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RESUMO 
 
 

Araucaria angustifolia é uma planta dióica, que se encontra ameaçada de 
extinção devido à sua extensiva exploração e às dificuldades de 
reflorestamento, relacionadas ao seu lento desenvolvimento e à inexistência 
de métodos para a determinação do sexo da planta antes de sua idade 
reprodutiva (15 a 20 anos). Através de análises de RMN HR-MAS de 1H e 
análise multivariada foi possível propor um método para a predição do sexo 
da planta ainda jovem, através da avaliação do perfil metabólico de folhas in 
natura. Esta análise levou à identificação de regiões do espectro com maior 
influência na diferenciação entre machos e fêmeas, embora os metabólitos 
correspondentes não tenham sido elucidados. 
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ABSTRACT 
 
 

Araucaria angustifolia is a dioecious plant, which is endangered due to their 
extensive exploitation and reforestation difficulties related to its slow 
development and lack of methods for determining the sex of the plant before 
its reproductive age (15 to 20 years). Through analysis of 1H HR-MAS NMR 
and multivariate analysis was possible to propose a method to predict the 
sex of the plant still young, by assessing the metabolic profile of fresh leaves. 
This analysis led to the identification of regions of spectrum with higher 
influence on differentiation between males and females, although the 
corresponding metabolites have not been elucidated. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Araucaria angustifolia 

Araucaria angustifolia (Bert.) O Kuntze (Figura 1.1) é uma conífera 

endêmica nas regiões sul e sudeste do Brasil (Yamaguchi & Kato, 2012), 

sendo juntamente com as espécies de Podocarpus as únicas gimnospermas 

nativas (Handro et al, 2003/4) no território brasileiro. Estudos evolucionários 

indicam que este gênero é o mais primitivo entre as coníferas, mostrando um 

padrão embriogenético que é diferente daquele conhecido para outras 

coníferas tais como Pinus, Taxus e Sequóia (Franco et al, 2005). É 

popularmente conhecida como “pinheiro do Paraná” ou “pinheiro brasileiro” 

(Simões et al, 2009) sendo a principal componente de uma floresta chamada 

“Mata de Araucárias” (Mascio et al, 2009). 

Apesar de possuir um papel fundamental na elucidação de padrões de 

vegetação e de mudanças climáticas no hemisfério sul (Handro et al, 2003/4), 

e de ser reconhecida como uma espécie de grande importância econômica e 

ecológica (Simões et al, 2009), a fisiologia desta espécie é muito pouco 

conhecida. Os poucos estudos ecofisiológicos existentes para a araucária são 

focados em sua tolerância à sombra e no desenvolvimento de mudas sob 

condições controladas (Handro et al, 2003/4). 

A araucária foi, durante anos, extensivamente explorada devido à boa 

qualidade de sua madeira, de modo que na década de 80 suas reservas 

naturais foram exauridas (Silva, 2001). Segundo Maak apud Silva* as 

reservas nativas que em 1968 eram estimadas em 21,6% da área do Estado 

de São Paulo, 36,67% da área do Estado do Paraná, 60,13% do estado de 

Santa Catarina e 17,38% do Estado do Rio Grande do Sul, foram reduzidas 

até 1980 a 4,3%, 3,2% e 1,4%, respectivamente das áreas dos Estados do  

_________________________________ 

*MAACK, R. Banco de Desenvolvimento do Paraná / UFPR / Instituto de Biologia e Pesquisas Tecnológicas, 350 p. 1968. 
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Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Machado e Siqueira, 1980 apud 

Silva, 2001). 

 

 

Figura 1.1 – Araucaria angustifolia ou pinheiro do Paraná (Fonte: Próprio 

autor, 2012). 

Apesar da boa qualidade da madeira, a área reflorestada para essa 

espécie na região Sul era de 58.000 ha até 1978, área correspondente a 2,5% 

da área total reflorestada com outras espécies (Silva, 2001). Isso ocorre 

possivelmente devido a reflorestamentos insatisfatórios, relacionados à falta 

de conhecimento das exigências silviculturais da araucária e aos elevados 

custos iniciais, devido ao lento crescimento, o qual também está relacionado à 

má escolha do solo e às práticas culturais inadequadas (Silva, 2001). 

Atualmente a araucária é classificada como espécie criticamente 

ameaçada na Lista Vermelha de Espécies Ameaçadas da União Internacional 

para a Conservação da Natureza e Recursos Naturais (IUCN em inglês) 
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devido à intensa exploração de sua madeira e ao grande consumo de suas 

sementes (Simões et al, 2009), as quais são popularmente conhecidas como 

“pinhão” (Figura 1.2). Além disso, diferentes partes da árvore são usadas na 

medicina popular brasileira. Tinturas dos nodos são tradicionalmente usadas 

oralmente ou topicamente para o tratamento de reumatismo. Infusões dos 

nodos são usadas oralmente para tratar doenças renais e sexualmente 

transmissíveis. Infusões das cascas são usadas topicamente para tratar 

tensões musculares e varizes. O xarope produzido com a resina é usado para 

o tratamento de infecções do trato respiratório. Infusões das folhas são 

usadas para tratar escrófula, fadiga, e anemia. Tinturas das folhas são usadas 

para pele ressecada, feridas e herpes (Simões et al, 2009). 

 

 

Figura 1.2 – a)Pinhão; b) Pinhão na pinha. 

 

1.2 DIOICIA EM PLANTAS SUPERIORES 

As plantas podem se reproduzir de forma assexuada ou sexuada. Na 

reprodução assexuada ou vegetativa, novas plantas são formadas através de 

órgãos vegetativos especializados, tais como raízes, tubérculos, rizomas, 

entre outros. Já a reprodução sexuada se dá através da fusão de gametas 

(gerados através do processo de meiose) que irão originar um embrião, e 

posteriormente a semente. 

As plantas que se reproduzem de forma sexuada podem ser 

classificadas em autógamas, intermediárias ou alógamas. Plantas autógamas 

são aquelas em que a autofecundação ocorre preferencialmente (acima de 

95%), como para o feijão, soja e tomate. Plantas intermediárias são aquelas 

que possuem a porcentagem de fecundação cruzada entre 5 e 95%, sendo 
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exemplos desse tipo de planta o algodão e o café. Já as plantas alógamas 

são aquelas em que a polinização cruzada ocorre majoritariamente (acima de 

95%).  

As plantas alógamas podem ser divididas em três grupos de acordo 

com o tipo de flor que possuem. A flor pode ser hermafrodita, como ocorre no 

abacate e no maracujá; pode ser monóica apresentando flores unissexuais 

masculinas e femininas no mesmo indivíduo, como no milho e na seringueira; 

e pode ser dióica, com flores masculinas e femininas em indivíduos distintos 

como no mamão, kiwi e erva-mate (Bespalhok, Guerra e Oliveira, 2007). 

A dioicia é considerada um mecanismo extremo para evitar a 

autofecundação (Souza, 2010), visto que isso pode maximizar a expressão de 

genes recessivos e causar a diminuição da variabilidade genética em uma 

população de plantas.  

A araucária é uma planta dióica, que pode ser monóica em função de 

traumas e doenças (Murakami, 2002). Em suas árvores femininas são 

produzidos os cones, pinhas ou megastróbilos (Figura 1.3), onde estão 

contidos os gametófitos femininos. Nas árvores masculinas as flores são 

chamadas de amentilhos ou microstróbilos (Figura 1.4), e neles estão os 

grãos de pólen, que são os gametófitos masculinos (Bandel & Gurgel, 1967). 

 

  

 

 

 

Figura 1.3 – Estrutura reprodutiva 

feminina ou megastróbilos. 

Figura 1.4 – Estrutura reprodutiva 

masculina ou microstróbilos. 
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Após a fecundação, o período para a formação do tubo polínico no 

megastróbilo pode levar até dois anos e oito meses de acordo com Koscinski 

(1934), Shymoia (1962) e Bandel (1966) apud Bandel*, 1967. E ainda o tempo 

para que as árvores atinjam a maturidade sexual e comecem a produzir frutos 

é de 15 a 20 anos de idade, quando já atingem entre 10 e 15 metros de 

altura. Essas características reprodutivas revelam alguns dos motivos pelos 

quais o reflorestamento desta espécie é bastante difícil e porque houve uma 

diminuição tão significativa das populações naturais de A. angustifolia.  

A problemática do reflorestamento da Mata de Araucárias também 

encontra barreiras devido à falta de métodos para determinação do sexo da 

árvore antes que ela entre em idade reprodutiva. Esse é um problema duplo 

visto que, uma vez plantada, se não existirem árvores de ambos os sexos 

próximas entre si, a fecundação da espécie, a qual é polinizada 

principalmente pelo vento (dispersão anemofílica), pode não ocorrer (Souza, 

2010). 

Na década de 1960, enquanto faziam um levantamento da proporção 

do sexo em populações naturais de araucária, Bandel e Gurgel testaram 

hipóteses baseadas na forma e densidade da copa das árvores, e no sentido 

da rotação das acículas nos galhos para fazer a diferenciação sexual através 

de características morfológicas. No entanto, nenhuma dessas hipóteses se 

mostrou eficiente, sendo a determinação do sexo feita exclusivamente pela 

visualização dos órgãos florais. Esse levantamento mostrou um ligeiro 

excesso de machos em relação às fêmeas, 52,4 e 47,6% respectivamente 

(Bandel & Gurgel 1967). 

Outros pesquisadores também tentaram fazer correlação entre o sexo 

da árvore e características como a densidade da madeira (Banzatto et 

al.,1968; Amaral et al.,1971) e a taxa de crescimento da árvore (Pinto, 1979), 

porém essas características eram independentes da dioicia. 

________________________________ 

Bandel, G. O Pinheiro Brasileiro, Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. Piracicaba. São Paulo. Edição do autor, 

68p, 1966. 

Koscinski, M. O pinheiro brasileiro na Silvicultura Paulista. São Paulo. Secretaria da Agricultura. Diretoria de 

Publicidade Agrícola, 56p, 1934. 

Shymoia, C. Contribuição ao Estudo do Ciclo Biológico da Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze.In: - 

Experientiae, v.2, n.2, p. 519-540, 1962. 
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Bandel (1970) estudou a cariótipo de duas espécies de araucária e 

verificou que ambas apresentam 13 pares de cromossomos (n=13), e em 

nenhuma delas foi possível observar os possíveis cromossomos sexuais ou 

identificar alguma estrutura cromossômica para a distinção do sexo. 

Baseando-se em características fisiológicas, vários autores (Durand, 

1984; Tanurdzic e Banks, 2004; Vyskot e Hobza, 2004) concordam que os 

agentes de expressão sexual são os reguladores de crescimento, e que 

hormônios vegetais como auxinas, giberelinas, citocininas, entre outros, 

podem modular o sexo em muitas plantas monóicas e dióicas das mais 

variadas maneiras em diferentes espécies (Vyskot e Hobza, 2004). No 

entanto, a literatura mostra a inexistência de hormônios sexuais específicos, 

uma vez que o mesmo hormônio pode induzir feminilização em uma espécie e 

masculinização em outra (Durand, 1984).  

Murakami (2002) cita os trabalhos de Lloyd e Webb (1977), e Salisbury 

e Ross (1969), que postularam que o sexo de populações de angiospermas 

dióicas seria determinado através do balanço entre auxina e giberelina 

durante a diferenciação do botão floral, sendo que uma maior quantidade de 

giberelina indicaria uma tendência de formação de plantas masculinas. No 

entanto, Murakami (2002) pondera que este método não teria aplicação 

prática para a araucária visto que é dependente do início da floração, e 

descartaria a necessidade de métodos indiretos para a determinação do sexo 

da planta.  

Considerando que, de acordo com Durand e Durand (1984), a 

diferenciação sexual em plantas superiores ocorre no momento da 

fecundação, é possível assumir que existam cromossomos sexuais em A. 

angustifolia, apesar de até o momento eles não terem sido identificados 

(Bandel, 1970).  

Seguindo esse raciocínio, Murakami (2002) utilizou a técnica de 

marcadores moleculares do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

para identificar genes ou sequências de pares de base que estão ligados à

_____________________  

Lloyd, D. G., Webb, C. J. Secondary sex caracters in plants. The Botanical Review, v. 43, n. 2, 1977. 

Salisbury, F. B., Ross, C. Plant Physiology. Belmont, Califórnia, Wadsworth Publishing Company, 747 p, 1969. 
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determinação do sexo. Esta técnica já permitiu a determinação de um 

fragmento específico de DNA de plantas masculinas em Atriplex garrettii 

(Chenopodiaceae), uma espécie dióica e diplóide, na qual não foram 

detectados cromossomos sexuais heteromórficos através de análises 

citogenéticas. Todavia, para a araucária, não foi possível confirmar a 

presença de marcadores moleculares do tipo RAPD, concluindo-se que a(s) 

região(ões) do genoma envolvido(s) na determinação do sexo não é muito 

grande e, provavelmente, um único ou poucos genes estão envolvidos na 

expressão sexual; ou ainda o gene responsável pelo controle da expressão 

sexual está presente em uma região genômica não muito frequente em 

eventos de recombinação (Murakami, 2002). 

 

1.3 RMN E ANÁLISE METABOLÔMICA. 

O campo de estudo conhecido como “metabolômica” é uma área 

considerada emergente, e que possui como objetivo caracterizar 

completamente pequenas moléculas, os chamados metabólitos, presentes em 

sistemas biológicos (Creek, 2011).  

O termo tem sido usado para descrever análises em que é possível 

fazer uma observação abrangente dos metabólitos presentes em uma 

amostra, a fim de identificar e caracterizar completamente as moléculas de 

baixo peso molecular existentes em células, tecidos e organismos como um 

todo (Wen, 2009; Kim, 2009).  

Esse tipo de análise tem a propriedade de capturar a situação 

metabólica do organismo em um dado instante de modo que a análise de 

várias amostras pode fornecer informações sobre metabólitos característicos 

de uma espécie ou cultivar, um determinado estágio de desenvolvimento ou 

condições, tais como doenças, estresse, ou mudanças diárias e sazonais 

(Kim, 2011) 

Na literatura são encontrados diversos trabalhos sobre análise 

metabolômica, e as principais técnicas analíticas utilizadas para esse fim são 

Espectrometria de Massas (EM) e a Ressonância Magnética Nuclear (RMN), 

devido principalmente à sua boa reprodutibilidade. EM e RMN também podem 
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ser acopladas a técnicas de separação cromatográfica para aumentar a 

resolução, tais como Cromatografia Líquida (CL), Cromatografia Gasosa (CG) 

e Extração em Fase Sólida (EFS) (Kim, 2011). 

A RMN vem sendo considerada o principal método nas análises 

metabolômicas, uma vez que proporciona análises simples e não destrutivas, 

que podem fornecer informações sobre a razão entre os metabólitos em uma 

mistura, e que ainda pode ser usada para determinar a estrutura molecular 

dos metabólitos presentes na amostra, inclusive com detalhes 

estereoquímicos, mesmo se tratando de amostras complexas (misturas) (Kim, 

2011; Zhao, 2011). 

Esta técnica tem obtido diversas aplicações na metabolômica de 

plantas, como por exemplo, no controle de qualidade de alimentos, em 

estudos quimiotaxonômicos (seja na classificação ou na caracterização de um 

grupo de amostras), em análises de equivalência de substâncias químicas em 

plantas geneticamente modificadas, em interações com outros organismos e 

com o ambiente, entre outras.  

Wen e colaboradores (2010) usaram a RMN como um meio para 

discriminar entre as diferentes fontes de cultivo dos cogumelos Ganoderma 

lucidum, visando especialmente determinar se eles haviam sido cultivados na 

China ou na Coréia. A equipe obteve os espectros de RMN em uma sonda 

criogênica de tri – nuclear, em um equipamento Bruker Avance III de 500 MHz 

e para auxiliar na visualização dos resultados foi realizada a análise 

multivariada dos dados. Dessa forma foi possível realizar a diferenciação 

entre os locais de cultivo dos cogumelos, resultando em um modelo robusto 

que pode ser aplicado para outros produtos terapêuticos à base de plantas. 

Kirk e colaboradores (2011) caracterizaram variações metabólicas 

entre genótipos de uma família de híbridos intraespecíficos de Jacobaea 

aquática e J. vulgaris através da obtenção de espectros de RMN e análise 

multivariada (PCA). Apesar de possuir limitações com relação à sensibilidade, 

pois metabólitos que ocorrem em concentrações menores que ~1 mol. mg-1 

não são detectados através desta técnica, a RMN possibilitou a identificação 

de uma grande quantidade de metabólitos entre primários e secundários, e 

ainda permitiu a quantificação de oito deles. Através desse estudo foi possível 
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identificar os metabólitos que diferenciam as plantas híbridas das plantas 

parentais, tornando possível o desenvolvimento de estudos para elucidar 

padrões ecológicos, fisiológicos e evolucionários. 

Jégou e colaboradores (2010) usaram cromatografia líquida e RMN de 

alta resolução com giro no ângulo mágico (HR-MAS – High Resolution Magic 

Angle Spinning), associadas à quimiometria para realizar a discriminação 

taxonômica de algas do gênero Cytoseira. Ambos os métodos levaram a 

quatro perfis químicos entre cinco espécies, o que ocorreu devido às espécies 

C. foeniculaceae e C. humilis serem quimicamente semelhantes. 

Curiosamente não foi possível distinguir essas espécies nem através de sua 

composição lipofílica completa, obtida por cromatografia líquida, nem pela sua 

composição química global, obtida por RMN HR-MAS. Esses achados 

corroboram os resultados obtidos nas análises de ITS2 (Internal Transcribed 

Spacer 2) que sugerem que o gênero Cytoseira seja polifilético. Os autores 

realçam as vantagens da RMN HR-MAS por ser um método não destrutivo e 

que fornece a impressão digital de uma amostra biológica, enquanto a 

cromatografia líquida é uma ferramenta crucial para a investigação mais 

profunda da composição química dos extratos obtidos. 

Da mesma forma que para algas, a classificação taxonômica de liquens 

baseada somente em atributos morfológicos é difícil e por esse motivo 

análises químicas são frequêntemente usadas. Alcantara e colaboradores 

(2007) utilizaram as técnicas de RMN HR-MAS de 1H e espectroscopia na 

região do Infravermelho, com Transformada de Fourier (FT-IR), juntamente 

com análises quimiométricas, para realizar a classificação quimiotaxonômica 

de amostras intactas de liquens. De acordo com os autores a análise 

quimiométrica de ambos os conjuntos de dados foi capaz de evidenciar a 

distinção entre as espécies analisadas. Apesar da técnica de FT-IR ter 

fornecido melhores resultados devido à maior reprodutibilidade obtida em 

suas replicatas, a HR-MAS possibilitou a identificação de alguns dos 

metabólitos responsáveis pela distinção entre as espécies de liquens. 

Desse modo, a RMN HR-MAS tem se mostrado uma técnica 

promissora na análise de amostras com o mínimo de pré-tratamento. Suas 

aplicações no estudo de organismos vegetais têm aliado potenciais 
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informações químicas às biológicas. A HR-MAS alia a boa resolução e 

sensibilidade da análise de RMN em fase líquida, com a praticidade da 

análise de RMN de sólidos. Por essa razão, essa técnica é bastante 

apropriada para a análise de amostras complexas, pois além de apresentar 

uma boa reprodutibilidade e requerer pequenas quantidades de amostra, a 

diminuição das etapas de pré-tratamento também minimiza a possibilidade de 

alterações químicas no material analisado. 

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo obter informações 

sobre o perfil metabólico de árvores macho e fêmea da Araucaria angustifolia, 

através da técnica RMN HR-MAS a fim de prever o sexo de plantas jovens, 

nas quais o sexo ainda não está expresso fenotipicamente. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 Realizar a distinção entre machos e fêmeas em indivíduos jovens da 

Araucaria angustifólia (Bert.) O. Kuntze através da técnica de RMN HR-MAS 

associada a análises multivariadas. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Analisar o perfil espectral de RMN HR-MAS de 1H das amostras de 

folhas de indivíduos macho e fêmea de A. angustifolia com 

manifestação sexual observável (árvores adultas). 

 Avaliar por quimiometria as diferenças e similaridades entre os 

perfis metabólicos importantes para a distinção de indivíduos 

adultos de sexo diferente. 

 Construir modelos de predição a fim de classificar o sexo de 

amostras jovens que ainda não o expressaram fenotipicamente.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 PREPARO DAS AMOSTRAS 

As amostras de folhas de A. angustifolia foram coletadas em Curitiba - 

PR pelo Prof. Dr. Andersson Barison e a mestranda Grazielli da Rocha da 

Universidade Federal do Paraná – UFPR, e identificadas por Joel M. da Silva 

do Museu Botânico Municipal de Curitiba. O sexo das plantas analisadas foi 

identificado através da visualização dos órgãos florais. 

As características dos pontos de coleta bem como a distribuição das 

amostras coletadas são mostradas na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Características dos locais de coleta e número de amostras de 
araucária analisadas. 
 

Ponto 
de 

Coleta 

Local Características Número de amostras coletadas 
 

Macho Fêmea Jovem 
Indefinido 

 

1 Av. Nossa 
Senhora da 

Luz 

Distância de poucos metros 
entre as árvores amostradas, 

que estavam no canteiro 
central da avenida. 

 

04 04 01 

2 Parque 
Municipal 

Barreirinha 

Cerca de 300 m entre as 
árvores amostradas, as quais 

se encontravam em um 
parque com densa vegetação. 

 

08 08 - 

3 Almirante 
Tamandaré 

Cerca de 300 m entre as 
árvores amostradas, as quais 

se encontravam em uma 
região com pouca vegetação. 

 

04 04 - 

4 Zoológico do 
Parque 
Iguaçu 

Média de 1.000 m entre as 
árvores amostradas, que 
estavam em meio a uma 
densa cobertura vegetal. 

 

05 05 - 

5 Piraquara Média de 2.000 m entre as 
árvores amostradas, que 

estavam em uma região com 
pouca vegetação. 

 

05 05 - 

6 Campus 
Botânico da 

UFPRa 

Distância de poucos metros 
entre as árvores amostradas 
(~ 10 m). Região com pouca 

vegetação. 

- - 05 

7 Campus 
Botânico da 

UFPR b 

Distância de poucos metros 
entre as árvores amostradas 
(~ 10 m). Região com pouca 

vegetação. 

- - 02 

8 Campus 
Samambaia 

da UFG 

Árvore fora da área de mata, 
isolada de outras araucárias. 

- - 01 

 
a – Próximo ao Departamento de Engenharia Florestal 

b – Próximo à passarela sobre a linha verde. 
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3.1.1 PREPARO DO MATERIAL VEGETAL 

As amostras foram mantidas em geladeira (4ºC) até o momento da 

moagem. 

Antes de ser triturado, o material vegetal de A. angustifolia foi limpo 

para a retirada do material particulado de sua superfície. Em seguida, as 

folhas foram separadas dos ramos através de um corte em sua base, e então 

foram trituradas em moinho criogênico, utilizando nitrogênio líquido. Após a 

moagem, as amostras foram mantidas congeladas (-21ºC) até o momento da 

análise na sonda HR-MAS. Nenhum outro pré-tratamento foi efetuado. 

 

3.1.2 PREPARO DO MATERIAL PARA A SONDA HR-MAS 

Pesou-se cerca de 12 mg da amostra, a qual foi hidratada com 

D2O/TMSP-d4 a 1mg/mL, e em seguida foi transferida para um rotor de 

zircônio, de 4 mm de diâmetro externo e 50 L de volume. Após inserir a 

amostra no rotor (1) foi colocado o espaçador (2), que possui um orifício 

através do qual um possível excesso de água ou amostra é expelido. O 

parafuso (3) de vedação foi inserido no rotor para evitar que a amostra seja 

expelida devido ao giro de alta frequência. Só então um possível excesso de 

água e/ou amostra foram limpos. Por fim se inseriu a tampa seccionada (4), a 

qual funciona como uma hélice que proporciona o giro do rotor na velocidade 

desejada. Tanto a inserção quanto a retirada do espaçador são realizadas 

utilizando um parafuso grande (5). 

Na figura 3.1 estão os acessórios empregados na sonda HR-MAS.  

1 2 3 4

5

1 2 3 4

5

 

Figura 3.1 – Acessórios empregados na análise de RMN HR – MAS (Fonte: 

Próprio autor, 2012).. 
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3.2 AQUISIÇÃO DOS ESPECTROS 

As análises de RMN foram adquiridas a 28 oC em um equipamento 

BRUKER Avance III 500, de 11,75 Tesla (500 MHz para a frequência do 

hidrogênio), localizado no Laboratório de RMN do Instituto de Química da 

Universidade Federal de Goiás. As medidas foram realizadas empregando-se 

uma sonda trinuclear HR-MAS 4 mm (1H/13C/31P), com gradiente de campo na 

coordenada z, e para a manutenção do giro da amostra em 5 kHz foram 

empregados unidade pneumática e fluxo de ar comprimido. Todas as 

amostras foram analisadas em triplicata para aumentar a confiabilidade do 

método. Para cada replicata realizada foi feita a inserção de material novo no 

espectrômetro.  

Os experimentos de RMN HR-MAS de 1H foram obtidos utilizando-se a 

sequência de pulsos CPMG, com a inserção de uma irradiação de onda 

contínua para suprimir o sinal do solvente (CPMGPR). Cada espectro foi 

adquirido com um número de varreduras (NS) igual a 256, tempo de espera 

entre cada aquisição de 4 s (d1), tempo de aquisição de 4,09s (AQ), um 

número de pontos de 64k (TD) e janela espectral de 16,02 ppm (SW). O 

processamento foi realizado no programa Topspin (versão 3.1), com número 

de pontos igual a 64k (SI), e aplicada a função exponencial lb: 0.3 Hz. Foi 

realizada correção manual da linha de base e calibração automática do sinal 

do TMSP-d4 (0,00 ppm) como referência para os outros sinais. 

A fim de auxiliar na atribuição dos sinais importantes nos espectros de 

RMN de 1H obtidos na sonda HR-MAS foram realizadas três extrações em 

água, metanol e clorofórmio deuterados, através de imersão em banho com 

ultrassom durante um minuto. Em seguida os extratos foram filtrados, e 

transferidos para tubo de 500 L para análise de 1H na sonda TBI a fim de 

observar qual deles possuía os sinais de interesse em maior intensidade.  

Foram realizados experimentos bidimensionais de  gHSQC e gTOCSY 

utilizando a sonda HR-MAS. Também foram adquiridos experimentos 

bidimensionais na sonda TBI para os extratos obtidos: água deuterada – 

gHSQC e gHMBC; metanol deuterado: gHMBC. 
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3.3 TRATAMENTO QUIMIOMÉTRICO 

A análise quimiométrica dos dados foi realizada através do programa 

AMIX Statistics, (v 3.8, Bruker), específico para o tratamento de dados de 

RMN, para a análise exploratória dos dados por PCA (Principal Component 

Analysis), e Pirouette (v. 4.0, Infometrix) para as análises supervisionadas de 

classificação por KNN (kth Nearest Neighbor). 

Foi avaliada a região entre  0,72 e  7,21, com a exclusão da região 

referente à supressão do sinal da água e suas vizinhanças ( 4,67-5,12) e 

regiões de ruídos ( 5,33-6,0; 6,18-6,42). Durante o processo de otimização 

dos parâmetros foram testados diferentes tamanhos e formas de construção 

dos buckets, porém os melhores resultados foram obtidos com buckets 

retangulares simples, com largura de 0,03 ppm escalando pela intensidade 

total dos sinais. 

 

3.3.1 ANÁLISE EXPLORATÓRIA POR PONTO DE COLETA 

Para esta análise foi utilizado o pré-processamento centrado na média 

para as varáveis dos pontos de coleta 1 a 5, e autoescalonado para os pontos 

1 e 4. No entanto é importante ressaltar que foram feitos testes utilizando os 

pré-processamentos centrado na média, autoescalonado e Pareto para todos 

os pontos de coleta previamente, a fim de observar quais deles apresentariam 

os melhores resultados. 

 

3.3.2 CRIAÇÃO E VALIDAÇÃO DOS MODELOS  

Modelos de classificação por KNN foram construídos de forma 

independente para cada um dos cinco pontos de coleta, utilizando as 

informações obtidas nos espectros de RMN de 1H das amostras de árvores 

adultas, com sexo conhecido. Foi utilizado o conjunto integral de amostras de 

cada ponto de coleta na construção destes modelos. 

A validação dos modelos foi obtida através do teste chamado “cross 

validation” que é realizado pelo programa Pirouette após a construção dos 

modelos. 
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3.3.3 TESTE DE CLASSIFICAÇÃO DE AMOSTRAS COM SEXO DEFINIDO 

ENTRE GRUPOS 

Para avaliar a robustez dos modelos criados diante das variações 

ambientais, foi elaborado um teste no qual se utilizou o modelo construído a 

partir das amostras do Ponto de Coleta 1 para classificar as amostras dos 

outros quatro pontos de coleta, e avaliar seu grau de concordância com o 

sexo real das amostras analisadas. Esse teste foi feito para todos os modelos 

construídos, de acordo com o arranjo mostrado na Tabela 2, por KNN. 

 

Tabela 2 – Teste de classificação de amostras com sexo conhecido entre 

grupos de diferentes pontos de coleta. 

Modelo Amostras que compõe os 

Grupos de Teste 

Total de amostras 

controle interno 

Ponto de Coleta 1 1: Pontos de Coleta 2,3,4,5 2 

Ponto de Coleta 2 2: Pontos de Coleta 1,3,4,5 4 

Ponto de Coleta 3 3: Pontos de Coleta 1,2,4,5 2 

Ponto de Coleta 4 4: Pontos de Coleta 1,2,3,5 2 

Ponto de Coleta 5 5: Pontos de Coleta 1,2,3,4 2 

 

Não foi utilizado o conjunto integral de amostras na construção dos 

modelos deste teste. Algumas amostras foram selecionadas aleatoriamente 

para controle interno da classificação. O total de amostras de controle foi 

definido em função do número total de amostras de cada grupo (Tabela 2). 

 

3.3.4 PREDIÇÃO DE ARAUCÁRIAS JOVENS COM SEXO INDEFINIDO  

 O sexo de dez árvores jovens sem expressão sexual observável foi 

predito em cada um dos modelos criados, usando a técnica de KNN. Dentre 

as amostras, nove foram coletados no Estado do Paraná e uma foi coletada 

no Estado de Goiás no Campus Samambaia da UFG. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 PERFIL ESPECTRAL DE RMN HR-MAS DE 1H 

 Os espectros de RMN HR-MAS de 1H da A. angustifolia apresentaram 

grande sobreposição de sinais devido à complexidade da amostra, uma vez 

que suas folhas foram analisadas in natura com o único pré-processamento 

sendo a moagem e hidratação com água deuterada a fim de conferir 

mobilidade às substâncias químicas presentes na amostra. 

 Apesar da sobreposição dos sinais, foi obtida uma boa resolução nos 

espectros como pode ser visto na Figura 4.1.  

A sequencia de pulso utilizada para aquisição dos dados de RMN foi a 

CPMG (Carr – Purcell – Meiboom – Gill), a qual também é conhecida como 

filtro de T2 . Esta sequencia de pulso foi desenvolvida para medir o tempo de 

relaxação transversal natural T2, mas comumente é utilizada para editar o 

espectro através da eliminação de sinais de macromoléculas, que são 

alargados e sobrepõem os sinais de moléculas menores. Um pulso de pré-

saturação pode ser adicionado a esta sequência um pulso para suprimir o 

sinal da água, ficando então conhecida como CPMGPR.
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Figura 4.1 – Espectros de RMN de 1H de replicatas das folhas de exemplar de A. angustifolia utilizando a sequência de pulso CPMGPR. 
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A boa resolução obtida tornou possível identificar alguns dos 

compostos presentes, os quais estão listados na Tabela 3. Os compostos 

foram identificados por comparação com dados da literatura (Perez, 2010) e 

elucidação dos experimentos bidimensionais HSQC (Figura 4.2) e TOCSY 

(Figura 4.3). 

 

Tabela 3. Deslocamentos químicos de RMN dos compostos identificados 

nos espectros de folhas de araucária. 

 Atribuição   1H Multiplic/ 

J (Hz) 

 13C  1H* J*   

13C* 

Aminoácidos 

Alanina -CH3 1,48 d/7,2 a 1,49 7,3  

Valina -CH3 0,99 d/7,1 a 1,00 6,9  

GABA -CH2 2,32 t/7,3 a 2,30 7,1 35,20 

Açúcares 

 – 

glucose

C1H 5,23 d/3,6 95,0 5,25 d/3,7 92,98 

C4H 3,42 m a 3,44   

C2H 3,56 m a 3,57   

C3H 3,71 m a 3,73   

C6H 3,82 m a 3,88   

   a 3,73   

 - 

glucose 

C1H 4,63 d/7,9 99,0 4,66 d/7,9 96,76 

C2H 3,24 dd/9,1;8,3 77,45 3,27 dd/9,1;8,3 75,02 

C4H 3,41 s 73,18/ 3,42  70,49 

C6H 3,88 m 75,04 3,88  61,63 

 3,73 m  3,73   

Outros metabólitos 

Colina  NCH3 3,20 s 57,0 3,21 s 54,85 

*Perez et al.(2010) 

a sinais não identificados pelo experimento de gHSQC (sobreposição de 

sinais) 
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Figura 4.2 – Mapa de correlação direta 1H-13C obtido através do experimento gHSQC utilizando a sonda HR-MAS.    
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Figura 4.3: Mapa de correlação a longa distância 1H-1H obtido através do experimento TOCSY utilizando a sonda HR-MAS. 

ppm

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.0 ppm

1

2

3

4

5

6

7

Ala

 - Glu

ppm

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.0 ppm

1

2

3

4

5

6

7

Ala

 - Glu

ppm

4.604.654.704.754.804.854.904.955.005.055.105.155.205.255.30 ppm

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

4.0

4.1

4.2

 - Glu

 - Glu

ppm

4.604.654.704.754.804.854.904.955.005.055.105.155.205.255.30 ppm

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

4.0

4.1

4.2

 - Glu

ppm

4.604.654.704.754.804.854.904.955.005.055.105.155.205.255.30 ppm

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

4.0

4.1

4.2

 - Glu

 - Glu



 23 

Na tentativa de atribuir os sinais e elucidar os compostos majoritários 

do espectro de RMN HR-MAS de 1H, foram realizadas extrações em D2O, 

MeOD, e CDCl3, cujo resultado em D2O foi equivalente ao obtido com a 

amostra in natura (sonda HR-MAS). O extrato foi analisado por RMN em 

solução, obtendo-se os mapas de correlação direta (gHSQC) e a longa 

distância ( gHMBC) 1H – 13C. Embora a elucidação do componente 

majoritário não tenha sido completada, os experimentos encontram-se 

ilustrados nas Figuras 4.4 e 4.5 e as atribuições dos sinais correlacionados 

encontram-se destacados na Tabela 4. 
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Figura 4.4 – Mapa de correlação direta 1H-13C obtido através do experimento 

gHSQC do extrato em “D2O”, realizado com a sonda TBI 5mm. 
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Figura 4.5 – Mapa de correlação a longa distância 1H-13C obtido através do 

experimento gHMBC do extrato em “D2O”, realizado com a sonda TBI 5mm. 
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Tabela 4. Deslocamentos químicos de RMN do(s) composto(s) majoritário(s) 

não elucidado(s). 

 1H Multiplicidade/J (Hz)  13Ca gTOCSYb gHMBCc 

2,21 dd/18 e 6,7 35,8 2,76; 3,72; 3,99; 

4,42 e 6,53 

69,6; 134,0; 

139,0 

2,76 dd/18 e 6,7 35,8 2,21; 3,72; 3,99; 

4,42 e 6,53 

69,6; 75,0; 

134,0; 139,0 

3,72 m 67,2 2,21; 2,76; 4,42 

e 6,53 

35,8; 134,0 

3,99 m 64,0 2,21; 2,76; 4,42 

e 6,53 

- 

4,42 t/4,02 69,6 2,21; 2,76; 3,72 

e 3,99 

69,6; 75,0; 

134,0; 139,0 

6,53 sl 134,0 2,21; 2,76; 3,72; 

3,99 e 4,42 

35,8; 75,0 

3,45 s 60,9 - 84,8 

3,60 s 62,4 - 87,2 

a Obtido a partir do experimento de gHSQC, HR-MAS e em solução. 
b Obtido a partir das análises por RMN HR-MAS. 
c Obtido a partir das análises por RMN em solução. 
 

De modo geral foi possível observar algumas diferenças entre os 

sinais das amostras macho e fêmea, como um deslocamento do simpleto na 

região de 3,4 ppm, que majoritariamente em amostras macho se encontrava 

em 3,45 ppm, e em amostras fêmeas se encontrava ligeiramente deslocado 

aparecendo em 3,48.  

Observou-se também que o sinal na região de 6,4 ppm apresentou 

variação do deslocamento químico em função do sexo na maioria das 

amostras analisadas. Em amostras fêmeas ele aparece entre 6,46 e 6,48 

ppm, já nas amostras macho ele aparece predominantemente acima de 6,50 

ppm, sendo que em algumas amostras ele chegou até a 6,57 ppm. No 

entanto algumas amostras não seguiram essas tendências e outras nem 

mesmo apresentaram esse sinal. 
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Por isso a necessidade das análises quimiométricas, visto que a partir 

de uma análise visual não foi possível avaliar todas as variáveis e apontar 

somente um grupo de sinais, dado que amostras biológicas sofrem 

influências de diversos fatores como solo, clima, estresse hídrico, traumas e 

doenças, que podem influenciar no perfil metabólico da planta. 

 

4.2 ANÁLISE QUIMIOMÉTRICA 

4.2.1 ANÁLISE EXPLORATÓRIA POR PONTO DE COLETA 

 No tratamento quimiométrico as amostras foram avaliadas por ponto 

de coleta e observou-se diferentes padrões de agrupamento entre elas. 

 

4.2.1.1 PONTO 1 – AV. NOSSA SENHORA DA LUZ 

A PCA com pré-processamento centrado na média para as amostras 

do Ponto 1 (PC1 x PC2, 79,61 e 6,56%, respectivamente) apresentou um 

padrão de agrupamento entre os indivíduos do mesmo sexo no eixo de PC1 

(Figura 4.6). As amostras de araucária macho agruparam-se em PC1 

positivo e as amostras de araucária fêmea em PC1 negativo. Em PC2 as 

diferenças entre as amostras do mesmo grupo podem ser atribuídas às 

variações naturais de cada árvore, decorrentes de características como a 

idade da planta, doenças, predadores, etc. No entanto observa-se que as 

diferenças em PC2 são pouco significativas visto que a variação da escala e 

o percentual de variância explicada (6,56%) são menores. Além disso, nota-

se que a diferenciação entre os sexos está ocorrendo em PC1. 
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Figura 4.6 – Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia macho 

(em azul) e fêmea (em preto) do Ponto 1, obtido a partir dos espectros de 

RMN HR-MAS de 1H. 

 

O perfil de separação das amostras pode ser explicado através do 

gráfico de loadings (Figura 4.7), o qual apresenta as variáveis mais 

relevantes para a discriminação observada para os grupos. Pelos loadings, é 

possível perceber a influência do sinal em 3,48 ppm para o agrupamento das 

araucárias fêmeas em PC1 negativo, enquanto o sinal em 3,45 ppm foi 

responsável pelo agrupamento dos indivíduos machos em PC1 positivo. 
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Figura 4.7 Gráfico de loadings de PCA das folhas de A. angustifolia do Ponto 

1, obtido a partir dos espectros de RMN HR-MAS de 1H. 

 

Embora os principais sinais responsáveis pela separação entre os 

grupos macho e fêmea (3,45 e 3,48 ppm) não tenham sido elucidados, 

podemos visualizar que estes sinais apresentaram variação em seu 

deslocamento químico, como destacado na figura 4.8. É importante ressaltar 

que as variações no deslocamento químico não foram causadas por 

variações na temperatura, pois esta foi devidamente controlada.  
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Figura 4.8 – Expansão dos espectros de RMN HR-MAS de 1H para a 

visualização das variações no deslocamento químico de alguns sinais. 

 

Com o pré-processamento autoescalonado, houve um decréscimo na 

variância explicada (PC1 x PC2, 62,53% no total) e a diferenciação entre os 

sexos se deu somente em PC2, com 22,71%, alocando machos em PC2 

negativo e fêmeas em PC2 positivo (Figura 4.9a). 

Embora essa PCA não tenha uma boa representatividade e não tenha 

sido selecionada para nortear as análises de classificação, os loadings 

observados foram importantes para acrescentar significância a outros sinais 

(Figura 4.9b), especialmente o simpleto largo na faixa de 6,45 a 6,50 ppm 

para fêmeas e 6,51 a 6,57 ppm para machos, os duplos-dupletos em 2,22 e 

2,76 ppm para machos e o dupleto anomérico da α e β-glucose em 5,23 e 

4,63 ppm, respectivamente, para ambos os sexos, dentre outros sinais. 
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Figura 4.9 - a) Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia do 

Ponto 1 , macho (em azul) e fêmea (em preto); b) Gráfico de loadings  da 

PCA das folhas de A. angustifolia do Ponto 1, obtido a partir do pré-

processamento autoescalonado. 
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 Após a visualização dos principais sinais responsáveis por discriminar 

machos e fêmeas, foi realizada uma PCA com pré-processamento centrado 

na média, utilizando a região do espectro entre 3,43 a 3,49 ppm, por 

tratarem-se dos sinais majoritariamente responsáveis pela discriminação 

sexual. 

O gráfico de escores obtido (Figura 4.10) mostra a separação entre os 

sexos ao longo de PC1, de forma semelhante ao resultado obtido com o 

espectro inteiro. No entanto nota-se uma menor dispersão em PC2, o que 

pode ser atribuído à exclusão de sinais relacionados às características 

intrínsecas de cada árvore, bem como de características espectrais 

associadas a parâmetros experimentais (shimming, preparo da amostra, 

etc.). Somente duas replicatas de fêmeas se localizaram em valores mais 

altos de PC2 no espaço amostral, o que pode ser atribuído principalmente a 

parâmetros experimentais, já que o empacotamento da amostra na HR-MAS 

é passível de problemas de reprodutibilidade.   

Quanto à variância explicada observa-se que houve um aumento, 

com PC1 x PC2 99,82% no total. 
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Figura 4.10 – Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia 

macho (em azul) e fêmea (em preto) do Ponto 1, obtido a partir da região 

entre 3,43 e 3,49 ppm dos espectros de RMN HR-MAS de 1H. 

 

4.2.1.2 PONTO 2 – PARQUE MUNICIPAL BARREIRINHA  

 

Para o Ponto 2, a PCA (PC1 x PC2, 70,57 e 14,44%, 

respectivamente) apresentou uma tendência de separação entre os grupos 

macho e fêmea ao longo de PC1 (Figura 4.11). As amostras de araucária 

macho ficaram distribuídas em valores mais negativos de PC1, enquanto as 

fêmeas em valores mais positivos. Entretanto, embora o gráfico de hotelling 

e de influência (Figura 4.12) não tenha apontado outliers relevantes, exceto 

uma replicata de duas árvores distintas, não houve distinção clara entre os 

grupos, bem como diversas amostras ficaram alocadas em sobreposição. 
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Do mesmo modo que para o Ponto 1, a dispersão das amostras em 

PC2 foi interpretada como as diferenças experimentais e intrínsecas de cada 

indivíduo. 
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Figura 4.11– Gráfico de escores de PCA das folhas de A. angustifolia do 

Ponto 2, macho (em azul) e fêmea (em preto), obtido a partir dos espectros 

de RMN HR-MAS de 1H. 
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Figura 4.12 – Gráfico de influência (a) e hotelling (b) da PCA das folhas de 

A. angustifolia do Ponto 2, macho (em azul) e fêmea (em preto), obtido a 

partir dos espectros de RMN HR-MAS de 1H 
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A partir do gráfico de loadings (Figura 4.13), os mesmos sinais em 

3,45 e 3,48 ppm, responsáveis pela separação dos grupos do Ponto 1, foram 

os responsáveis pela tendência de agrupamento no Ponto 2. Outros sinais 

que se destacam no gráfico de loadings são atribuídos a características 

ambientais, que podem ser responsáveis pela dispersão amostral observada 

em PC2. 
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Figura 4.13 – Gráfico de loadings de PCA das folhas de A. angustifolia do 

Ponto 2, obtido a partir dos espectros de RMN HR-MAS de 1H. 

 

Visando avaliar o agrupamento das amostras utilizando somente a 

região espectral que compreende os sinais mais importantes do gráfico de 

loadings (3,43 e 3,49 ppm), foi realizada uma análise exploratória dos dados 

desta estreita região com o mesmo conjunto amostral e o mesmo pré-

processamento. 
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Figura 4.14 – Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia 

macho (em azul) e fêmea (em preto) do Ponto 2, obtido a partir da região 

entre 3,43 e 3,49 ppm dos espectros de RMN HR-MAS de 1H. 

 

 O resultado mostrado na Figura 4.14 mostra que não houve melhora 

no agrupamento das amostras, e é possível observar um aumento na 

dispersão das mesmas em PC2. No entanto a variância explicada total (PC1 

+ PC2 = 97,08%) melhorou com relação à PCA com o espectro inteiro (PC1 

+ PC2 = 85,01%).  

 

4.2.1.3 PONTO 3 – ALMIRANTE TAMANDARÉ 

 

Para o Ponto 3, a discriminação entre os sexos da araucária foi 

observada através da correlação dos eixos de PC1 e PC2 (Figura 4.15a), os 

quais apresentaram 81,20 e 11,90% de informação sobre o sistema, 

respectivamente. No gráfico de loadings (Figura 4.15b) igualmente para os 
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Pontos 1 e 2, as variáveis em 3,45 e 3,48 ppm foram majoritariamente 

responsáveis pela separação dos sexos neste ponto de coleta.  
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Figura 4.15 – a) Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia do 

Ponto 3 , macho (em azul) e fêmea (em preto); b) Gráfico de loadings  da 
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PCA das folhas de A. angustifolia do Ponto 3, obtido a partir do pré-

processamento centrado na média. 

 

Comparando-se os pontos de coleta 2 e 3, pode-se perceber que 

enquanto o primeiro apresentou somente uma tendência de separação em 

PC1, o Ponto 3 mostrou um separação mais eficiente a partir da 

dependência entre os dois primeiros eixos (PC1+PC2, 93,10%). 

Do mesmo modo, a comparação entre os Pontos 1 e 3 mostra que 

apesar de ambos apresentarem a discriminação entre os sexos, houve um 

perceptível acréscimo da variância explicada para o Ponto 3 (83,46% PC1 

para o Ponto 1; 93,10% PC1+PC2 para o Ponto 3). 
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Figura 4.16– Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia macho 

(em azul) e fêmea (em preto) do Ponto 3, obtido a partir da região entre 3,43 

e 3,49 ppm dos espectros de RMN HR-MAS de 1H. 
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Ao observar a PCA realizada analisando somente a região entre 3,43 

e 3,49 ppm (Figura 4.16) percebe-se a separação entre os sexos ocorrendo 

em PC1, com as fêmeas alocando-se em PC1 negativo e machos em PC1 

positivo. Nota-se um aumento na variância explicada (PC1+PC2 = 99,8%) 

em relação à PCA realizada para o espectro inteiro.  

Observa-se que replicatas de uma árvore, descrita como fêmea 

duvidosa na coleta, agruparam – se com machos na PCA mostrada na 

Figura 4.16, enquanto a mesma se agrupou como fêmea na PCA realizada 

para o espectro inteiro (Figura 4.15a). Embora não seja possível concluir 

sobre tal comportamento é possível estimar que a informação dos outros 

sinais auxilia na discriminação sexual das araucárias. 

 

4.2.1.4 PONTO 4 – ZOOLÓGICO DO PARQUE IGUAÇU 

 

Para o Ponto 4, assim como para o Ponto 1, dois tipos de pré-

processamento foram realizados, visto que ambos apresentaram resultados 

relevantes.  

Para a PCA com pré-processamento centrado na média, a variância 

explicada em PC1 e PC2 foi de 89,55%. Todavia, o gráfico de escores 

(Figura 4.17a) apresentou somente uma tendência em alocar indivíduos 

machos em PC1 negativo e fêmeas em PC1 positivo. Esta separação foi 

ocasionada pela influência majoritária dos sinais em 3,45 ppm para machos 

e 3,48 ppm para fêmeas (Figura 4.17b). 
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Figura 4.17 - a) Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia do 

Ponto 4 , macho (em azul) e fêmea (em preto); b) Gráfico de loadings  da 

PCA das folhas de A. angustifolia do Ponto 4, obtido a partir do pré- 

processamento centrado na média. 
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Por outro lado, com o pré-processamento autoescalonado, o gráfico 

de escores de PC1 e PC2 apresentou menor variância total, com 65,30% 

nos dois primeiros eixos. Porém a separação entre os sexos foi melhor 

observada ao longo de PC2, sendo negativo para machos e positivo para 

fêmeas (Figura 4.18a), mesmo com a fronteira pouco evidente entre os 

sexos. Tal qual para as variáveis do Ponto 1, diferentes loadings foram 

evidenciados (Figura 4.18b).  

Deste modo, ambos os pré-processamentos foram empregados para 

as análises de KNN, visando avaliar a melhor classificação. 
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Figura 4.18 - a) Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia do 

Ponto 4 , macho (em azul) e fêmea (em preto); b) Gráfico de loadings  da 

PCA das folhas de A. angustifolia do Ponto 4, obtido a partir do pré-

processamento autoescalonado. 
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 A fim de observar o perfil de separação obtido quando somente os 

principais sinais observados nos loadings (3,45 e 3,48 ppm) são analisados, 

realizou-se a PCA com ambos os pré-processamentos para somente essa 

região dos espectros. Os gráficos de escores obtidos (Figura 4.19 e Figura 

4.20) mostram que para o Ponto 4 a utilização dessa região espectral não foi 

suficiente para melhorar a separação entre machos e fêmeas.  
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Figura 4.19 – Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia 

macho (em azul) e fêmea (em preto) do Ponto 4, obtido a partir da região 

entre 3,43 e 3,49 ppm dos espectros de RMN HR-MAS de 1H com pré-

processamento centrado na média. 

 

Observa-se para o pré-processamento centrado na média o 

agrupamento de alguns machos em PC1 positivo, e uma região de 

correlação entre PC1 e PC2 na qual houve sobreposição de amostras 

machos e fêmeas, não sendo possível visualizar nenhuma fronteira entre os 
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sexos no espaço amostral. No entanto houve um aumento considerável na 

variância explicada em PC1 e PC2, comparando-se a PCA realizada com 

todos os sinais do espectro (PC1+PC2= 65,3%) e a PCA realizada com os 

sinais entre 3,43 e 3,49 ppm ( PC1+PC2 = 99,94%). 

Quando se comparam as PCAs obtidas com o pré-processamento 

autoescalonado verifica-se que a análise do espectro inteiro forneceu uma 

melhor separação entre machos e fêmeas, apesar de apresentar variância 

explicada inferior (PC1 51,03%; PC2 14,27%) à obtida com somente a 

região do espectral entre 3,43 e 3,49 ppm ( PC1 53,88%; PC2 40,38%). 
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Figura 4.20 – Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia 

macho (em azul) e fêmea (em preto) do Ponto 4, obtido a partir da região 

entre 3,43 e 3,49 ppm dos espectros de RMN HR-MAS de 1H, com pré-

processamento autoescalonado. 
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4.2.1.5 PONTO 5 – PIRAQUARA 

Para a PCA do Ponto 5 foi utilizado o pré-processamento centrado na 

média, e foi obtida uma variância explicada em PC1 e PC2 de 84,07%. 

Apesar de a variância explicada ter sido comparável aos valores obtidos 

para os Pontos 1 e 2, nos quais uma clara distinção entre os sexos e uma 

tendência de separação foram observadas, respectivamente, para o Ponto 5 

a discriminação sexual por PCA não foi visualmente observada. O gráfico de 

escores (Figura 4.21) mostra que não foi possível visualizar nem mesmo 

uma tendência de separação entre as araucárias de sexos diferentes.  

Considerando que no Ponto 5 as árvores coletadas estavam mais 

distantes entre si, chegando até a 2 km de distância entre as coletas, é 

possível inferir que existe uma maior variação nos fatores ambientais que 

podem influenciar nas características metabólicas da planta, em comparação 

aos demais pontos de coleta. Sendo assim é possível que características 

intrínsecas das árvores coletadas tenham inserido uma maior variabilidade 

na PCA, de modo que as similaridades metabólicas relacionadas ao sexo 

das árvores tenham sido suprimidas. 
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Figura 4.21 – Gráfico de escores de PCA das folhas de A. angustifolia do 

Ponto 5, macho (em azul) e fêmea (em preto), obtido a partir dos espectros 

de RMN HR-MAS de 1H. 

 

 Apesar de no gráfico de escores não ter sido possível a visualização 

da separação entre os indivíduos de sexo diferente, o gráfico de loadings 

revelou que os sinais importantes para a PCA foram os mesmos para todos 

os pontos de coleta (3,45; 3,48 ppm), demonstrando concordância com os 

resultados obtidos.  
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Figura 4.22 – Gráfico de loadings de PCA das folhas de A. angustifolia do 

Ponto 5, obtido a partir dos espectros de RMN HR-MAS de 1H. 

 

 A PCA para a região espectral entre 3,43 e 3,49 ppm foi obtida com o 

pré-processamento centrado na média. O gráfico de escores obtido é 

mostrado na Figura 4.22 e mostra que para o Ponto 5, assim como para os 

Pontos 2, 3 e 4, não houve melhora na separação entre os sexos. Isso 

corrobora que apesar dos sinais 3,45 e 3,48 ppm serem os sinais mais 

importantes para a separação entre os sexos no gráfico de loadings, existe a 

influência de outras regiões do espectro para que a separação entre os 

grupos seja mais efetiva.  

Observou-se também que, de forma semelhante ao que aconteceu 

para os outros pontos de coleta, apesar de não ter sido possível observar 

visualmente a separação entre machos e fêmeas no gráfico de escores a 

variância explicada em PC1 e PC2 aumentou de 84,07% (PCA com toda a 

região espectral) para 99,71% (região entre 3,43 e 3,49 ppm). 
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Figura 4.23 – Gráfico de escores da PCA das folhas de A. angustifolia 

macho (em azul) e fêmea (em preto) do Ponto 5, obtido a partir da região 

entre 3,43 e 3,49 ppm dos espectros de RMN HR-MAS de 1H. 

 

4.2.2 RELAÇÃO ENTRE PONTOS DE COLETA E EXPRESSÃO SEXUAL 

DE ARAUCÁRIAS 

Através das análises de PCA dos espectros de RMN HR-MAS obtidos 

para as amostras de A. angustifolia coletadas e das características locais de 

cada ponto de coleta, foi possível perceber uma relação entre a distância 

dos indivíduos coletados em cada ponto e o perfil metabólico da expressão 

sexual. 

No Ponto 1 as árvores amostradas estavam a poucos metros de 

distância umas das outras. Por RMN HR-MAS de 1H e quimiometria essas 

amostras apresentaram um excelente padrão de agrupamento entre 

indivíduos do mesmo sexo (Figura 4.6). 



 49 

 Nos Pontos 2 e 3 as árvores das quais foram coletadas as amostras 

estavam mais distantes entre si, com aproximadamente 300 m de distância 

umas das outras. No entanto, enquanto no Ponto 2 foi observada apenas 

uma tendência de separação (Figura 4.11), no Ponto 3 obteve-se o melhor 

percentual de variância explicada associada à excelente diferenciação entre 

os sexos (Figura 4.15a). Embora a distância entre os indivíduos nos pontos 

de coleta seja similar, o resultado obtido por PCA mostrou-se 

significativamente diferente, e considerando as características locais, uma 

diferença importante entre os pontos de coleta em questão é a maior 

densidade de outras espécies de plantas no Ponto 2. 

A mesma tendência pode ser observada para o Ponto 4, onde a 

distância entre as árvores das quais amostras foram coletadas é maior e há 

grande densidade de outras plantas nesta região, ocasionando uma 

separação entre os sexos menos evidente (Figura 4.17a). Tal qual para o 

Ponto 5 que, mesmo não se tratando de região com grande densidade de 

plantas, a maior distância entre as árvores amostradas implicou numa PCA 

sem tendência visual de distinção dos grupos macho e fêmea (Figura 4.21). 

Segundo Tanurdzic e Banks (2004), a expressão sexual em plantas é 

diversificada, podendo abranger desde cromossomos sexuais, como para 

Marchantia polymorpha e Silene latifolia, a regulação hormonal para Zea 

mays e Cucumis sativa e a comunicação química cruzada (feromônios) entre 

indivíduos de Ceratopteris richardii. De acordo com Durand e Durand (1984), 

a determinação do sexo de plantas superiores (Angiospermas e 

Gimnospermas) se dá no estágio da fertilização assim como para animais, 

quando ocorre a combinação dos genes para machos ou fêmeas no zigoto. 

Machos ou fêmeas genéticas, por sua vez, desenvolvem hormônios 

reguladores dos fenótipos sexuais para a expressão das características 

secundárias. Nesse sentido, diversos trabalhos apresentam relatos dos 

hormônios reguladores da expressão sexual, tais como citocinina, giberilina, 

etileno e auxina, embora não exista especificidade, pois a relação entre a 

indução sexual e os hormônios depende da espécie da planta. Por exemplo, 

a administração de cinetina causa a feminilização de machos genéticos em 

Vitis vinifera (Negi e Olmo, 1966; Doazan e Cuellar, 1970) e a 
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masculinização de fêmeas genéticas em Cannabis sativa (Galoch, 1978); e a 

administração de ácido indol-3-acético (IAA) aumenta o percentual de 

fêmeas em mudas não enraizadas de Cannabis sativa (Chailakhyan e 

Khryanin, 1978) e causa a masculinização de fêmeas genéticas em 

Mecurialis annua cultivadas in vitro (Champault, 1969). 

No caso das araucárias observou-se que nos locais em que os 

indivíduos coletados estavam mais distantes entre si houve maior região de 

sobreposição entre machos e fêmeas na PCA. Supõe-se que isso ocorra em 

função da menor indução hormonal devido à dificuldade na comunicação 

química cruzada (feromônios) à medida que cresce a separação geográfica 

entre os indivíduos macho e fêmea (araucárias dos Pontos 1, 3 e 5 

sucessivamente). Do mesmo modo, para os indivíduos situados em locais 

em que havia grande densidade de outras plantas, a indução hormonal pode 

ter sido dificultada e as separações entre os sexos tornaram-se menos 

claras, mesmo que a distância entre os indivíduos coletados não seja tão 

grande, como no Ponto 4 por exemplo. 

Adicionalmente, fatores ambientais como diferentes características do 

solo, disponibilidade de água, incidência solar, fotoperíodo, predação de 

espécies animais e vegetais, entre outros, bem como a variabilidade 

genética podem interferir na maior dispersão entre os agrupamentos em 

função da distância entre as araucárias coletadas. 

Todavia, em todos os casos, os resultados obtidos por RMN HR-MAS 

de 1H e quimiometria indicam que os mesmos marcadores químicos (perfis 

metabólicos) foram majoritariamente responsáveis pela diferenciação dos 

sexos das araucárias. Portanto, a completa elucidação destes indica 

fortemente uma alternativa para o conhecimento do sexo das árvores, 

mesmo quando esta ainda não tenha manifestado seus caracteres sexuais 

secundários (megastróbilos e microstróbilos). 

 

4.2.3 TESTE DE CLASSIFICAÇÃO DE AMOSTRAS COM SEXO 

DEFINIDO ENTRE GRUPOS 

Um teste foi elaborado com o objetivo de avaliar a robustez dos 

modelos criados diante das diferentes condições ambientais existentes em 
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diferentes pontos de coleta. Neste teste, foi utilizado o modelo criado com as 

amostras de um dado ponto de coleta para classificar as amostras dos 

outros quatro pontos de coleta, utilizando KNN. 

Considerando que os gráficos de escores de PCA apontaram 

diferentes agrupamentos para cada ponto de coleta, tanto os modelos 

quanto os grupos de teste foram construídos de forma independente. Desta 

forma, os modelos são representativos desde situações em que há melhor 

tendência de agrupamento (Pontos 1 e 3) até situações nas quais os 

agrupamentos são menos evidentes (Pontos 2, 4 e 5). 

Os percentuais de acerto para cada modelo juntamente com o seu 

grupo de teste correspondente são mostrados na Tabela 5. Foram obtidos 

diferentes percentuais de acerto para machos e fêmeas em cada modelo. No 

entanto, a partir do percentual total é possível correlacionar as 

características locais ao comportamento observado. Para isso, temos três 

situações distintas: baixa densidade arbórea para distâncias variáveis, 

densidade variável para distâncias constantes e alta densidade arbórea para 

distâncias variáveis. 

 

Tabela 5 – Resultados do teste de classificação de amostras com sexo 

conhecido entre grupos de diferentes pontos de coleta, por KNN (Kth Nearest 

Neighbor). 

Modelo/Número de 
vizinhos mais 

próximos utilizados 
(NN) 

Grupo de 
Teste 

Percentual de acerto (%) 

Machos Fêmeas Geral 

Ponto de Coleta 1/ 
5NN 

Teste 1 37,83% 89,39% 62,14% 

Ponto de Coleta 2/ 
1NN 

Teste 2 34,43% 71,93% 52,54 

Ponto de Coleta 3/ 
3NN 

Teste 3 68,00% 74,24% 70,92% 

Ponto de Coleta 4a/ 
1NN 

Teste 4 79,41% 46,97% 63,43% 

Ponto de Coleta 4b/ 
1NN 

Teste 4 77,94% 48,49% 63,43% 

Ponto de Coleta 5/ 
1NN 

Teste 5 39,68% 74,65% 58,21% 

a – pré-processamento centrado na média; b – pré-processamento autoescalonado 
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Para pontos de coleta onde a densidade arbórea é menor, o fator 

distância entre as árvores foi mais importante para corroborar a validade do 

modelo. O aumento da distância entre as araucárias (Pontos 1 e 3) 

aumentou o percentual de acerto para o conjunto de validação (62,14 e 

70,92 %, respectivamente). No entanto, quando a distância entre as árvores 

coletadas era muito maior (5 km x 300m), houve decréscimo no percentual 

de acerto do modelo. Estes fatos podem ser explicados pela diminuição da 

especificidade do modelo com o aumento considerável da área amostrada, o 

qual passa a englobar uma grande quantidade de variáveis dependentes do 

ambiente, bem como potenciais variabilidades genéticas intrínsecas.   

Para pontos de coleta em que a densidade arbórea é variável e a 

distância entre as araucárias amostradas é a mesma (Pontos 2 e 3), houve 

um ganho de acerto nos modelos quando a densidade de outras plantas é 

menor (52,54 e 70,92 % para os Pontos 2 e 3, respectivamente). 

Diferentemente do que foi exposto para distâncias variáveis, a dispersão na 

comunicação cruzada imposta pela maior densidade de organismos vegetais 

distintos produz competições ambientais naturais, visto que plantas 

diferentes produzem sinalizadores químicos diversos, o que pode induzir 

uma maior variabilidade nos metabólitos da planta. 

Por outro lado, quando as araucárias estão dispostas em alta 

densidade de plantas para distâncias variáveis (Pontos 2 e 4), o modelo no 

qual as árvores coletadas eram mais distantes obteve o maior percentual de 

acerto (52,54 e 63,43% para os grupos 2 e 4, respectivamente). Isso pode 

ser atribuído ao fato de que árvores mais distantes englobam maiores 

variabilidades genéticas e ambientais, de modo que o modelo do Ponto 4 foi 

capaz de prever com maior índice de acerto o sexo de amostras dos outros 

pontos de coleta. 

 

4.2.4 PREDIÇÃO DE ARAUCÁRIAS JOVENS COM SEXO INDEFINIDO 

Os cinco modelos criados com amostras de araucária com sexo 

conhecido foram utilizados para predizer o sexo de dez árvores jovens sem 

expressão sexual observável (ausência dos órgãos reprodutores).  
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  Todas as amostras foram coletadas no estado do Paraná, exceto a 

amostra nomeada “i8a” que foi coletada no campus Samambaia da UFG.  

Os resultados da predição por KNN dos indivíduos jovens sem 

expressão sexual são mostrados na Tabela 6.  

 

Tabela 6 – Predição do sexo de indivíduos jovens de araucária sem 

expressão sexual observável por KNN, nos cinco modelos criados. 

Amostra Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Sexo 
5NN 1NN 3NN 1NN 1NN  

i1A M M M M M M 
i6A M F M M M M 
i6B F F F M F F 
i6C M F M M M M 
i6D F F M M M M 
i6E F M F M M M 
i6F F F F M M F 
i7A F M M M F M 
i7B F M F M F F 
i8A M M M M F M 

 

 

De todas as amostras testadas somente uma apresentou 

concordância em sua predição perante todos os modelos testados. Para as 

outras árvores a indicação do sexo foi feita por meio da classificação 

majoritária entre os modelos testados. 

 A amostra i1a foi coletada na Av. Nossa Senhora da Luz (Ponto 1), e 

foi a única que apresentou 100% de concordância na predição de seu sexo 

em todos os modelos testados. 

Dentre as amostras do Ponto 6 as amostras i6a, i6b e i6c foram 

preditas respectivamente como macho, fêmea e macho em quatro dos cinco 

modelos testados. Já as amostras i6d e i6e foram preditas majoritariamente 

como macho, enquanto a amostra i6f foi majoritariamente fêmea para três 

dos cinco modelos. 

Dentre as amostras do Ponto 7, a amostra i7a foi predita 

majoritariamente como macho em três dos cinco modelos, enquanto a 

amostra i7b foi considerada majoritariamente fêmea na mesma proporção. 
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A amostra i8a, que é a árvore coletada na UFG, foi predita 

majoritariamente como macho.  

Apesar da árvore da UFG estar sujeita a condições de clima, 

incidência solar, solo, predadores, etc, bastante distintas em relação àquelas 

coletadas no Estado do Paraná, observou-se grande semelhança entre os 

perfis metabólicos obtidos por RMN HR-MAS (Figura 4.24). Em todas as 

amostras de árvores jovens analisadas foi possível observar o simpleto na 

região de 3,4 ppm, e a pequena variação em seu deslocamento (entre 3,45 e 

3,48 ppm ) a qual se mostrou bastante importante na separação entre 

machos e fêmeas nos modelos testados. 
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i8a (Araucária UFG)

i6a (Araucária 

Paraná)

i7a (Araucária 

Paraná)

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

4.64.85.05.2 ppm

4.64.85.05.2 ppm

4.64.85.05.2 ppm

3.23.33.4 ppm

3.23.33.4 ppm

3.23.4 ppm

3.63.84.0 ppm

3.63.84.0 ppm

3.84.0 ppm

i8a (Araucária UFG)

i6a (Araucária 

Paraná)

i7a (Araucária 

Paraná)

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

4.64.85.05.2 ppm

4.64.85.05.2 ppm

4.64.85.05.2 ppm

3.23.33.4 ppm

3.23.33.4 ppm

3.23.4 ppm

3.63.84.0 ppm

3.63.84.0 ppm

3.84.0 ppm

 

Figura 4.24 – Comparação dos perfis metabólicos da árvore coletada na UFG e das árvores coletadas no Paraná.
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Através da análise da Figura 4.24 é possível observar que existem 

algumas diferenças nas intensidades e proporções de alguns sinais.  

Na região entre 0,7 e 1,9 ppm não foram identificadas diferenças 

significativas entre as amostras obtidas no Paraná e em Goiás.  

Na região entre 1,9 e 3,0 ppm observa-se, no espectro da amostra 

coletada na UFG (i8a), que os duplo-dubletos em 2,21 e 2,76 ppm possuem 

intensidade baixa em relação aos outros sinais de modo que quase não são 

perceptíveis. No espectro obtido da amostra i6a estes sinais são bastante 

proeminentes, apesar do sinal em 2,21 ppm não ter mostrado sua 

multiplicidade claramente. Já para a amostra i7a, estes sinais possuem 

intensidade relativa semelhante à obtida para a araucária da UFG. 

Na região entre 3,0 e 3,46 ppm verifica-se a presença dos mesmos 

sinais, independentemente do local de coleta. Na região entre 3,4 e 4,1 ppm 

notam-se diferenças na proporção da intensidade dos sinais em 3,45 e 3,60 

ppm entre as amostras i6a (2:1) e as amostras i7a e i8a (1,5:1).  

A região entre 4,3 e 5,4 ppm mostra diferenças significativas entre as 

amostras em questão, podendo estar relacionada a diversos fatores que não 

foram mensurados neste trabalho. 

Percebe-se então que as diferenças observadas entre as amostras 

coletadas em Goiás e no Paraná não são maiores do que as observadas 

entre as amostras coletadas em diferentes localidades dentro do mesmo 

estado. Isto reforça que os metabólitos observáveis através da análise de 

RMN HR-MAS de 1H são comuns independentemente do local de coleta da 

araucária. 

 Considerando que a determinação do sexo ocorre na fertilização 

(Durand e Durand, 1984), todas as células subseqüentes também vão conter 

essa informação, a qual age desde cedo na planta e que poderá ser 

observada principalmente quando os caracteres sexuais secundários 

aparecem, ou quando os órgãos reprodutores se desenvolvem.  

 Apesar de só ter havido concordância entre todos os modelos na 

classificação de uma amostra (i1a), é possível verificar que a metodologia 

proposta pode ser utilizada como um meio de predizer o sexo de araucárias 

jovens, mesmo que o percentual de acerto não seja de 100%. Através da 
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otimização deste método e de um maior controle de variáveis que não foram 

mensuradas neste trabalho (como a idade da planta) pode ser possível obter 

percentuais de acerto maiores, aumentando a confiabilidade deste método. 
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5. CONCLUSÕES 

Os espectros de RMN de 1H e experimentos bidimensionais obtidos 

através da utilização da sonda HR-MAS apresentam boa resolução e 

sensibilidade, e possibilitam a visualização de sinais com deslocamento 

químico diferentes (3,48 ppm para as araucárias fêmeas e 3,45 para 

araucárias macho), os quais foram os principais responsáveis pela 

diferenciação do sexo nos experimentos de PCA. Esta variação no 

deslocamento químico dos sinais esta relacionada a pequenas diferenças 

estruturais, ou ainda a diferenças no pH endógeno das plantas de sexo 

diferente.  

Apesar de existirem regiões do espectro com grande sobreposição de 

sinais alguns metabólitos já foram identificados. A elucidação do composto 

responsável pela separação dos sexos está em andamento. 

A avaliação da abrangência (robustez) dos modelos desenvolvidos 

mostrou que, de modo geral, as diferenças metabólicas relacionadas a 

características ambientais, individuais e experimentais não foram suficientes 

para suprimir as características relacionadas ao sexo, de modo que os 

percentuais de acerto na predição do sexo das amostras entre grupos variou 

entre 52,54% (Ponto 2) e 70,92% (Ponto 3) (Tabela 5).  

Quanto à predição das árvores jovens sem expressão sexual 

observável foi possível predizer o sexo através da comparação de seu perfil 

metabólico com o de plantas com sexo conhecido através da utilização do 

teste KNN (Tabela 5). Apesar de ter havido 100% concordância entre os 

cinco modelos testados apenas para uma das amostras, o mínimo de 

concordância obtido foi de 60% (3 entre 5 modelos). 
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