proprios tecidos para crescer investem mais em tecidos de sustentacdo, ja
espécies com habito escandente, por exemplo, demandam de menor estrutura de
suporte. A parede celular é a principal responsavel pelas propriedades mecanicas dos
tecidos. O objetivo geral deste estudo foi descrever a composigéo da parede celular do
colmo em diferentes estagios do desenvolvimento de Apoclada simplex e avaliar se ha
uma relacdo entre a composicdo de polisscarideos com o habito ou com a filogenia do
grupo em seis espécies de bambus das tribos Bambuseae e Olyreae. As amostras de
colmos foram secas, moidas e extraidas com etanol. Os residuos das extracGes foram
submetidos ao fracionamento da parede celular por extragdes com oxalato de amonio,
deslignificacdo com clorito de sodio e extracdes sucessivas com solucBes cada vez mais
concentradas de NaOH (0,1M, 1M e 4M) com excecdo de Apoclada simplex (NaOH
1M, 4M e 8M). Estas fracbes foram neutralizadas, dialisadas e liofilizadas para o
calculo do rendimento. Lignina foi dosada pelo método de Klason. A anélise da
composic¢do dos monossacarideos foi realizada por cromatografia de troca anidnica de
alta performance com detector de pulso amperométrico para quantificagdo dos
monossacarideos neutros. O arabinoxilano presente na fragdo NaOH 4M foi digerido
com PB-xilanase para a producdo de oligossacarideos. Nossos resultados mostram que
mudangas na composi¢do da parede celular estéo relacionadas a idade e ao habito da
planta apesar das limitagdes impostas pela filogenia quanto ao tipo de hemicelulose
presente. O padréo de variagéo de estrutura do arabinoxilano néo condiz a com filogenia
atual, possivelmente devido as caracteristicas multifuncionais da parede celular, que

esta diretamente envolvida com as respostas da planta ao ambiente.
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Parodiolyra, Poaceae, hemicelulose
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ABSTRACT

The Poaceae family is one of the most important among the Angiosperms, with
approximately 700 genera and 10.000 species. The family is currently separated in 12
sub-families, among them the Bambusoideae, which in subdivided into three tribes:
Bambuseae, Olyreae and Arundinarieae. Bamboos are known for their economical,
ecological and cultural importance. Brazil is the country with the biggest bamboo
diversity in the neotropics with 89% of the genera and 65% of the species known
scattered across the Atlantic Forest, the Cerrado and the Amazon. The plants can be
annual or perennial and can be herbs, shrubs or trees and can also show different growth
habits. Plants that depend on the stiffness of their own tissues to grow tend to invest
more in support tissues and plants that rely on climbing demand less supporting
structures. The cell wall is the main component of the mechanical properties of the
tissues. The objective of this work was to describe the cell wall composition of the culm
of Apoclada simplex at different developmental stages and investigate whether there is a
connection between the polysaccharide with the habit of the plant or with the phylogeny
of the group by studying six species of native bamboos of tribes Bambuseae and
Olyreae. The culm samples were dried, milled and extracted with ethanol. The residue
of the extractions we submitted to the fractionation of the cell wall by extraction with
Ammonium oxalate deslignification with sodium chlorite and successive extractions
with increasing concentrations of NaOH (0.1M, 1M and 4M), except for Apoclada
simplex where the concentrations used were NaOH 1M, 4M and 8M. These fractions
were neutralized, dialysed and freeze dried for the calculation of the yield. Lignin was
measured by the Klason method. Analysis of the monossacharide composition was
performed by acid hydrolysis of the fractons and quantification of the neutral
monosaccharide composition by anion exchange chromatography with amperometric
pulsed detection. The analysis of the estructure of the arabinoxylan present in the 4M
fraction was performed by digestion of the fraction with xylanase for the production of
the oligosaccharides. Our results show that changes on the cell wall composition are
related to the age and habit of the plant, despite the phylogenetic constrains imposed on
the types of hemicellulose present. The structure of the arabinoxylan does not correlate
with the current phylogeny, possibly due to the multifunctional characteristics of the

cell wall, that is involved in the response of the plant to the environment.
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CAPITULO 1

Diferencas na composicao da parede celular de
Apoclada simplex McClure & Smith em diferentes

estagios de desenvolvimento
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1.INTRODUCAO

Bambus sdo amplamente conhecidos por sua grande importancia econémica,
ecoldgica e cultural sendo citados na literatura para diversos usos: material de
construcdo civil, fabricacdo de papel, na alimentacdo, produtos artesanais, entre outros
(Soderstrom & Calderon 1979; Judziewicz et al. 1999). Além destas aplicacbes, um
grande numero de artigos cientificos tem demonstrado que espécies de bambus
apresentam atividades farmacol6gicas como, por exemplo, antioxidantes (Hu et al.
2000; Lu et al. 2005; Kurokawa et al. 2006; Park et al. 2007).

Bambus lenhosos sdo descritos como um dos mais importantes e valiosos
recursos florestais ndo madeireiros, tendo em vista o limitado estoque global de
madeira, e uma das plantas agricolas ndo anuais mais importantes do mundo (Lybeer et
al. 2006; Wen et al. 2015). Em é&reas tropicais e subtropicais, os bambus representam
aproximadamente 20-25% da biomassa total, o que contribui para o seu status como um
dos mais importantes recursos renovaveis (Bansal & Zoolagud 2002). O Brasil é o pais
com maior diversidade de espécies de bambus do Novo Mundo (Judziewicz et al.
1999), sendo 89% dos géneros e 65% das espécies de bambus conhecidas distribuidas
na Mata Atlantica, Cerrado e Amazonia (Filgueiras & Gongalves 2004). Boa parte das
espécies tipicas de bambus do estado de Sdo Paulo concentram-se em areas de Mata
Atlantica, onde a riqueza biologica é grande.

Bambus apresentam uma grande amplitude ecolégica em resposta as
perturbacdes do dossel podendo se tornar espécies dominantes apds a abertura em
clareiras de origem natural ou antrépica (Gonzalez et al. 2002). Além disso, possuem
um crescimento muito rapido, da base do colmo para o topo da planta (He et al. 2013).
Esta capacidade de crescimento agressivo e a plasticidade em tragcos funcionais como,
por exemplo, a adaptacdo de plantas de habito arboreo para escandente estdo entre as
estratégias de ajuste morfologico relacionadas ao mecanismo de expansdo e ocupagdo
de espaco (Montti et al. 2013).

Plantas com distintas arquiteturas requerem diferentes propriedades mecanicas
dos oOrgdos. Portanto, plantas que dependem da rigidez dos préprios tecidos para crescer
investem mais em tecidos de sustentacdo, ja espécies com héabito escandente, por

exemplo, demandam de menor estrutura de suporte (Taiz 1984; Wolf et al. 2012).
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A parede celular é a principal responsavel pelas propriedades mecanicas dos
tecidos, sendo composta por trés dominios: dominio microfribilar, o dominio péctico e o
dominio proteico. O primeiro dominio € constituido basicamente de celulose e
hemicelulose. As microfibrilas de celulose sdo envoltas por hemicelulose conferindo
resisténcia e rigidez a parede celular (Buckeridge et al. 2008). Este dominio esta imerso
no dominio péctico, que é rico em polissacarideos altamente sollveis e de carater acido,
por ser rico em acidos urénicos (Crosgrove 1997; Buckeridge et al. 2000). O dominio
das proteinas é composto por algumas proteinas estruturais e enzimas, responsaveis pelo
metabolismo dos polissacarideos de parede (Buckeridge et al. 2008). A parede celular,
também apresenta lignina, um polimero derivado da polimerizacdo de trés unidades
monomeéricas, os alcoois: p-cumaril, coniferil e sinapil, os precursores das unidades
fenilpropandides guaiacil, siringil e p-hidrofenil (Barbosa et al. 2008).

As principais  hemiceluloses encontradas em  eudicotiledoneas e
monocotileddneas comelindides sdo o xiloglucano (Hayashi & Kaida 2011) e o
arabinoxilano (Gibeaut & Carpita 1993), respectivamente. O xiloglucano é um
polissacarideo constituido por uma cadeia principal de glucose unidas por ligagdes -
(1—>4) com xiloses ramificadas com ligacdes a-(1—6) podendo, ainda, conter
ramificacdes com galactose ligadas a xilose (Buckeridge et al. 2008). Ainda segundo o
autor, arabinoxilano é um polimero composto por uma cadeia principal de xilose unidas
por ligagdes B-(1—4) com residuos de arabinose ligados por a-(1—2) e/ou a-(1—3).

Tanto as hemiceluloses quanto as pectinas constituem uma classe de
polissacarideos, podendo ser composto por varios polissacarideos diferentes
(Buckeridge et al. 2008). O autor ainda relata que uma mesma célula pode conter entre
as suas hemiceluloses diversas hemiceluloses combinadas como xilano, xiloglucano e
glucano de ligacdo mista. E essa possibilidade de combinacBes que conferem
diversidade funcional e estrutural a parede celular (Buckeridge et al. 2008).

A parede celular possui diversas fungdes como, por exemplo, dar sustento
mecanico a planta. A parede celular € um compartimento metabolicamente ativo e
dindmico da célula vegetal que participa de muitos processos fisioldgicos de resposta da
planta ao ambiente (Gall et al. 2015). Org&os jovens, com alta taxa de crescimento, por
exemplo, costumam ter hemiceluloses diferentes das encontradas nos tecidos maduros,
onde ndo ha expansao celular e 0 mais importante passa a ser defesa contra patdégenos e

herbivoros (Wolf et al. 2012). Ainda segundo estes autores a troca de uma hemicelulose
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por outra ao longo do crescimento confere a parede celular a alteragdo necessaria nas
propriedades mecanicas da parede.

Embora a arquitetura geral das células de parede celular seja semelhante, entre
gramineas e eucotiledéneas (na medida em que ambos consistem em fibras celuldsicas
cercadas por uma matriz ndo celulésica de polissacarideos) a diferenca observada entre
0s grupos ocorre consideravelmente nos tipos e abundancia relativa de polissacarideos
ndo celulosicos, abundancia de proteinas e de compostos fenolicos (Vogel 2008).

Por se tratar de uma graminea, 0 bambu apresenta uma parede celular do tipo 1l
(Fig. 1) (Carpita & Gibeaut 1993). As principais hemiceluloses esperadas sdo xilanos e
arabinoxilanos, sendo que glucanos de ligagdo mista e xiloglucano foram identificados
nos tecidos em crescimento do bambu Phyllostachys edulis (Carriére) J. Houz.
(Edashige & Ishii 1998). Além disso, a parede celular de gramineas costuma apresentar
baixos teores de pectinas e maior contetido de compostos fendlicos, com até 5% do peso
seco de é&cido feralico (Vogel 2008). O primeiro relato de &cido fendlico
covalentemente associado a uma hemicelulose (xiloglucano) foi feito pela analise de
parede celular de P. edulis (Ishii et al. 1990).

__ microfibrila

®
Hemicelulose

. [ ] fortemene aderida a
® ./ celulose
@
L L ¥ Hemicelulose
. fracamente aderida
N
[ ]
Pectinas*"/’f
]
. . Proteinas
Compostos fendlicos

Tipo | Tipo |l

Figura 1. Esquema da arquitetura das paredes celulares dos tipos I e Il segundo Carpita

a celulose

& Gibeaut (1993). Na parede do tipo I, temos o dominio microfibrilar (celulose-
hemicelulose) composto por xiloglucano, sendo que a proporgdo entre celulose,
hemicelulose e pectinas € equilibrada. Na parede tipo Il, encontramos como principal
hemicelulose o arabinoxilano, a proporcao de pectina neste tipo de parede é menor do

que a de celulose e hemicelulose. (Fonte: adaptado de Buckeridge et al. 2008).
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A parede celular vegetal pode ser dividida ainda em parede primaria, secundaria
e terciaria. A parede primaria desenvolve-se concomitante ao processo de expansdo
celular e possui uma espessura entre 0,1 a 0,2 um (Wilson 1993). Ainda segundo o
autor a parede celular secundaria encontra-se localizada internamente a parede primaria
apos expansdo celular. Este tipo de parede possui trés camadas (S1, S2 e S3)
diferenciadas pela deposicdo das microfibrilas de celulose e uma espessura variando
entre 1 a 5um. Células com parede secundaria possuem grau maior ou menor de
lignificacdo e maior resisténcia as forcas de tensdo e compressdo. O autor ainda relata
que a parede celular terciaria é caracterizada por ser uma camada membranosa bem fina
e localizada mais internamente a parede secundaria.

A espécie em estudo, Apoclada simplex McClure & Smith, € uma espécie de
bambu lignificado fortemente ou medianamente, cespitoso, perene, com rizoma
paquimorfo e ereto colmos (3-13 m de altura; 19-40 cm de diametro) (Guala 1995). O
periodo entre a floracéo € de cerca de 20 anos (Smith et al. 1981). A espécie € higrofila
e helidfila. Caracteriza-se por apresentar distribuicdo descontinua e irregular formando,
as vezes, agrupamentos densos (Smith et al. 1981). A espécie é endémica do Brasil
encontrada nas regifes sul e sudeste sendo também a Unica espécie do género (Guala
2003). Apoclada simplex é uma espécie com alto potencial ornamental e tem grande
importancia na construcdo civil e no artesanato (Smith et al. 1981); contudo, a falta de
manejo adequado fez com que esta espécie esteja hoje na lista de espécie em perigo de
extincdo (http://www.ambiente.sp.gov .br / wp-content / uploads / Resolugéo / 2004 /
2004_Res_SMA48.pdf acessado em 20/05/2017).
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2.0BJETIVO GERAL

Analisar a composi¢do de polissacarideos da parede celular do colmo de
Apoclada simplex McClure & Smith em dois estadios de desenvolvimento: colmo

jovem (entrend cheio) e colmo maduro (entrend oco).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1Material Vegetal

A coleta de colmos jovens (entrend cheios e preenchidos) e colmos maduros
(entrends ocos) de Apoclada simplex foi realizada em maio de 2013 no Parque Estadual
do Rio Turvo em uma area continua de floresta Atlantica (73.893,87 hectares),
localizado em Sao Paulo, sudeste do Brasil (24°53°18,567” S, 48°21°14,295” W, 10-
1100 msnm). A Mata Atlantica € um hotspot de biodiversidade (Myers et al. 2000). O
clima de regido é do tipo Cfb de Képpen (1948) (temperado Umido, sem estacdo seca).
As temperaturas médias minimas e maximas anuais sdo 27°C (fevereiro) e 15,7°C
(julho). A precipitacdo média € de 3000 mm de setembro a maio, e 1000 mm de
precipitacdo de julho a agosto. O tipo de vegetacdo predominante na area do parque é a
floresta ombréfila densa e mista. Uma exsicata foi depositada no Herbario Maria Eneida
Kauffman Fidalgo do Instituto de Botanica de Sao Paulo.

Colmos de trés individuos distintos de Apoclada simplex (foi considerado um
individuo diferente colmos encontrados a uma distancia de cerca de 2m) com cerca de
3m de altura foram divididos em duas partes: da base do solo até 1,5m de comprimento
com folhas expandidas e fotossinteticamente ativas (entrends ocos) e parte superior >
1,5m até o apice com folhas imaturas e ainda em desenvolvimento (entrends cheios e

preenchidos), secas em estufa a 60°C e moidos em moinho de facas (Tecnal Brasil).

3.2 Analise de carboidratos

Para cada 1g de amostra (trés replicatas tecnicas) foram feitas extragdes
exaustivas com etanol a 80% (v/v) a 80°C. O residuo insoltvel em alcool residual (AIR)
foi lavado com agua destilada e seco em liofilizador. Adicionou-se ao precipitado 20mL
de DMSO 90% (v/v) para remoc¢do do amido. O residuo foi lavado com agua destilada e

seco em liofilizador.
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3.3 Fracionamento da parede celular

O residuo insolivel em DMSO (celula de parede celular) foi submetido a trés
extragcdes com 20 mL de oxalato de aménio 0,5 % (pH 7,0) a 80 ° C durante 3 h cada,
com agitacdo continua. O sobrenadante foi recuperado por centrifugacédo da suspenséo a
13 000 g, dialisado, liofilizado e submetido a dosagens de &cidos urénicos (Filisetti-
Cozi& Carpita 1991). Os residuos da parede celular (removidos com oxalato) foram
entdo extraidos com cloreto de sddio a 3% (p/v), acido acético a 0,3% (v/v), seguindo-se
de sucessivas extracgdes de NaOH 1,0, 4,0 e 8,0M (cada um contendo 3 mg / mL de
boro-hidreto de sodio) a temperatura ambiente durante 1 h cada. Estas fracdes foram
neutralizadas, dialisadas e liofilizadas para que posteriormente o rendimento estimado.
O residuo resultante dessas extracdes foi lavado e seu rendimento estimado, além de ser

submetido a extragdes com Updegraff para analise de celulose.

3.4 Analise de monossacarideos por HPAEC/PAD

Dois mg de cada fracdo foram hidrolisados com acido trifluoroacético 2N (TFA)
por 1 hora a 120°C e 1,5 atm. Os hidrolisados foram evaporados em aparelho “speed
vac” e ressuspendidos em 2mL de agua deionizada para analise por cromatografia de
troca anibnica de alta performance com detector de pulso amperométrico (HPAEC/
PAD) em sistema Dionex ICS3000, coluna Carbo-Pac PA 1, em eluicdo isocratica com
NaOH 16 mM. Os monossacarideos foram identificados por comparacdo com padroes

comerciais.

3.5 Quantificacéo de lignina

Cinguenta mg do residuo pds extragdo de acucar soltvel foram hidrolisados com
acido sulfurico a 72% e incubados a 30°C por 45 minutos. Ap0Os incubacdo, 0 acido
sulfurico contido nas amostras foi diluido a 4% em agua destilada e as amostras
autoclavadas por uma hora a 121°C. Apos autoclagem o hidrolisado foi centrifugado a
2000g e o sobrenadante descartado e lavado exaustivamente em agua destilada quente.
O residuo resultante foi seco e pesado e lignina de Klason determinada (Hatfield et al.
1994, modificado).
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3.6 Analise estatistica

As médias dos rendimento (3 réplicas bioldgicas e 3 réplicas técnicas) de cada
um dos tratamentos do fracionamento da parede celular comparadas utilizando uma
ANOVA unidirecional (com extracto ou fracdo como efeito principal), seguido de um
Dunn para comparar 0s grupos de tratamento com um Unico grupo controle (Zar 1999).
A ANOVA ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de Dunn's, é utilizada quando
os dados normalmente ndo sdo distribuidos com variacGes iguais em todos o0s
tratamentos (Zar 1999). O nivel de significancia foi fixado em p <0,05. Realizamos
todas as analises estatisticas usando o programa de software SigmaStat 3.5, SPSS Inc.,
EUA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise do Fracionamento da Parede celular

A Tabela 1 mostra os dados do rendimento a partir do fracionamento da parede
celular dos colmos cheio e oco de Apoclada simplex.

O rendimento da fracdo oxalato foi baixo nos dois tipos de colmo indicando
baixo teor de pectinas. Nao foram detectados nas amostras de A. simplex analisadas a
presenca de acidos urdnicos. Estes resultados ratificam os dados da literatura que
caracterizam a parede celular de gramineas com baixos teores de pectinas e maior
contetido de compostos fendlicos (Carpita & Gibeaut 1993; Vogel 2008).

Nas principais fracdes de hemicelulose (NaOH 1M e NaOH 4M), houve uma
inversdo, sendo que a maior parte das hemiceluloses saem na fracdo NaOH 1M
(hemicelulose fracamente ligadas a celulose) no colmo cheio e no NaOH 4M
(hemicelulose fortemente ligada a celulose) no colmo oco, o0 que indica uma alteracéo
de solubilidade ao longo da maturacdo, com mudancas na interacdo entre 0s
polissacarideos ou até na sua composicdo. Portanto, a maturacdo do 6rgdo esta
associada a uma queda no rendimento de celulose e 0 aumento no teor de hemicelulose.
Tanto o conteddo como a composicdo quimica das hemiceluloses em bambu sdo
influenciadas pelas condicGes de espécies avaliada como, idade, clima e periodo de
colheita (Peng & She 2014). Ainda segundo 0s autores, parece que a regra quanto ao
contelldo de hemicelulose em espécies de bambu varia de acordo com a seguinte
sequéncia: jovens > idade, bambu amarelo > madeira > verde, nodal > intermodal, e
inferior > meio > topo.

O colmo cheio apresentou uma diferenca significativamente maior nas fracGes
do residuo e celulose. Os dados mostram que a esta por¢do mais jovem do colmo
apresenta maior teor de celulose. De maneira geral, as gramineas apresentam alto teor
de celulose (cerca de 38%) (Pattathil et al. 2015).

O desenvolvimento dos 6rgéos esta associado a uma mudanga na proporcéo dos
tecidos sendo o colmo cheio rico em tecido parenquimatico e o colmo oco rico em
tecidos vasculares e de sustentacdo (Liese & Weiner 1996). As fibras do colmo dos
bambus correspondem a mais de 40% do volume do colmo e esta, em sua maioria,

distribuida nas fibras do cilindro vascular (Wang et al. 2012).
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Foi observada diferenca significativa no teor de lignina entre os colmos, sendo
sendo esta maior no colmo cheio (Tabela 1). Os teores de lignina de Klason foram
semelhantes ao rendimento da fracdo clorito de sddio indicando que o tratamento foi, de
fato, uma etapa de deslignificacdo extraindo muito pouco polissacarideo ndo sendo
possivel a andlise de composi¢do. Segundo a literatura, o teor de lignina em bambus
variam em torno de 20% (Lin & Dence 1992), dados que podem ser comparados aos
nossos (Tabela 1). A lignina extraida do sistema dissolvido DMSO/NMI apresentou um
rendimento de 26,08% (baseado na lignina de Klason, 23%), que foi ligeiramente
superior a da MWL (19,56%). De forma geral, o teor de lignina aumenta com a
maturidade da planta (Grabber et al. 2004), entretanto ndo foi observado este processo
em nosso trabalho. Os valores obtidos nos diferentes colmos sdo similares aos

encontrados em outras especies de bambus (Lin & Dence 1992).
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Tabela 1. Rendimento expresso em porcentagem. (A) Rendimentos do fracionamento das porcOes ocas e cheias dos colmos de Apoclada

simplex, entre paréntesis estdo os teores de celulose; (B) Teor de Lignina de Klason presente nas porc¢des ocas e cheias do colmo de Apoclada

simplex.
Oxalato de amonio Clorito de s6dio  NaOH 1M NaOH 4M NaOH 8M Residuo
435+ 0.6%
A. Rendimento (%)  Colmo Cheio 45+0.1° 121+1.2° 28.1 +0.6° 9.9 +0.4° 1.9+0.2° (38.7%
349+17°
Colmo Oco 1.2+0.1° 15.4 + 0.8 21.7+08°  250+2.7° 1.7+0.2° (31.3%)
: a
B. Lignina de Klason Colmo Cheio 165+03
(%) Colmo Oco 15.4 + 0.04°

*Letras distintas indicam diferencas significativas ANOVA p< 0.05.
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4.2 Anédlise dos monossacarideos de Apoclada simplex

A tabela 2 apresenta os dados relacionados a analise dos monossacarideos
gerados pela hidrélise acida dos polimeros fracionados.

Os mondmeros encontrados na fracdo oxalato de amoénio e nas diferentes
molaridades de hidroxido de sodio, auxiliaram a identificar os polimeros que compdem
a parede celular dos colmos em estudo. Na tabela 2 podemos observar a xilose como
principal monossacarideo em todas as fragdes, exceto no residuo. A proporcdo de xilose
é significativamente maior no colmo cheio. A presenca de arabinose é mais acentuada
nas fracdes oxalato de aménio e NaOH 1M o que explica a alteracdo de solubilidade do
xilano ao longo das fragdes. De fato a razéo arabinose/xilose cai de 0,7 (fragdo oxalato)
para 0,2 (NaOH 4M). Fucose e ramnose foram os monossacarideos que apresentaram 0s
menores teores em todas as fracdes, sendo que, em algumas delas, como a fracdo NaOH
4M, s6 foram detectados tracos, reforcando o baixo teor de pectinas na parede celular.

Um estudo realizado com colmos do bambu Sinocalamus affinis (Rendle)
McClure mostrou que as razdes arabinose/xilose (Ara/Xil) decrescem ao longo do
fracionamento. Essa modificacdo na estrutura do polimero possibilita alteracbes nas
interacdes dos polimeros entre si e com a celulose (Guan et al. 2015). Em duas espécies
de Poales, o milho (“Corn Stover”) e “Switch Grass” a hemicelulose mais abundante foi
o0 arabinoxilano (~27% e ~4% de xilose e arabinose, respectivamente). O trabalho ainda
revela que foi detectado um percentual muito baixo ou quase zero de manose e
galactose (Pattathil et al. 2015), o que também foi observado em nossas amostras.

Na fracdo oxalato de amonio houve uma diferenca significativa entre os colmos
cheio e oco com relagdo ao teor de glucose. O elevado teor de glucose no colmo cheio
sugere outras hemiceluloses como o glucano de ligacdo mista e o xiloglucano. A
presenca desses polissacarideos pode estar associado a paredes de tecidos em
crescimento, uma vez que foi descrito em milho como sendo tipico de coleoptilo
(Carpita et al. 2001). O alto teor de galactose na fracdo oxalato sustenta a possibilidade
de uma parede com teor elevado de xiloglucano, ja que a quantidade de pectinas é
pequena.

O alto teor de glucose no residuo é esperado, ja que esta fracdo é rica em
celulose, como observado na tabela 2.

Como padrdo geral, a fracdo oxalato de amonio mostrou as maiores diferengas

entre 0s colmos cheio e oco sugerindo a presenca de diferentes polissacarideos em
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distintos estagios de desenvolvimento, provavelmente refletindo a diferente propor¢édo

dos tecidos nos 6rgédos (parénquima, xilema e esclerénquima).
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Tabela 2. Anélise dos monossacarideos obtidos a partir do fracionamento dos colmos cheio e oco de Apoclada simplex. AgUcares: ara —

arabinose e xil — xilose.

Porcentagem molar %

fucose ramnose arabinose galactose glucose xilose ara/xil
Colmo Cheio  0.1+0.1° trago 232+ 2.7° 16.0 + 2.4° 30.8 +4.7° 31.6+0.7° 0.7
Oxalato o 0co  0.05 % 0.05° traco 19.4 + 0.6° 903+1.3° 151+ 0.5 56.8 + 2.3" 0.3
Colmo Cheio  0.01 +0.01° trago 18.5 + 0.4° 45+0.2° 43+0.1° 72.9 +0.6° 0.3
NaOH IM Colmo Oco 0.3+0.1° 0.06 + 0.02 15.9 + 0.4% 3.4 +0.03" 45+0.1° 75.9 +0.4° 0.2
NaOH 4M Colmo Cheio  0.1+0.06 0.2 +0.04 16.5 + 0.3 4.0+0.2° 11.8+ 0.3 67.4+0.7° 0.2
Colmo Oco traco traco 11.9+0.7° 0.8+0.1° 8.3+0.9° 80.0+1.7° 0.2
NEOH &M Colmo Cheio trago 0.06 + 0.04% 13.8+0.2° 45+0.2° 16.6 + 0.4% 65.2 + 0.5° 0.2
Colmo Oco 0.1+0.1 0.1+0.1° 17.0+0.8° 6.5+ 1.5° 143+ 1.0° 62.1 + 2.0° 0.3
Residuo Colmo Cheio 0.1 +0.04 trago 5.3+0.2° 1.9+0.1° 67.9 +2.1° 25.4+ 1.8 0.2
Colmo Oco traco traco 5.6 + 0.5 1.6+0.3° 65.9 + 2.5 275+ 15° 0.2

*Letras diferentes indicam diferencas significativas ANOVA p < 0.05.
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5. CONCLUSAO GERAL

As analises dos colmos jovem e maduro de Apoclada simplex nos revela que a
maturacdo destes estd associada a uma queda no teor de celulose e ao aumento dos
teores de hemicelulose.

A fracdo oxalato de amonio mostrou as maiores diferengas entre os colmos
sugerindo a presenca de distintos polissacarideos em diferentes estagios de
desenvolvimento, provavelmente refletindo a diferente proporcdo dos tecidos nos
Orgaos.

Com relacdo a composicdo da parede celular de A. simplex observou-se a
presenca de glucano de ligacdo mista e xiloglucano no colmo cheio e de xilanos no
colmo oco sugerindo uma alteragdo na estrutura da parede, pois a planta passa de um
estagio de crescimento (colmo cheio) para um de sustencdo (colmo oco), ou seja, a
mudanga na composicao e estrutura da parede celular ao longo da maturagéo se deve a
presenca de glucanos de ligagdo mista no colmo cheio e xilanos no colmo oco.

Os resultados obtidos neste trabalho nos mostra, portanto, a mudanca da
composicao da parede celular ao longo do desenvolvimento do bambu A. simplex.
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CAPITULO 2

Relacdo entre o habito e a composicédo da parede

celular de seis espécies de bambus nativos
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1. INTRODUCAO

A parede celular vegetal € um componente da célula vegetal que envolve
externamente a membrana plasmatica e o contetdo celular (Kraus et al. 2006). E
um compartimento dindmico que muda ao longo da vida celular, determinando a
forma da célula, limitando o crescimento celular e influenciando o desenvolvimento
e a morfologia da planta (Carpita et al. 2015). Fazendo uma analogia simples e
didatica Lockhart (2015) comparou a parede celular vegetal as paredes de um
quarto que conferem protecéo, estabilidade e estrutura. Ainda segundo este autor, a
parede celular possui uma estrutura extremamente complexa que confere resisténcia
suficiente para suportar ataques bidticos e abidticos e enfrentar a alta pressdo
osmdtica interna. Portanto a parede celular € um compartimento metabolicamente
ativo da célula que participa diretamente de diversos processos fisiologicos da
planta em resposta as variagdes ambientais.

A estrutura e a composicdo da parede celular variam em funcdo do grupo
estudado, do tipo de tecido avaliado (Fangel et al. 2012), do estagio de
desenvolvimento (Suzuki & Itoh 2001; Lybeer & Kock 2005) e das condic¢des de
estresses bidticos e abidticos incluindo seca, alagamento, calor, frio, salinidade,
metais pesados, luz e poluentes atmosféricos (Gall et al. 2015). Essas varia¢des nas
caracteristicas fisico-quimicas e ultra-estruturais da parede celular séo
controladas pela composicdo relativa de varios componentes da parede que
incluem a celulose, a lignina, as hemiceluloses, pectinas, bem como entre as
interacdes entre esses polissacarideos (Patahill et al. 2015)

A parede celular atingiu, com a evolucdo, niveis elevados de complexidade
tanto na estrutura de seus polissacarideos como na forma como estes interagem
entre si. Sendo assim, a composicdo da parede celular também esta ligada a
filogenia nos grandes grupos de plantas (Popper et al. 2011).

Tendo em vista que, diferengas na arquitetura da planta, implicam em
diferencas nas propriedades mecénicas dos 6rgédos (Taiz 1984; Wolf et al. 2012) eé
esperado que a estrutura da parede celular varie em funcdo do habito da plantas, ou
seja, plantas com porte diferente requerem tecidos com diferentes propriedades
mecanicas. Espécies com habito escandente, por exemplo, demandam menor

estrutura de suporte, uma vez que estdo apoiadas em outras plantas.
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Comparativamente, plantas que dependem da rigidez dos proprios tecidos para

crescer investem mais em tecidos de sustentacao.
1.1 Caracterizacdo quimica da parede celular

A parede celular é constituida por polissacarideos, proteinas e compostos
aromaticos distintos, sendo que, tanto a composi¢do molecular quanto os arranjos
entre estes componentes diferem entre espécies, tecidos, células e até regies da
parede de um mesmo protoplasto (Carpita et al. 2015).

A parede celular é composta basicamente por agucares (em média 90%),
sendo que os monossacarideos presentes na parede sdo relativamente constantes
(Fry 1988; Brett & Waldron 1996) e organizados em polissacarideos como a
celulose (Fig. 1), polimero linear constituido por unidades de glucose ligadas entre
si por ligagdes glicosidicas -(1-4) (Purves 1954; Marchessault & Sundararajan
1983), sendo este o principal composto da parede celular de plantas superiores.

beta-(1,4) CELULOSE

Figura 1. Estrutura linear da celulose. GLC = glucose. Fonte: Adaptado de
Buckeridge et al. 2008.

As hemiceluloses sdo polimeros que interagem fortemente com a celulose,
sendo as mais abundantes os xiloglucanos presentes em monocotileddneas néo-
comelindides e eudicotileddneas (Hayashi & Kaida 2010). Estes séo polissacarideos
que, como a celulose, possuem uma cadeia principal composta por glucose unidas
por ligagdes B-(1—4) com ramificacdes de ligacdo a-(1—6) de residuos de xilose,
ou ainda pode conter ramificacGes de galactose ligada a xilose (Fig. 2) (White &
Rao 1953; McCann & Roberts 1991). As ramificacbes com xilose sao muito
comuns e, na maioria, a cada quatro ou cinco glucoses ndao possuem tais

ramificacdes (Buckeridge et al. 2008), é importante ressaltar que sdo nestes pontos
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onde ndo ocorrem as ramificacGes 0s Unicos pontos de acesso ao ataque de endo-p3-
glucanases. Outro polimero de hemicelulose é o manano.

Os mananos puros sao constituidos por manoses unidas por liga¢des do tipo
B-(1—4) e podem ser classificados como galactomananos e galactoglucomananos
(Meier & Reid 1982).

Os galactomananos possuem ramificacbes em sua cadeia principal com
galactose ligadas por ligagdes glicosidicas do tipo oa-(1—6). Os
galactoglucomananos possuem uma cadeia principal constituida por manose e
glucose intervaladas, ligadas por ligacdes B-(1—4) e ramificacdes com galactose

unidas por ligagdes a-(1—6) (Meier & Reid 1982; Buckeridge et al. 2008).

beta (1 2) alfa (1.2)

/@
FUC;

" alfa (1.,6)

Acdode XETe ce!u!ases

A /
e

Figura 2. Xlloglucano, suas ramificacdes e pontos de ataque de endo-p-glucanases.
GLC = glucose, FUC = fucose, GAL = galactose e XIL = xilose. Fonte: Adaptado
de Buckeridge et al. 2008.

Os glucuronoarabinoxilanos, também conhecidos como GAX, sdo
polimeros acidos muito comumente encontrados em monocotiledéneas com cadeia
constituida de xiloses unidas por ligagdes B-(1—4) e ramificadas com arabinose e
acido galacturonico. Os B-glucanos, encontrados em monocotiledéneas da ordem
Poales, sdo polimeros de glucose ligadas entre si por ligacdes B-(1—4) e obstrugdes
de ligacdes B-(1—3), sdo também chamados de glucanos de ligacdo mista e ndo

possuem ramificacdes (Fig. 3).
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" alfa-(1,3)—
bela -(1,4) @

beta-(1,3) GLUCANO DE LIGAGAO MISTA (GLM)

beta- (1 4)

Hemiceluloses tipicas de monocotiledoneas. MO

XlL=xilose, AGL=4cido glucurdnico, ARA=arabinose,
GLC=glicose

Figura 3. Estrutura dos polimeros de Hemicelulose: glucuronoarabinoxilano
(GAX) e glucano de ligacdo mista (GLM). AGL = acido glucurbnico, ARA =
arabinose, XIL = xilose e GLC = glucose. Fonte: Adaptado de Buckeridge et al.
2008.

Outros polimeros como as pectinas que possui carater acido devido a
presenca de acido galacturonico unido por ligagdes do tipo a-(1—4) em sua cadeia
central compde a parede celular (Buckeridge et al. 2008). Os autores ainda dizem
que esta pode ser interrompida por unidades de ramnose que podem estar ligadas a
galactanos e arabinanos. Podemos classificar as pectinas em dois principais tipos:
as nao ramificadas, homogalacturonanos,e as ramificadas denominadas
ramnogalacturonanos (Fig. 4). A parede ainda conta com, aproximadamente, 10%
de proteinas. Estas podem ter tanto funcdo estrutural quanto enzimatica
(Buckeridge et al. 2008).
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alfa-(1,4) HOMOGALACTURONANO (HG)

!
6% .-

@ beta (1,6) arablnogalactano I
’*’ @ H alfa (1,5)

beta (1,4) P?‘P‘

Figura 4. Estrutura das Pectinas. A — Homogalacturonano. B -
Ramnogalacturonano. AGA = 4&cido galacturdnico, RAM = ramnose, GAL =
galctose, ARA = arabinose. Fonte: Adaptado de Buckeridge et al. 2008.

A lignina é também um composto da parede celular vegetal que se
carcteriza por ser derivada da polimerizacdo de 3 diferentes unidades monomericas
de &lcoois: p-cumaril, coniferil e sinapil. Estes alcoois sdo os precursores das
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unidades fenilpropandidesguaiacil (G), Siringil (S) e p-hidroxifenil (H) (Barbosa et
al. 2008).

Em 1973, Peter Albersheim e seus colaboradores sugeriram o primeiro
modelo tridimensional desses polimeros (Fig. 5) (Keesgtra et al. 1973). No modelo,
a parede celular vegetal foi interpretada como uma rede de polimeros interligados
por ligagbes covalentes, formando assim uma estrutura rigida. Além disso, as

microfibrilas de celulose estariam interagindo fortemente com o xiloglucano.

—_—
E—— < Microfibrila de celulose
I —

Ramnogalacturonano |

R —
EEEEEEE
=

Ponto em que foi proposta ligagéo
covalente entre extensina e pectina

de arabinose (losangos)

Arabinogalactano

| | | | | J [ J_|_| | @\ Ponto em que foi proposta ligagédo

covalente entre xiloglucano e
pectina

Cr e e et T T f+— Xiloglucano

Figura 5. Primeiro modelo de parede celular proposto por Peter Albersheim e
colaboradores. E possivel notar na imagem as ligacdes covalentes (alguns exemplos
circulados), principal forma de manter os polissacarideos interligados. Fonte:
Adaptado de Buckeridge et al. 2008.

Apo6s o primeiro modelo, varios autores procuraram explicar as ligacGes
covalentes sugeridas pelo grupo de Peter Albersheim, mas nada foi encontrado
fazendo com que o modelo fosse refutado. Contudo, em 1991, McCann & Roberts

propuseram um outro modelo no qual sugeriram que a parede era formada por trés

Extensina com tetrassacarideos
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dominios independentes: celulose-hemicelulose, pectinas e 0 das proteinas. Neste
modelo as ligagdes covalentes ndo existiam.

Posteriormente, outros modelos foram sugeridos até que, em 1993 Carpita
& Gibeaut estudaram melhor a teoria dos trés dominios e propuseram que a parede
celular deveria ser classificada em duas categorias em funcdo da composicdo das
hemiceluloses. A parede tipo I, presente nas eudicotiledoneas, apresenta como
principal hemicelulose o xiloglucano (cerca de 60%) além de celulose, pectinas em
quantidade equivalente a 30% e 10% de proteinas. Ja a parede tipo Il possui o
arabinoxilano como hemicelulose principal,além disso apresenta um menor teor de
pectinas e xiloglucanos se comparada com a parede tipo |. Este tipo de parede é
uma caracteristica das gramineas que também pode apresentar os [-glucanos ou
glucanos de ligacdo mista. Recentemente, foi sugerido um terceiro tipo de parede
celular, cuja principal hemicelulose ¢ o manano; tal parede foi encontrada em
Pteriddfitas (Silva et al. 2011).

Na literatura podemos encontrar varios comparativos entre as composicdes
de parede celular de monocotileddneas. Por, exemplo, em monocotiled6neas,
encontramos trés hemiceluloses: xiloglucano, arabinoxilano e os -glucanos, sendo
que os xiloglucanos em gramineas, por exemplo, estdo em baixa concentragdo
(Smith & Harris 1999). J& em monocotileddneas comelindides o xiloglucano é a
principal hemicelulose encontrada. Nas gramineas as duas hemiceluloses mais
abundantes sdo os B-glucanos ou glucanos de ligacdo mista e os arabinoxilanos
(Carpita & Gibeaut 1993; Carpita 1996). Um estudo realizados com colmos de Sasa
senanensis Rehd., uma espécie de bambu, mostrou a principal hemicelulose é um
arabinoglucuroxilano derivado do xilano (Yoshida et al. 1998). Em cana-de-acucar,
foi observado que, embora os polissacarideos nas paredes de folhas e colmos sejam
semelhantes, estes diferem na proporcao de xiloglucanos e arabinoxilanos (Souza et
al. 2013).

Segundo Suzuki & Itoh (2001), o teores de lignina total em Phyllostachys
spp. foram de 23-26% (Maekawa e Koshijima 1983; Itoh 1990). Tais valores sdo
inferiores aos 25-32% encontrados em Eucalyptus spp. (Schoning & Johansson
1965) e aos 30% que constituem P. thumbergii (Hafrén et al. 1999).

A lignina é o componente principal da parede celular de fibras, células do
parénguima e vasos condutores em bambus lenhosos (Lybeer 2006). Em estudos
sobre a lignificacdo durante o crescimento, Itoh (1990) concluiu que hd um
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aumento progressivo da lignificacdo nas paredes das fibras e nas células do
parénquima. Entretanto, Murphy & Alvin (1997) e Lin et al. (2002) observaram
que o teor de lignina era crescente durante a maduracgdo. Contudo, nenhum destes
estudos investigou a parede celular caracterizando diferentes espécies com distintas

formas de crescimento.

1.2 Familia Poaceae

A familia Poaceae, dentro da qual estdo inseridos os bambus, € umas das
mais importantes familias dentre as Angiospermas que compde a flora nacional
sendo composta por cerca de 700 géneros e, aproximadamente, 10 mil espécies
(Judziewicz et al. 1999) sendo considerada a quarta maior familia em nimero de
espécies no mundo (Watson & Dallwitz 1992), além disso sua importancia
econdmica é incontestavel (Schmidt & Longhi-Wagner 2009).

O Brasil é o pais com maior diversidade de espécies de bambu do Novo
Mundo (Judziewicz et al. 1999), o que compreende 89% dos géneros e 65% das
espécies de bambus conhecidas distribuidas entre a Mata Atlantica, o Cerrado e a
Amazonia (Filgueiras & Santos-Gongalves 2004). Atualmente a familia Poaceae
esta dividida em 12 subfamilias, dentre estas, Bambusoideae Lierss. com
aproximadamente 1200 espécies (GPWG 2001).

1.2.1 Subfamilia Bambusoideae

A Subfamilia Bambusoideae é monofilética (Fig. 6) e suas espécies estdo
distribuidas dentro de trés tribos: Bambuseae, onde encontram-se 0s bambus
lignificados tropicais, Olyreae, que compreende o0s bambus herbaceos e
Arundinariaeae, que engloba os bambus lignificados temperados (Filgueiras &
Santos-Gongalves 2004; Kelchner et al. 2013).
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Figura 6. Filogenia da subfamilia Bambusoideae com base em sequéncias de DNA
plastidial (cloroplasto) de cinco loci: ndhF, rpl16 intron, rps 16 intron, trnD-trnT e
trnL-trnF. Fonte: Adaptado de Kelchner et al. 2013

A tribo Bambuseae é representada por um grande nimero de géneros de
bambus encontrados como componentes do estrato arbustivo e arbéreo de florestas
e cerrado, dentre os quais podemos destacar 0s géneros Aulonemia Goudot,
Merostachys Spreng., Guadua Kunth, Chusquea Kunth e Apoclada McClure
(Judziewicz et al. 1999; BPG 2012). A tribo Olyreae inclui bambus herbaceos que
sdo importante componente deste estrato nas florestas neotropicais (Oliveira &
Longui-Wagner 2005).

Bambus sdo plantas que apresentam uma grande amplitude ecolégica em
resposta as perturbac6es do dossel e podem se tornar espécies dominantes apos a
abertura de clareiras de origem natural ou antropica (Gonzélez et al. 2002). A

capacidade de crescimento agressivo (Griscom & Ashton 2003; 2006) e
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plasticidade de tracos funcionais como, por exemplo, a adaptacdo de plantas de
hébito arbéreo para escandente estd entre as estratégias de ajuste morfoldgico
relacionadas ao mecanismo de expansdo e ocupacdo de espaco (Filgueiras, T.S.
comunicacdo pessoal).

Apesar do empenho em identificar e classificar as espécies da familia
Poaceae, ainda existem poucos trabalhos que investigam a composicdo da parede
sob o aspecto filogenético, evolutivo e ecoldgico. Alguns estudos tém com espécies
asiaticas de bambus mostraram teores de lignina total em Phyllostachys spp. de 23-
26% (Maekawa & Koshijima 1983; Itoh 1990; Suzuki & Itoh (2001), valores estes,
inferiores aos 25-32% encontrados em Eucalyptus spp. (Schoéning & Johansson
1965) e 30% em Phyllostachys thumbergii (Hafrén et al. 1999). Outro estudo
mostrou que colmos de Sasa senanensis Rehd apresentaram como principal
hemicelulose um derivado de xilano uma espécie de arabinoglucuroxilano (Yoshida
et al. 1998).

Contudo, de acordo com a literatura, at¢ o momento, nenhum trabalho
avaliou, para a familia Poaceae, a relacdo entre o habito e a composicdo da parede,

criando assim uma lacuna de conhecimento que precisa ser investigada.

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a parede celular de cinco espécies
de bambus lenhosos da tribo Bambuseae e de uma espécie de bambu herbaceo da
tribo Olyreae. Nossa expectativa € a de que bambus com diferentes habitos

apresentem diferencas na composicao da parede celular .

2.1 Objetivos especificos

Definir a composicao de polissacarideos presentes nas paredes celulares das
espécies estudadas em funcdo da composicdo de monossacarideos neutros.

Construir arvores de similaridades para comparar a estrutura dos
polissacarideos a fim de verificar se a estrutura e composicdo da parede celular

refletem o habito das plantas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Todos os espécimes tiveram a coleta do terco intermediario do colmo da
planta a fim de evitar tecidos ainda em desenvolvimento e/ou diferenciagdo. Os
individuos coletados em triplicata no campo e foram trazidos para laboratério,
fragmentados (para acelerar a secagem), secos em estufa a 60° C e moidos em
moinho de facas até a obtencdo de um p6. Nao foi feita separacdo de né e entrend.
As descricdo, localizacdo e caracterizacdo de cada uma das espécies estdo presentes
na tabela 1 e figura 13.

Filgueirasia arenicola (McClure) G.F. Gualae F. cannavieira (McClure)
G.F. Guala, subtribo Arthrostylidiinae, sdo plantas de colmo ereto, espessado, liso,
glabro, verde e oco que crescem formando touceiras vigorosas com altura entre 0,4
a 1,18 metros e com rizoma paquimorfo apresentam um grande potencial
forrageiro, por possuirem niveis aceitiveis de proteina bruta e boa digestibilidade
(Guala 2001). Séo encontradas em campos nativos, sendo importantes para o gado e
para a fauna nativa (Judziewicz et al. 1999; Guala 2001). Possuem grande potencial
ornamental por terem porte médio e por permanecerem verdes o ano todo, além de
sobreviverem a frequentes queimadas naturais (Soderstrom 1981; Soderstrom et al.
1988; Filgueiras 1988; Guala 1995, 2000). No Brasil sdo encontradas na parte
central no Planalto Brasileiro, especificamente nos Estados de Goias, Mato Grosso
e Minas Gerais e no Distrito Federal (Guala 2003; Londofio 2004). F. cannavieira
foi coletado no municipio de Cavalcante, GO (13°41,968”’S; 47°27,979”W; 994m
de elevacdo) e F. arenicola foi coletado no Parque Nacional das Emas, no
municipio de Mineiros, GO (18°6°23°S;52°55°40°W) (Fig. 7).
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&

Filgueirasia arenicola Filgueirasia cannavieira

Figura 7. Distribuicdo geografica das espécies Filgueirasia arenicola e F.

cannavieira. Fonte: Disponivel em
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB32237> e
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB32238> acesso em 19/10/2017.

Chusquea capituliflora Trin. var. pubescens McClure & L.B, subtribo
Chusqueinae, é uma espécie helidfila, de colmos eretos a escandentes que
apresentam comprimento entre 4-10 metros. Espécie nativa do bioma Mata
Atlantica, com distribuicdo conhecida nas regides sudeste (MG, RJ, SP) e sul (PR,
RS, SC) (Shirasuna 2011) (Fig. 8). O material foi coletado no Parque Estadual
Fontes do Ipiranga (PEFT) (23°39°25,40”’S;46°37°41,95”W).

L
G

Figura 8. Distribuicdo geografica da espécie Chusquea capituliflora Trin. var.

pubescens. Fonte: Disponivel em
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB106280> acesso em 19/10/2017.

Guadua tagoara (Ness) Kunth, subtribo Guaduinae, é uma planta de colmos

eretos na base, com 8-20m. Espécie nativa de areas secundarias na Mata Atlantica
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com ampla distribuicdo neste bioma (Fig. 9). Local de coleta: Guarulhos, SP
(23°23'28,8"S; 46°25'24,4"W)

Figura 9. Distribuicdo geogréafica da espécie Guadua tagoara. Fonte: Disponivel
em <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB13253> acesso em 19/09/2017.

Merostachys riedeliana Rupr. ex DO6ll, subribo Arthrostylidiinae, € uma
espécie heliofila, subereta, com altura entre 3-5 metros, ocorre exclusivamente na
mata pluvial da encosta Atlantica formando densas touceiras. Area de ocorréncia:
estados de Sao Paulo e Santa Catarina (Shirasuna 2011) (Fig. 10). Material coletado
no Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) (23°38°35,60”°S;46°37°10,51”W).

&

Figura 10. Distribuicdo geografica da especie Merostachys riedeliana. Fonte:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB13347> acesso em 19/10/2017.

Parodiolyra micrantha (Kunth) Davidse & Zuloaga, subtribo Olyrinae, é
um bambu herbaceo, com colmos monomdrficos, 0,5-3m altura, eretos na base,
escandentes a pendentes no apice. E uma espécie nativa da Mata Atlantica comum
em floresta secundaria, bordas de florestas e areas alteradas (Fig. 11). A espécie foi
coleta no Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) (23°39°15,37”S;
46°37°25,20”W).
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Figura 11. Distribuicdo geogréfica da espécie Parodiolyra micrantha. Fonte:

http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB13424> acesso em 19/10/2017.

Tabela 1. Pontos de coleta e héabitos de Filgueirasia arenicola (McClure)

G.F.Guala e F. cannavieira (McClure) G.F. Guala no estado de Goias e de

Apoclada simplex McClure & Smith, Chusquea capituliflora Trin. var. pubescens

McClure & L.B., Guadua tagoara (Ness) Kunth, Merostachys riedeliana Rupr. ex

Doll e Parodiolyra micrantha (Kunth) Davidse & Zuloaga no estado de Sdo Paulo.

Subtribo Espécie Habito Local de coleta
Arthrostylidiinae Filgueirasia arenicola Arbustivo Reserva Quilombola no
(McClure) G.F.Gualae municipio de Cavalcante, GO e
F. cannavieira Parque Nacional das Emas, GO
(McClure) G.F.Guala
Chusqueinae Chusquea capituliflora Escandente Parque Estadual Fontes do
Trin. var.pubescens Ipiranga (PEFI), SP
McClure & L.B.
Guaduinae Guadua tagoara (Ness) Arbdreo/ Guarulhos, SP
Kunth Escandente
Arthrostylidiinae Merostachys riedeliana Arbdreo Parque Estadual Fontes do
Rupr. ex Doll Ipiranga (PEFI), SP
Olyrinae Parodiolyra micrantha Herbéaceo/ Parque Estadual Fontes do
(Kunth) Davidse & Arbustivo Ipiranga (PEFI), SP

Zuloaga
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Figura 12. Fotos ilustrativas das espécies estudadas. A — Chusquea capituliflora, B

— Parodiolyra micrantha, C — Filgueirasia arenicola, D — Filgueirasia cannavieira,
E - Guadua tagoara Fonte
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB13253> acesso em
19/09/2017) e F — Merostachys riedeliana.
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3.2 Remocao de Acucares Soluveis

Cerca de 1g de material liofilizado, de cada uma das seis espécies, foi
submetido a remocao de acucares sollveis em cinco extra¢cbes com 25 mL de etanol
a 80% e mantidos a 80°C por 30 minutos. Em seguida, foram centrifugados a
10.000g e a 2100 rpm. Apds a remocéo dos agucares sollveis o residuo foi seco em
liofilizador (modificado de Carvalho et al. 1998).

3.3 Remogédo de Amido

Foi adicionado ao precipitado da extracdo de acUcares sollveis 20 mL de
Dimetilsulfoxido (DMSO) 90% (v/v) para remocdo do amido. A mistura foi
mantida em agitacdo constante por 24h em escuro, modificado de Carpita &
Kanabus (1987). Ao termino da extracdo, o material foi centrifugado e o

sobrenadante descartado e o precipitado lavado com &gua destilada e liofilizado.

3.4 Fracionamento da Parede Celular

Os polissacarideos de parede celular foram extraidos com um fracionamento
da parede celular em condicdes sucessivamente mais estringentes. Os residuos da
extracdo anterior (item 3.3) foram submetidos a trés extracfes com 20 mL de
oxalato de amonio (0,5%), para extracdo de pectinas, com agitacdo durante 1h em
banho a 80°C com posterior centrifugacdo, sendo o sobrenadante dialisado,
liofilizado e submetidos a dosagens de acidos urénicos (Filisetti-Cozi & Carpita
1991), usando como padrdo acido galacturdnico e o residuo resultante lavado com
agua destilada e liofilizado. A lignina foi removida com clorito de sodio 3% e acido
acetico 0,3% a 65°C durante uma hora (Carpita 1984). O material insolavel foi
submetido & nova extracdo com 25 mL de hidroxido de sodio 0,1M, resultando na
fracdo solGvel em &lcali fraco (principalmente pectinas). O residuo insolavel foi
entdo extraido com 25 mL de hidroxido de sodio a 1M e depois com 4M para
obtencdo da fracdo sollvel em alcali forte (hemiceluloses). Estas fracfes foram

neutralizadas, dialisadas e liofilizadas para que o rendimento dos polimeros da
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parede celular fosse estimado (modificado de Gorshkova et al. 1996). Os residuos
foram lavados em &gua destilada, liofilizados e pesados e seus rendimentos também

foram estimados.

3.5 Analise de Monossacarideos por HPAEC/PAD

Para analise de composicdo dos monossacarideos, 2 mg das fracdes de
paredes celulares foram hidrolisadas com 500 pL de &cido trifluoroacético 2N
(TFA) em ampolas de 2 mL que foram seladas em bico de Bunsen. O material foi
autoclavado por 1 hora a 120°C a 1,5 atm. Os hidrolisados foram recolhidos e
evaporados em aparelho “speed vac”, lavados com 500 pL de etanol e, novamente
evaporados e ressuspendidos em 1,5 mL de agua deionizada para serem analisados.
Os hidrolisados foram quantificados quanto ao teor de agUcares totais pelo método
de fenol-sulfarico (Dubois et al. 1956). A composi¢cdo de monossacarideos neutros
foi determinada por cromatografia de troca anidnica de alta performance com
detector de pulso amperométrico (HPAEC/ PAD) em sistema Dionex ICS3000,
coluna Carbo-Pac PA 1, em eluigdo isocratica com NaOH 16 mM por 40 minutos.
Os perfis de eluicdo dos monossacarideos presentes nos hidrolisados foram

comparados com aqueles obtidos para padrdes de monossacarideos comerciais.

3.6 Lignina

Foi adicionado 500 pL de acido sulfurico a 72% a 50 mg de material
(residuo da extracdo etandlica). O material foi incubado em banho-maria a 30°C
por 45 minutos. Apds incubacdo, foi diluido o &cido a 4% com &agua destilada e
levado para autoclavar por 1h a 121°C. O hidrolisado foi centrifugado a 2000g, e 0
sobrenadante descartado e o residuo lavado com agua quente por cinco vezes. O
material foi seco e pesado para calculo de rendimento (Hatfield et al. 1994,

modificado).
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3.7 Comparacao da composicao e estrutura da parede celular dos colmos de
bambu

Para se comparar a composi¢do e a estrutura dos polissacarideos de parede
celular presentes nos colmos das seis espécies de bambus, foram realizadas
digestbes enzimaéticas utilizando como substrato: a fracdo 4M de NaOH extraida
dos colmos dos bambus, e a enzima B-xilanase de Aspergillus niger (Megazyme®).

A restricdo no uso dessas enzimas ocorre devido ao conhecimento prévio da
composicdo de hemiceluloses ja descrito anteriormente para as espécies: no caso
arabinoxilanos (xilanase).

Os perfis de oligossacarideos foram obtidos conforme descrito por Souza et
al. (2013). A partir de 1% (peso/volume) da fracdo 4M de NaOH em tampéo
acetato de sodio 50mM, pH 5, como substrato. Estes foram incubados com
0,5U/mL da enzima B-xilanase durante 24h a 30°C para avaliar a estrutura do

arabinoxilano.

3.8 Andlise de oligossacarideos por HPAEC/PAD

Os perfis de oligossacarideos foram analisados por cromatografia de troca
anibnica de alta performance com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD)
em sistema Dionex 1CS3000, coluna Carbo-Pac PA 1, usando NaOH 88mM e
acetato de sodio 200mM como eluentes em fluxo de 0,9mL/min por 50 min (Souza
et al. 2013).

3.9 Estatistica

As médias dos rendimento (3 replicas biologicas e 3 réplicas técnicas) de
cada um dos tratamentos do fracionamento da parede celular comparadas
utilizando uma ANOVA unidirecional (com extracto ou fracdo como efeito
principal), sequido de um Dunn para comparar 0s grupos de tratamento com um
anico grupo controle (Zar 1999). A ANOVA néo paramétrica de Kruskal-Wallis,

seguida de Dunn's, é utilizada quando os dados normalmente ndo sao distribuidos
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com variacdes iguais em todos os tratamentos (Zar 1999). O nivel de significancia
foi fixado em p <0,05. Realizamos todas as analises estatisticas usando o programa
de software SigmasStat 3.5, SPSS Inc., EUA.

3.10 Diagramas de similaridade

A partir da tabela de integracdo dos cromatogramas da analise dos
oligossacarideos gerados pela digestdo enzimatica da fragdo NaOH 4M com f-
xilanase de Aspergillus niger (Megazyme®) construiu-se um diagrama de
similaridade com auxilio do programa Statistica 12 (Statsoft) usando como calculo
de distancia o city-block. A analise foi feita a partir trés triplicatas técnicas de trés

individuos de cada espécie.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises do fracionamento da parede celular

Os dados do fracionamento da parede celular dos colmos de seis espécies de
bambus nativos: Chusquea capituliflora, Filgueirasia arenicola, Filgueirasia
cannavieira, Guadua tagoara, Merostachys riedeliana e Parodiolyra micrantha,
que apresentam portes e habitos distintos sdo mostrados na tabela 2.

Os rendimentos obtidos através do fracionamento da parede celular mostram
que, de modo geral, os bambus avaliados apresentaram baixo teor da fracdo oxalato
de amonio, indicando um baixo teor de pectinas (Tab. 2). Nao foram encontrados
acidos urbnicos em nenhuma das espécies avaliadas. Tais resultados ratificam o
descrito pela literatura para gramineas, cuja uma parede celular tipo Il apresenta
baixos teores pécticos (Carpita & Gibeaut 1993).

Os rendimentos de lignina tiveram diferencas significativas entre as
espécies, sendo que Parodiolyra micrantha apresentou o menor teor que lignina.
Em cana-de-agUcar, o teor de lignina € o dobro nas folhas (4,5%) que no colmo
(2,5%) (Souza et al. 2013), sugerindo que a lignina esta mais relacionado a outras
funcbes, como por exemplo protecdo contra UV e contra ataque de patdgenos.

Embora Fukushima & Savioli (2001) tenham encontrado maior teor de lignina nos
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colmos, as forrageiras analisadas tinham habito rasteiro e estavam submetidas a
mesma de quantidade de luz UV que as folhas e ndo tinha a fungéo de sustentacéo
de uma planta ereta.

O maior rendimento do fracionamento foi obtido com NaOH 4M, com
excecao de G. tagoara que possui maior rendimento no residuo. Vale salientar que
G. tagoara é a espécie de maior porte e, portanto, necessita de maior tecido de
sustentacdo e dessa forma possui maior teor de celulose. O genéro Guadua é
caracterizado por uma alta resisténcia mecanica, durabilidade e facil manuseio
como um material de construcao e substituto para a madeira, o que levou a chama-
lo de aco vegetal (Pereas Rivas et al. 2003). Ainda segundo os autores, 0 género
Guadua cresce rapidamente em compara¢do com outros tipos de madeira, podendo
atingir em 5 anos 30 metros de altura, diferente de uma arvore comum que
necessitaria de 15 ou 20 anos para atingir esta altura e no clima correto, pode
chegar até onze centimetros por dia e atinge sua altura em seis meses. Em
contraponto, temos que C. capituliflora, espécie de habito escandente, necessita de
menos sustentacdo, possui menor teor de celulose na parede.

O maior rendimento da fracdo NaOH 0,1M foi em P. micrantha que possui
quase o dobro das demais espécies nesta fracdo, mas possui um teor inferior na
fracdo NaOH 4M. Nesta espécie o rendimento da fracdo clorito de sodio foi
também mais alto sugerindo que parte das hemiceluloses tenha saido nessa etapa de
deslignificacao.

Estudos que também analisaram o teor de hemiceluloses em bambus
obtiveram em média, cerca de, 27% de hemiceluloses totais (27,5% Phillostachys
bissetii, 27,7% P. bambusoides e P. heterocycla, 26,9% P. nigra, 26,5% P.
reticulata) (Higuchi 1957; Scurlock et al. 2000). Entretanto, Scurlock et al. (2000)
observaram que para as mesmas espécies de bambus citadas anteriormente, o
conteudo de hemiceluloses encontrado variava conforme sua idade e periodo de
colheita. Por exemplo, para P. nigra o contedo de hemicelulose encontrado foi de
27,7%, 27,2% e 25,8% nas idades de um, dois e 4,5 anos, respectivamente. Outros
estudos com bambus revelam que, estes contém cerca de 40 a 48% de celulose, 25 a
30% de hemicelulose e 11 a 27% de lignina (Scurlock et al. 2000) e, que fibras
exibem uma estrutura polimalelar com lamelas largas e estreitas o que confere

resisténcia a tragdo (Cho et al. 2008).
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Tabela 2. Rendimento expresso em porcentagem das fracdes de parede celular e lignina e seus respectivos erros padrdo. Os valores entre

paréntesis sdo o0s teores de celulose presente no residuo.

OXalato d¢  Clorito desodio NaOH0IM ~ NaOHIM  NaOH 4M Residuo
Chusquea capitulifiora 08+02°  7.0+05®°  66+12°  93+10®  449+17° . 7331('159113)
a
Filgueirasia arenicola  1.0+001®  7.8+08°  69+03°  102+02®  426+0.6° 31('2691“73%)1
Filgueirasia b ab b a ac 312+
rendimento Flguelase 13+02 78408 53+03°  10.8+0.3 435+ 1.4 0 406
0] a
(%) Guaduatagoara 0.6+ 0.2° 8.3+0.2° 62+04° 644003  29.0+11° 49('58198)'6
a
Merostachys riedeliana 1.3 +0.1° 5.2 + 0.4° 6.6+09°  7.0+03°  457+16° 3‘2:,321“23%)5
a
Parodiolyra micrantha 0.7 + 0.1° 95+05°  102+003%  86+0.2% 37.8+0.9° 3%322%3;)2
Chusquea capituliflora  19.0 +0.1°
Filgueirasia arenicola  19.5 + 0.3
Filgueirasia a
Lignina (%0) cannavieira 19.0+0.4
Guadua tagoara 19.2 +0.3°
Merostachys riedeliana 19.2 + 0.1°
Parodiolyra micrantha 15.5 0.3

*Letras diferentes indicam diferengas significativas ANOVA p< 0.05.



57

4.2 Analise de monossacarideos neutros

A porcentagem de monossacarideos neutros das espécies estudadas esta
apresentada na tabela 2. Assim como descrito na literatura (Carpita & Gibeaut
1993; Buckeridge et al. 2008) foi possivel inferir a partir da composi¢do de
monossacarideos que as principais hemiceluloses sdo arabinoxilano, glucano de
ligacdo mista e xiloglucano.

Ao analisarmos a fracdo oxalato de amonio podemos observar que todas as
espécies possuem um arabinogalactano como principal componente neutro da
pectina. Desta forma podemos identificar dois padrfes distintos de composicao de
hemicelulose, o primeiro formado por C. capituliflora, F. arenicola e F.
cannavieira que possui um menor teor de glucose, o segundo formado por G.
tagoara, M. riedeliana e P. micrantha que tem maior teor de glucose, sugerindo
que o primeiro possui um menor teor de glucano de ligacdo mista. O mesmo padrao
de separacdo desses grupos em funcdo da glucose foi observado na fragdo NaOH
4M embora os polissacarideos que compdem esta fracdo precisem ser elucidados.
Na parede celular de cana de agucar a presenca de xilanos e xiloglucanos na fracdo
NaOH 4M foi de cerca de 3% (Crivellari 2012). Em cana de acUcar, na fracdo
oxalato de amonio foi observado uma composi¢do semelhante dos monossacarideos
em folhas e colmos, sendo glucose e xilose 0os monossacarideos mais abundantes
com, aproximadamente, 60% e 34% respectivamente (Souza et al. 2013) resultado
compativel com os dados do nosso segundo grupo. Os autores, ainda, relatam que
0s acucares manose e ramnose, nao foram detectados nas fracGes de parede celular.
Outros trabalhos, também mostram xilose como principal agucar constituindo as
hemiceluloses do bagaco de cana-de-agucar e capins (Fengel & Wegener 1984;
Miranda 2010).

Nas demais fragcdes a composicdo foi dominada por arabinose e xilose o que
sugere que o arabinoxilano é o principal componente das fracfes de hemicelulose
como esperado para gramineas. A arabinose e a glucose foram os principais
acucares secundarios, compreendendo 14,6% e 18,1% dos acucares totais,
respectivamente encontrados em Bambusa rigida Keng & Keng f. um bambu da
China (Wen et al. 2011)
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Em estudos sobre a composicdo da parede celular de bambus, também
encontramos a xilose como principal monossacarideo por exemplo Bambusa rigida
foram constatados em média cerca de 73% de xilose, 15% de glucose, 6% de
arabinose e 2% de galactose, entretanto fucose e ramnose ndo foram detectados nos
colmos da espécie (Wen et al. 2011). Em Phyllostachys makinoi foi observado
cerca de 85,2%, 7,9% e 6,1% de xilose, glucose e arabinose, respectivamente na
fracdo NaOH 5% (Fengel & Shao 1984).

A razdo dada por arabinose e xilose (Ara/Xil) é considerada uma medida do
grau de linearidade e ramificacdo de arabinoxilanos, neste caso uma razdo elevada
nos mostra que o polimero possui cadeias muito ramificadas; enquanto uma raz&o
baixa indica que o polimero hemicelulésico é linear e com poucas cadeias laterais
(Peng & She 2014). No presente trabalho, temos que as razdes Ara/Xil de todas as
espécies sdo baixas nas fracBes alcalis, indicando que o polimero hemicelulésico é
pouco ramificado. No arabinoxilano do bambu Phyllostachys makinoi a proporcao
de Xil:Ara foi de cerca de 17:1(Fengel & Shao 1984) e em Bambusa arundinace 8:1
(Guha & Pant 1967).

Ao analisar especificamente P. micrantha que teve diferencas nas extraces
(tab. 1), vemos que a fragdo NaOH 0,1M que apresenta um rendimento maior que
as outras espécies sdo compostas basicamente de arabinoxilano (91,5%), isso
corrobora a hipdtese levantada anteriormente de que a hemicelulose de P.
micrantha esta sendo extraida em condi¢cbes menos caotropicas. Esta hemicelulose
esta fracamente ligada a outros polissacarideos em especial a celulose. Essa
interacdo mais fraca entre hemicelulose e celulose provavelmente esta associada a
uma parede mais plastica e com maior capacidade de extensdo. Cabe destacar que
entre as espécies estudadas estd é que apresenta maior variacdo de porte (0,5 a 2

metros de altura) em habitats com varios niveis de perturbagéo.
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Tabela 3. Rendimento em porcentagem molar dos monossacarideos neutros de seis espécies de bambus nativos analisados por HPLC e seus

respectivos erros padrdo. Acucares: xil — xilose e ara — arabinose.

Porcentagem molar %

Fucose Ramnose Arabinose Galactose Glucose Xilose ;('rlé
Chusquea 2.0+ 0.8? 10.2 + 1.8° 17.5+0.72 19.5 + 2.9° 211+ 1.5 29.7 + 6.7% 1.7
capituliflora
Filgueirasia 0.6 +0.12 5.1+ 0.4% 19.5 + 0.3 15.4 + 1.1 14.9 + 0.4 443 +1.6° 2.3
arenicola
Filgueirasia 1.3 +0.48 7.2+ 0.5 17.2 +0.98 11.2 + 0.6% 22.2 +3.08 409 +3.8° 2.4
cannavieira
Oxalato
Guadua tagoara 0.8+0.22 6.2 +0.3° 12.7 + 2.0 9.5+ 15% 44.2 +12.4 26.6 + 8.9% 2.1
Merostachys 0.5+ 0.2 14+03 10.4 + 2.92 79+19° 52.8 + 145 26.9 +9.3% 2.6
riedeliana
Parodiolyra 11+03° 6.5+ 1.6% 10.5 + 2.98 13.9 + 3.7% 56.4 + 11,58 11.6 +3.2° 11

micrantha
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Chusquea 0.5+ 0.1 1.5 + 0.4% 17.1 +2.12 5.7 +0.5% 9.2 +6.12 66.1 + 4.3% 3.9
capituliflora
F;fe‘;ﬁ'c'g‘lza 0.5+ 0.1 0.7 + 0.04% 19.5 + 0.9? 6.5+0.7% 2.4 +0.18 705 + 1.7% 3.6
Filgueirasia 0.7 +0.03% 0.8 +0.1% 20.8 + 0.9% 5.5 + 0.4% 2.5+ 0.12 69.8 + 1.5% 3.4
NaOH cannavieira
0.1M
Guadua tagoara 0.8 +0.03® 0.7 +0.04% 14.2 £0.9°2 48+0.3° 3.7+£0.22 75.8 £ 0.5° 5.3
Merostachys 3.9+15 28+0.8 17.9 + 1.8 7.4+08° 7.9+312 59.9 + 4.6 3.4
riedeliana
Pﬁ?{gf;ﬁ:{};a 0.7 + 0.02% 0.8 + 0.06% 17.5 + 0.4 4.9 +0.02° 2.2 +0.28 73.9 +0.7° 4.2
Chusquea 1.6+03% 14+05° 11.3 + 1.4 2.9+0.6% 45 + 0.9 78.2 + 2.72 6.9
NaOH capituliflora
1M
Filgueirasia 1.9+0.1% 2.2+0.12 10.6 + 0.6% 5.7 +0.6% 3.9+ 0.6° 78.7 +0.72 75

arenicola



Filgueirasia

61

it 2.8+0.01° 24+0.3 10.5 + 0.3% 1.8+0.1° 45+ 0.9? 78.6 + 1.43 75

Guaduatagoara ~ 2.1%0.1%® 2.3+0.28 10.8 + 0.28 1.7+0.1° 3.8+ 0.28 79.4 + 0.5 7.4

'Vlfgg:ff‘;r?gs 1.9 +0.01® 23+0.1° 10.8 + 0.42 2.5+ 0.6 3.37 + 0.8 79.2 + 0.6° 7.3

Prﬁfé’r";ﬁ{ﬁ;a 12+02° 15+ 0.6 76+0.2" 4.0+03 43+058 81.3 +0.9° 10.7

ng:gjﬁﬁg?a 0.6 +0.12 1.0 +0.12 8.9+1.28 45+ 0.4 25.4 +1.28 59.5 + 2.6 6.7

NaOH F!fe‘;ﬁm?a 0.5 + 0.02° 12+0.22 7.8+ 0.5 5.6+ 0.3 24.3 + 2.2 60.6 + 2.72 7.8
AM

';;Er‘]’:\'lfgf;: 0.7 +0.1% 1.9 +0.42 8.6+ 1.42 4.8 +0.6° 22.6 +1.6° 61.5 + 1.6° 7.2

Guadua tagoara 0.6 % 0.02° 1.4+0.12 11.1 + 1.48 5.6+ 0.28 18.2 + 3.8° 63.2 + 5.07 5.7
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Merostachys 0.7+0.1% 1.4+0.28 9.4 +0.6° 5.9 + 0.42 15.7 +0.72 67.0 + 1.8? 7.1
riedeliana
Parodiolyra 0.9+0.1° 13+0.12 10.6 + 0.5° 5.8 +0.5° 241 %29 57.4 + 1.8 5.4
micrantha
Chusquea 0.1+0.01° 0.06 + 0.01° 0.6 + 0.012 0.1 +0.01%* 97.8 +0.1° 1.3+0.1% 23
capituliflora
Filgueirasia 5564 0.01°  0.03£0.0° 0.3£0.05  0.06%0.01° 98.8 +0.2° 0.8£0.1° 2.6
arenicola
Filgueirasia 005+00° 00300 0.2 + 0.05° 0.05 £ 0.0° 98.9 +0.1° 0.8£0.1° 33
. cannavielra
Residuo
Guaduatagoara  0.05+0.0° 0.03 +0.0° 0.2 + 0.05? 0.05 +0.0° 98.9+0.1° 0.8+0.1° 3.2
Merostachys 0.05£0.0°  0.03%0.0" 0.2 % 0.03* 0.05 £ 0.0° 98.8£0.1° 09201 4.4
riedeliana
Parodiolyra 0.05 + 0.0° 0.03+0.0" 0.2 + 0.022 0.05+0.0° 98.8 +0.1° 0.8+0.1° 4.1
micrantha

*Letras diferentes indicam diferencas significativas ANOVA p< 0.05.
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4.4 Analise de oligossacarideos e diagrama de similaridade

Diante do predominio do arabinoxilano como principal hemicelulose optou-
se por fazer uma andlise da estrutura fina dos oligossacarideos baseado no “finger
printing” obtido por digestdo enzimatica.

O perfil de oligossacarideos de todas as espécies é semelhante ao
encontrado em cana de acucar (Fig. 9) em diferentes propor¢fes mesmo que neste
ponto ndo seja possivel identificar os oligossacarideos, construimos um diagrama
de similaridade.

Os trés grupos formados ndo condizem com a literatura. Na filogenia mais
recente de bambus, os géneros Apoclada e Guadua estdo mais proximos fazendo
parte da subtribo Guaduinae esta subtribo forma um grupo monofilético, ou seja,
compartilham um ancestral comum e, portanto, caracteristicas em comum com a
subtribo Arthrostylidiinae constituida por espécies dos géneros Merostachys e
Filgueirasia. Essas duas Ultimas subtribos formam um grupo irméo com a subtribo
Chusqgueinae grupo que abriga o género Chusquea (Kelchner et al. 2013).

A construcdo do diagrama de similaridade (Fig. 10) resultou na formacao de
trés grupos: C. capituliflora/G. tagoara, M. riedeliana/P. micrantha e F.
arenicola/F. cannavieira mostrando que a estrutura do arabinoxilano ndo corrobora
a filogenia do grupo. Assim como visto por Silva et al. (2011) com samambaias,
ndo é possivel correlacionar a composicao a filogenia do grupo. Isso se deve por a
parede ser estrutura celular multifuncional e a influencia de fatores bidticos e
abioticos faz com que sua estrutura e composicdo sejam dinamicas (Carpita et al.
2015; Gall et al. 2015).
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Figura 13. Cromatogramas representativos dos oligossacarideos de arabinoxilano

produzidos a partir da digestdo da fragdo NaOH 4M com [B-xilanase de Aspergillus

niger (Megazyme®) e analisados em HPAEC/PAD — ICS 3000 das seis espécies em

estudo, sendo a cana de acUcar utilizada como “padrio”.
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Figura 14. Diagrama de similaridade construido a partir dos oligossacarideos
gerados pela digestdo enzimatica da fracdo NaOH 4M com f-xilanase de
Aspergillus niger (Megazyme®) e o auxilio do programa Statistica 12 (Statsoft)
usando como calculo de distdncia o city-block. Espécies: C — Chusquea
capituliflora, FA — Filgueirasia arenicola, FC — Filgueirasia cannavieira, G —

Guadua tagoara, M — Merostachys riedeliana, P — Parodiolyra micrantha.
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5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que o
teor de celulose esta relacionado com o hébito da planta. A espécie Guadua tagoara
possui habito arbdreo e necessita de muita sustentacdo, apresentando maior teor de
celulose, por outro lado a espécie Chusquea capituliflora possui habito escandente
necessitando menor sustentacao, apresentando menor teor de celulose.

A composicdo da parede celular nas espécies seguiu o padrdo esperado,
parede celular tipo Il, onde o arabinoxilano é a principal hemicelulose encontrada
com excecdo da espécie Parodiolyra micrantha que apresentou hemiceluloses mais
fracamente ligadas a parede sendo extraidas em uma fase mais branda de extracdo
(NaOH 0,1M) sugerindo uma capacidade de extensdo e expansdo da parede celular
0 que pode explicar sua grande diversidade estrutural e plasticidade para ocupar
habitats tdo distintos.

O diagrama de similaridade construido resultou na divisao das espécies em
trés grupos que ndo corrobora com a filogenia do grupo, mostrando que a estrutura
da parede celular ndo esta relacionada a filogenia dos bambus.

Por conseguinte os resultados mostram que as mudancgas na composi¢éo da
parede celular ndo estdo relacionadas ao habito da planta e nem a filogenia da

familia Bambusoideae.
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CONCLUSAO GERAL

A presenga de glucano de ligagdo mista e xiloglucano no colmo cheio
(porcdo mais jovem da planta) em contraposicdo a presenca de xilanos no colmo
sugere uma mudanca na estrutura da parede a partir que a planta passa de uma
condicdo de crescimento (apice da planta) para uma condi¢do de sustentacdo (base
da planta). Esta mudanca provavelmente estd associada a composi¢do dos tecidos
dos oOrgdos que possuem diferentes composi¢des, um Orgdo mais rico parénquima
no colmo cheio e um érgdo com mais fibra no colmo oco (Liese & Weiner 1996).
Nossos resultados corroboram os trabalhos que mostraram alteragfes na
composicdo da parede ao longo do desenvolvimento de bambus asiaticos (Scurlock
et al. 2000; Cho et al. 2008).

Nossos resultados possibilitaram concluir que a quantidade de celulose esta
relacionada com o habito da planta. Guadua tagoara, uma espécie de habito
arbdreo que precisa de muita sustentacdo apresenta maior teor de celulose, no outro
lado do espectro a planta com menor necessidade de sustentacdo, Chusquea
capituliflora uma espécie de habito escandente, apresentou menor teor de celulose.

No caso de Parodiolyra micrantha, foi observado que as hemiceluloses
estdo mais fracamente ligadas a parede sendo extraidas em uma fase mais branda de
extracdo 0 que sugere uma capacidade de extensdo da parede e pode explicar sua
diversidade estrutural, assim como, a plasticidade para ocupar habitats area de sub-
bosque ou mais perturbadas.

Finalmente, os resultados obtidos por este estudo, embora realizado com
poucas espécies, mostram que as mudancgas na composicao da parede celular estdo

relacionadas a idade e ao habito da planta.
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