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RESUMO

SAMPAIO, Danielle Affonso. Caracterizacdo anatdémica e fisico-quimica do tegumento
da semente de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. 42p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Ambientais e Florestais). Instituto de Florestas, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica - RJ, 2016.

O tegumento de semente desempenha um papel importante no ciclo de vida do vegetal,
controlando o desenvolvimento do embrido e a germinagdo. O conhecimento da estrutura
celular e das caracteristicas fisico-quimicas do tegumento da semente de Araucaria
angustifolia € importante para a correta interpretagdo funcional do mesmo. Sendo assim, o
objetivo deste estudo consistiu na caracterizacdo anatdmica e fisico-quimica do tegumento da
semente de Araucaria angustifolia. As caracteristicas anatdmicas foram observadas através de
diferentes técnicas de microscopia (microscopia de campo claro, microscopia de fluorescéncia
e microscopia eletrnica de varredura) e testes histoquimicos (Lugol, Wiesner, Sudan 1V e
dicromato de potéassio — K,Cr,O7). Nas analises quimicas, determinou-se os teores de
extrativos, holocelulose e lignina de Klason tratada e ndo-tratada com hidroxido de sédio —
NaOH. Os grupos funcionais das camadas do tegumento e da lignina foram observados por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier através do espectrémetro
VARIAN 640-IR FT-IR. As andlises colorimétricas foram realizadas no espago de cor
L*a*b* CIE 1976 segundo a norma ISO 11664-4: 2008 utilizando o espectrofotometro CM
2600d. A molhabilidade das camadas foi avaliada através de analises de angulo de contato
com o sistema de formato da gota DSA 100. O tegumento da semente de Araucaria
angustifolia € composto por trés camadas distintas: exotesta, mesotesta e endotesta. As
camadas apresentam caracteristicas quimicas e anatdbmicas distintas. A estrutura da lignina
das camadas do tegumento foi classificada como guaiacilica (G). A endotesta foi a camada
com maior cromaticidade devido ao maior teor de extrativos e substancias fenolicas. A
molhabilidade variou entre as camadas em funcédo da sua estrutura. Os resultados deste estudo
contribuem para uma melhor compreensdo do funcionamento do tegumento da semente de
Araucaria angustifolia, podendo corroborar com estudos futuros sobre a fisiologia da
semente.

Palavras-chave: colorimetria, espectroscopia FT-IR, angulo de contato.
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ABSTRACT

SAMPAIO, Danielle Affonso. Anatomical and physico-chemical characterization of
the Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. seed integument. 42p. Dissertation (Master
Science in Environmental and Forest Sciences). Instituto de Florestas, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica - RJ, 2016.

Seed integument plays an important role in the plant life cycle, monitoring the embryo
development and germination. Informations about cell structure and physico-chemical
characteristics of the Araucaria angustifolia seed coat are important to its correct
functional interpretation. Thus, the aim of this study was the anatomical and physico-
chemical characterization of the Araucaria angustifolia seed integument. Anatomical
features were observed using different microscopy techniques (brightfield microscopy,
fluorescence microscopy and scanning electron microscopy) and histochemical tests
(Lugol, Wiesner, Sudan IV and potassium dichromate — K,Cr,07). Chemical analysis
included the extractive, holocelulose and Klason lignin contents (untreated and treated with
sodium hydroxide — NaOH). Functional groups of the integument layers and lignin were
observed by Fourier transformed infrared spectroscopy using a VARIAN 640-IR FT-IR
spectrometer. Colour analyses were performed in CIE 1976 L*a*b* space colour according
to 1SO 11664-4:2008 standard using CM 2600d spectrometer. Wettability of the layers was
evaluated by contact angle analysis with the drop shape analyser DSA 100. The Araucaria
angustifolia seed integument is composed by three distinct layers: exotesta, mesotesta and
endotesta. The layers have different chemical and anatomical characteristics. Lignin
structure of the integument layers was classified as guayacil (G) type. The endotesta was
the layer with higher chromaticity due to higher extractive content and phenolic
substances. The wettability varied between layers according to ther strusture. The results of
this study contribute to a better understanding of the functioning of the Araucaria
angustifolia seed integument and corroborate to future studies on seed physiology.

Key words: colorimetry, FT-IR spectroscopy, contact angle.
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1 INTRODUCAO

O bioma Mata Atlantica apresenta uma complexidade de eventos geomorfologicos,
climaticos, bioldgicos e ecoldgicos, onde cada trecho é Unico em sua documentagédo
historica e em seu conjunto de formas vivas (PEIXOTO et al., 2002), e, paradoxalmente,
representa um dos ecossistemas mais ameacados do planeta (MYERS et al., 2000).
Abrange um conjunto de formacdes florestais e ecossistemas associados, sendo eles: a
Floresta Ombrofila Densa, a Floresta Ombroéfila Mista, a Floresta Ombrofila Aberta, a
Floresta Estacional Semidecidual, a Floresta Estacional Decidual, os Manguezais, as
Restingas e Campos de Altitude (IBGE, 1993).

A Floresta Ombréfila Mista é caracterizada pela presenca de Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Ktze, que por sua abundancia, porte e copas caracteristicos imprimem o aspecto
fitofisiondmico préprio desta formacdo (SONEGO, 2007). Segundo Narvaes (2005), a
Floresta Ombrofila Mista possui grande importancia ecoldgico-econdmica, por sua
caracteristica Unica de abrigar a conifera mais expressiva da vegetacdo brasileira, a
Araucaria angustifolia. A espécie pertence a familia Araucariaceae e é conhecida
vulgarmente como pinheiro-brasileiro ou pinheiro-do-parana (LAMPRECHT, 1986) e
comercialmente como Parana pine (CARVALHO, 2003). E a Unica espécie do seu
género com ocorréncia natural no Brasil e estd na categoria de vulneravel na lista de
espécies ameacadas da IUCN - International Union of Conservation of Nature and
Natural Resources (HILTON-TAYLOR, 2000).

As utilizagdes mais comuns da Araucaria angustifolia sempre estiveram associadas
a obtencdo de madeira serrada (MAINIERI; CHIMELO, 1989; GUERRA et al., 2002) e
para o0 abastecimento da industria de papel e celulose; porém suas sementes conferem outra
grande importancia a espécie. Tema principal de alguns eventos gastrondmicos no sul e
sudeste do Brasil, os pinhGes, como também sdo conhecidas as sementes da Araucaria
angustifolia (CONFORTI; LUPANO, 2007), tornam-se também fonte de renda alternativa
para muitas familias que vivem nas regides de ocorréncia (SIEGA, 1998; ECOPLAN,
2000). Segundo o IBGE (2015), no ano de 2013, foram comercializadas 8.889 toneladas de
pinhdes no pais, sendo 8.608 toneladas na regido Sul e 281 toneladas na regido Sudeste.

Os pinhdes sdo ricos em substancias de reserva (amido) (CARVALHO, 2003) e
recalcitrantes, ou seja, perdem a viabilidade germinativa rapidamente apds a colheita
(FERREIRA, 1977), dificultando sua conservacdo por longos periodos. A presenca do
tegumento externo atrasa o processo de germinacdo dos pinhdes (DONI FILHO et al.,
1985), 0 que pode estar associado a restricdo a entrada de agua (BORGES et al., 1987). O
tegumento da semente de Araucaria angustifolia apresenta potencial para producdo de
carvdo ativado e na remocdo de metais pesados em aguas poluidas (SANTOS et al., 2011).

Segundo Moise et al. (2005), o tegumento de semente desempenha um papel
importante no ciclo de vida do vegetal, controlando o desenvolvimento do embrido e a
germinacdo. A estrutura do tegumento da semente é complexa e variavel entre as espécies e,
apesar da grande importancia da semente de Araucaria angustifolia, ndo ha informac6es na
literatura sobre as caracteristicas do seu tegumento. Deste modo, o conhecimento da
estrutura celular assim como das caracteristicas fisicas e quimicas do revestimento da
semente de Araucaria angustifolia se faz importante de modo que se possa ter uma correta
interpretacéo funcional do mesmo viabilizando melhores utilizages dos recursos florestais
ndo madeireiros.

O objetivo geral deste estudo consistiu na caracterizacao anatébmica e fisico-quimica
do tegumento da semente de Araucaria angustifolia. Os objetivos especificos foram: (1)
caracterizar a estrutura anatbmica das trés camadas do tegumento; (2) avaliar a composicéo
quimica das camadas do tegumento, identificando os grupos funcionais de cada camada e

1



particularmente da lignina de cada camada; (3) caracterizar a cor das camadas do
tegumento e avaliar sua correlagdo com a composi¢do quimica; e (4) determinar a
molhabilidade das camadas do tegumento.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze.

A familia Araucariaceae, pertence a ordem Coniferae. E o grupo de coniferas mais
primitivo ainda existente, tendo o inicio de seu desenvolvimento entre as eras paleozoica e
mesozdica (DUTRA; STRANZ, 2003) e sua evolugdo na era mesozoica, durante o periodo
jurassico-cetraceo, ha cerca de 200 milhdes de anos (GOLFARI, 1971; KOCH; CORREA,
2002). Sua distribuicdo ocorre principalmente no Hemisfério Sul, sendo encontrada na Nova
Caledbnia, Nova Guiné, Australia, Nova Zelandia e América do Sul (SETOGUCHI et al.,
1998).

Pertencente a familia Araucariaceae, 0 género Araucaria, € composto por 19 espécies
(CARVALHO, 2003), que pela proposta de Wilde e Eames (1952) séo divididas em quatro
secdes: Araucaria (Columbea) (2 spp.), Bunya (1spp.), Intermedia (1spp.) e Eutacta (15 spp.).
Esta Gltima secdo possui 13 espécies endémicas da Nova Caleddnia. Setoguchi et al. (1998)
confirmaram a existéncia dessas quatro secdes através de analises moleculares. As se¢des
caracterizam-se pelos diferentes padrées morfoldgicos e anatdmicos das folhas; orientacdo e
distribuicdo dos estdbmatos; caracteristicas embrioldgicas; numero de cotilédones e
germinacdo (BURROWS, 1987).

Na América do Sul ocorrem somente duas espécies desse género: a Araucaria
angustifolia (Bert.) O. Ktze e a Araucaria araucana (Molina) K. Koch. A Araucaria
araucana tem sua ocorréncia localizada em zonas restritas do Chile e Argentina enquanto que
a Araucaria angustifolia possui uma dispersao na Argentina e no Brasil, se constituindo no
unico representante nativo do género.

Apesar de apresentar varios sindnimos, atualmente sua denominacdo oficial é
Araucaria angustifolia (SOARES; MOTA, 2004). O termo Araucaria deriva de Arauco, uma
regido do Chile onde ocorre a espécie, e, angustifolia € uma palavra do latim que significa
“folha estreita” (CARVALHO, 2003). Esta espécie ocupava uma superficie de cerca de
200.000 Km? (CARVALHO, 1994), ocorrendo em todo o sul do pais e em manchas esparsas
no sul de S&o Paulo, sul de Minas Gerais e no estado do Rio de Janeiro em &reas de altitudes
mais elevadas (CARVALHO, 2003). Atualmente, estima-se que 0s remanescentes ocupem
apenas entre 1% a 4% da area original (LIMA; CAPOBIANCO 1997, GUERRA et al., 2002).
A espécie é protegida por lei no estado do Parand, por meio da Portaria do Instituto Ambiental
do Parana (IAP) 191/2004, tendo seu corte permitido somente por autorizacdo prévia do 6rgao
ambiental (1AP, 2004).

A Araucaria angustifolia apresenta um grande valor econémico (SCHNEIDER et al.,
1992) devido a sua madeira apresentar qualidades fisicas e mecénicas sendo indicada para
construcdes em geral (MAIMERI; CHIMELO, 1989) e pelo ao alto valor nutricional do
pinhdo (SILVA et al., 2011); e também apresenta importancia ecoldgica, desempenhando um
papel importante na conservacao do seu ecossistema, possibilitando a expansdo das florestas
sobre os campos do planalto (CARVALHO, 2003).

E uma conifera secundéria longeva podendo viver em média 400 anos, porém de
temperamento pioneiro podendo colonizar espacos abertos, tais como clareiras e campos
abandonados, onde a luz é abundante (SOUZA et al., 2008; IMAGUIRE, 1979). Ocorre em
diferentes tipos de solos, de modo geral os solos dominantes da regido de sua ocorréncia
natural sdo siltico-argilosos (MACHADO, 1980). A arvore é perenifdlia, de aspecto original e
contrastante com as demais arvores do Sul do Brasil com 10-35 m de altura e 50-120 cm de
DAP, podendo atingir 50 m de altura e 250 cm de DAP na idade adulta (CARVALHO, 2003).
Possui tronco reto, uniforme e quase cilindrico. As arvores jovens possuem copas em forma
de cone enquanto as adultas possuem copa alta em formato de guarda-chuva. A medida que a
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arvore vai se tornando senil ocorre um afastamento dos ramos até o apice dando a copa uma
forma de um candelabro (CARVALHO, 1994) (Figura 1A). Apresenta casca grossa com
espessura de até 10 cm nas arvores adultas. A casca externa é aspera, rugosa, de cor marrom-
arroxeada enquanto que a casca interna € resinosa e esbranquicada. Suas folhas sdo simples,
alternas, espiraladas, lineares a lanceoladas tendo de 3-6 cm de comprimento e de 4-10 mm de
largura (LORENZI, 1992; CARVALHO, 2003; SILVA et al., 2011). E uma espécie dioica,
com arvores masculinas e femininas em individuos distintos, mas pode ocorrer representantes
monoicos devido a traumas de cortes e doencas (KOCH; CORREA, 2002; CARVALHO,
2003; SILVA et al., 2011). Apresenta suas estruturas reprodutivas organizadas em estrobilos
masculinos e femininos (CARVALHO, 2003), também chamados de androstrobilo para o
estrébilo masculino e ginostrobilo para o feminino (SILVA et al., 2011). O estrobilo
masculino apresenta de 10-22 cm de comprimento por 2-4 cm de didmetro com escamas
coriaceas (Figura 1B). O estrdbilo feminino é composto por numerosas folhas muito proximas
entre si (megaesporofilo) inseridas ao redor de um eixo subarredondado (REITZ et al., 1988;
KOCH; CORREA, 2002; CARVALHO, 2003). Por ser uma espécie didica o sistema
reprodutivo da araucaria € aldgama. Sua polinizacdo ocorre por anemofilia (LORENZI, 1992;
CARVALHO, 2003; SILVA et al., 2011). Os pseudofrutos reunidos em estrébilo feminino
sdo conhecidos como pinha, sdo esféricas e encontram- se em galhos entre 1 a 2 em cada
ramo, com 10-25 cm de diametro, composto de 700-1200 escamas (Figura 1C), com numero
variavel de sementes (5 a 150) e com até 4.700 g de peso (Figura 1D) (SILVA et al., 2011).
Suas sementes tém origem nas bracteas do amentilho feminino, desenvolvendo-se a partir dos
6vulos nus, com tegumento duro e endosperma abundante. S&0 sementes carnosas que
apresentam a améndoa branca rica em reservas energéticas e no centro encontra-se o embrido
com os cotilédones que sdo retos e constituem 5/6 do comprimento do embrido
(CARVALHO, 2003).



Figura 1. Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. A: Aspecto geral da arvore. B-C: Detalhes

das estruturas reprodutivas masculina e feminina, respectivamente (SILVA et al., 2011). D:
Estrutura reprodutiva feminina contendo as sementes (pinhdes) (DAUERNHEIMER, 2011).

2.2 Semente de Araucaria angustifolia

A semente de Araucaria angustifolia é também conhecida como pinhdo (CONFORTI;
LUPANO, 2007; COSTA et al., 2013). E uma semente carnosa, medindo entre 3 a 8 cm de
comprimento, por 1 a 2,5 cm de largura, o peso dessa semente tem grande variacdo conforme
a idade da arvore e a regido (KOSCINSKI, 1934), porém apresenta peso médio de 8,7 g por
unidade. Sdo sementes obovadas-oblongas, com apice terminando com um espinho achatado
e curvo para a base (CARVALHO, 2003) tal como ilustrado na Figura 2 (A-B).

As sementes de coniferas, tal como a semente de Araucaria angustifolia, apresentam
dois tipos comuns de células, sendo elas: as parenquimaticas que geralmente ndo sao
especializadas e apresentam paredes finas, e, as esclerenquimaticas que sdo células de
paredes espessas fornecendo suporte e protecdo ao embrido (KOLOTELO, 1997).



Endosperma

Figura 2. Semente de Araucaria angustifolia. A: Aspecto geral dos pinhdes (SILVA et
al., 2011). B: Corte longitudinal demonstrando o endosperma e o embrido (CORREIA,
2016).

As sementes tém curta longevidade natural, com perda total de viabilidade em até um
ano apdés a colheita por causa da desidratacdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000) o que
faz com que seja necessario 0 armazenamento com alto grau de umidade (NEVES, 1994).

A recalcitrancia é descrita por Roberts (1973) como sementes que possuem alto grau
de umidade logo ap6s a maturacdo e que perdem a viabilidade ao serem desidratadas. As
sementes sdo muito sensiveis a reducdo do teor de agua (EIRA et al., 1994), caracteristica de
sementes recalcitrantes, fator este que contribui para a vulnerabilidade dessa espécie.
Tompsett (1984) afirma que as sementes de araucaria ndo podem ser secas abaixo de
37% sem sofrer danos e abaixo de 25% conduz a perda total de sua viabilidade.

A dispersdo do pinh&o ocorre geralmente por autocoria, principalmente barocérica,
entretanto, pode ocorrer de forma zoocdrica, feita por aves e roedores. A cutia (Dasyprocta
azarae) é grande apreciadora do pinh&o e possui 0 habito de enterrar as sementes para comé-
las depois. Este comportamento faz com que a cutia seja uma das mais importantes
disseminadoras das sementes de Araucaria angustifolia (CARVALHO, 1950). Entre os
demais animais dispersores da semente estdo o papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinaceae)
(SOLORZANO-FILHO; KRAUS, 1999), o tucano (Ramphastos toco), o aiuru (Amazona
farinosa) e o macaco-prego (Cebus apella) encontrados na Serra da Mantiqueira, Minas
Gerais (BUSTAMANTE, 1948). Lorenzi (1992) afirma que os pinhdes sdo consumidos por
animais domeésticos, avifauna, roedores e primatas. Para Monteiro e Speltz (1980), o ser
humano, que utiliza o pinhdo na sua alimentacdo, pode atuar também como agente dispersor.

Os humanos consomem pinhdes desde 6.000 anos atras, e durante um longo periodo
tem sido importante alimento para alguns grupos indigenas e para agricultores (RAGONESE;
CROVETTO, 1947, HUECK, 1972). Na alimentagdo humana, o pinhdo consiste em um
alimento tradicional de alto teor calérico, podendo ser consumido cozido, em agua ou leite, e
assado (DAVID; SILOCHI, 2010; COSTA et al., 2013). Suas améndoas apresentam alto valor
nutricional destacam-se os teores de fibra dietética, vitamina C e substancias antioxidantes
(TACO 2, 2006).



2.3 Lignina

As ligninas apresentam funcdes fisioldgicas e estruturais que contribuem para
facilitar o fluxo de agua e aumentar a estabilidade e rigidez da parede celular (PEREIRA,
2012). A lignina tem acdo cimentante (MONTEIRO, 2002), o que confere a célula maior
resisténcia ao ataque de fungos e compde toda a rede de vasos condutores do vegetal,
contribuindo para a estrutura da parede celular, além de agir como agente protetor a fatores
bidticos e abidticos. Respondem a quase todo o funcionamento fisiolégico das plantas
superiores assim como a muitos estimulos causados nas plantas, como lesdo bioldgica ou
fisica.

Lignina é o nome genérico dado a uma classe de substancias que tem uma composicao
béasica fenilpropanoidica (C6 C3) biossintetizadas na parede celular e na lamela média da
maioria das fanerégamas (PEREIRA, 2012). A lignina possui trés precursores finais, sendo
eles o &lcool cumarilico, o alcool coniferilico e o alcool sinapilico (Figura 3). Sasaki et al.
(2008) definem a lignina como sendo um polimero de unidades fenilpropanoidicas com uma
variedade de ligacGes e acoplamentos; que resulta em uma estrutura complexa.

Cadaia lateral Cadeia lateral Cadeia lateral

% OCHy = 17.22% HO % OCHy = 29.52%

XCH - ‘
3 YCHy
Alcool cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico
Anel guatacilico Ancl sinngilico
5 sitios ativos 4 sitios ativos 3 sitios ativos

Figura 3. Percursores finais da lignina com os possiveis sitios ativos (*) (PEREIRA,
2012).

A lignina tem sua origem relacionada a mudanca do habitat das plantas aquéaticas
para 0 ecossistema terrestre, h& aproximadamente 400 milhdes de anos (WENG;
CHAPPLLE, 2010). Essa hipétese tem sido apoiada pelo desempenho vegetal com base na
condi¢cdo da vida adaptativa no ecossistema terrestre, visto que existam do mais simples ao
mais complexo dos polimeros. A origem das plantas superiores iniciou-se a partir das algas
verdes (WENG; CHAPPLLE, 2010), porém recentemente houve a descoberta de lignina em
algas vermelhas (Calliarthron intergeniculum), o que retoma as discussdes (MARTONE et
al., 2009). Para Sakarnen e Ludwing (1971), a lignina ndo so contribuiu para a adaptacdo das
plantas a vida terrestre durante o processo evolutivo, como tornou a parede celular
impermedvel e possibilitou o transporte de agua e solucGes pelo sistema vascular.

A estrutura da lignina ainda ndo foi definitivamente estabelecida, apesar do uso de
ferramentas de alta tecnologia. Alguns estudos mostram que as estruturas possuem diferentes
perfis (Figura 4). Segundo Barcel6 (2004), izoenzimas basicas, como a peroxidase, presentes
em plantas mais primitivas sdo consideradas um portdo da evolugdo, visto que em
angiospermas, podem oxidar o alcool sinapilico a lignina. Em ginmospermas, com a falta do
alcool sinapilico ndo ha formacdo de lignina siringilica. Esta modulacdo de lignina foi
realizada de maneira adaptativa e € baseada na flexibilidade enzimatica.
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Figura 4. Representacdo da lignina (VANHOLVE et al., 2010).

As ligninas ttm em comum a flexibilidade enzimética, que ocorre em fibras de
madeira, em sementes e outros orgdos das plantas tanto de gimnospermas como de
angiospermas. Suas enzimas sdo capazes de metilar monolignois pelas formas do &cido 5-
hidroxiferulico e de seus correspondentes aldeidicos, alcoois e eésteres (WENG;
CHAPPLLE, 2010). Durante a formagdo dos monolignois sdo envolvidas enzimas que
alteram o ndcleo aromatico e a cadeia lateral propanoidica. Plantas deficientes na enzima
CAD (hidroxicinamoil alcohol desidrogenase) possuem ligninas restritas a hidratacdo (séo
mais hidrofobicas) e menor degradabilidade, em decorréncia da acumulacdo em sua estrutura
de cinamaldeido e/ou coniferaldeido. Portanto, a deficiéncia de CAD pode trazer profunda
alteracdo na parede celular (GRABBER, 2005). A Figura 5 mostra a seqtiencia biossinténtica
da lignina com distincdo dos passos enzimaticos, observando que a sua formacao ocorre em
compartimentos celulares distintos. Essa etapa (enzimatica) ocorre apenas no citoplasma. A
fase enzimatica deficiente da CAD esta demarcada pelo retangulo.

As ligninas tradicionais, que ocorrem em madeira, apresentam composi¢fes apenas
formadas pelas unidades fenilpropanoidicas (H, G e S) tendo as hidroxilas como um dos mais
importantes grupos funcionais. As ligninas do tipo H, tipo G, tipo S, tipo HG, tipo GS, tipo
HGS, tipo HO-5, tipo C, CALD e tipo CAC, séo ligninas que ocorrem naturalmente em
grupos botanicos distintos (raizes, caules, sementes) como também em transgénicos. A lignina
do tipo CALD tem sido considerada a de mais baixa massa molecular, mais hidrofébica e de
maior mobilidade na parede celular (RALPH et al., 2001). Segundo Chen (2012) algumas
espécies de cactos contém apenas lignina do tipo C em sua semente, enquanto outros contém
apenas a lignina classica guaiacilica/siringilica. A lignina tipo C é rica em &cido caféico e é
depositada em alta concentracdo durante os estagios iniciais de desenvolvimento da semente.
Estudando semente de soja, de variedade CD 215, Moreira et al. (2012) afirmam que o teor de
lignina na semente permitiu maior porcentagem de semente germinada, revelando entio a
importancia da lignina na fisiologia e na biologia da semente.
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Figura 5. Rota biossintética da formacdo dos monoligndis da lignina (BOERJAN et al.,
2003).

2.4 Espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia no infravermelho tem por base os movimentos relativos dos atomos
numa molécula, isto é, as suas vibracbes (GONSALVES, 2005). Deste modo, a
espectroscopia no infravermelho detecta a radiacdo que é absorvida pelas ligacOes
vibracionais moleculares. E uma técnica de grande importancia na analise organica
gualitativa. O infravermelho e demais métodos espectroscdpicos modernos (ex.: ressonancia
magnética nuclear — RMN; espectroscopia na regido do ultravioleta — visivel e espectrometria
de massas) constituem os principais recursos para a identificacdo e elucidagéo estrutural de
substancias orgéanicas (LOPES; FASCIO, 2004).

A faixa de radiagdo no infravermelho, no espectro eletromagnético, corresponde a
faixa entre o visivel e microondas (Figura 6). Subdivide-se em infravermelhos proximos
(4000 — 12500 cm™), médios (400 — 4000 cm™) e longinquos (10 — 400 cm™) (XU et al.,
2013). A faixa de maior interesse para a analise de grupos funcionais se encontra na regido
entre 4000 e 400 cm™ (BRUICE, 2006).
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Figura 6. Representacdo do espectro eletromagnético (LEITE; PRADO, 2012).

Vibragdes Moleculares

Para que uma determinada molécula apresente absor¢do no infravermelho, suas
vibrac6es moleculares devem resultar numa alteracdo do momento dipolar. O campo elétrico
alternado, produzido pela mudanca de distribuicdo de carga que acompanha a vibracao,
acopla a vibracdo molecular com o campo elétrico oscilante da radiacdo eletromagnética,
resultando na absorcdo da energia radiante. Com a absorcdo da radiacdo infravermelha, as
moléculas sdo excitadas a estados maiores de energia. Essa absor¢éo corresponde a variagdes
de energia na ordem de 8 a 40 KJ/mol (FORATO et al., 2010; PAVIA, 2010).

As vibrag6es moleculares no infravermelho costumam ser apresentadas como bandas e
as posicOes das bandas sdo representadas em comprimento de onda (1) ou nimero de onda
(v). Em termos de nimero de onda, o infravermelho vibracional vai de 4000 a 400 cm™, que
corresponde a comprimentos de onda de 2,5 a 25um (PAVIA, 2010). A intensidade das
bandas pode ser expressa em modo de transmitancia (T) ou em modo de absorbancia (A). A
transmitancia € a razdo entre a energia radiante transmitida por uma amostra e a energia
radiante que nela incide. A absorbancia € o logaritmo, na base dez, do inverso da
transmiténcia, ou seja, A= log (1/T) (ILHARCO, 1998).

Os tipos mais simples de movimento vibracional em uma molécula, ativos no
infravermelho, que ddo origem as absorcdes sdo: as deformacOes axiais (estiramento) e as
deformacdes angulares (dobramentos) (BARBOSA, 2008). As vibragdes de deformacéo axial
ocorrem na direcdo do eixo de ligacdo dos atomos, onde a distancia interatbmica aumenta e
diminui alternadamente. As vibracfes de deformacdo angular correspondem as variacdes de
angulos de ligacdo, seja internamente em um grupo de atomos, seja deste grupo de a&tomos
com relacdo a molécula como um todo. As vibracdes de estiramento ocorrem em frequéncias
mais altas do que as vibracdes de dobramentos (SOLOMONS, 2005; FORATO et al., 2010).
De modo geral, as vibragbes moleculares podem ocorrer de seis maneiras: estiramento
simétrico, estiramento assimétrico, dobramento angular simétrico no plano (scissor),
dobramento angular assimétrico (rocking) no plano, dobramento simétrico fora do plano
(wagging) e dobramento assimétrico fora do plano (twisting). As vibracdes de estiramento e
dobramento sdo chamadas vibragcdes fundamentais. A andlise do espectro, normalmente, é
complicada por causa da presenca de fracas bandas conhecidas como bandas harménicas, de
combinacdo e de diferenca. As bandas harmoénicas resultam da excitagdo do estado
fundamental para estados de energia mais alta. As bandas de combinagdo séo resultantes da
soma de duas bandas interativas. E, as bandas de diferencga s&o resultadas da diferenga entre
duas bandas interativas. Quando uma vibracdo fundamental se acopla com uma frequéncia
harmonica ou de combinacdo, a vibracdo acoplada é chamada de Ressonancia de Fermi
(PAVIA, 2010).
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Instrumentacéao

O equipamento usado nas medidas das vibracdes moleculares é o espectrofotdmetro
no infravermelho. Os espectrofotdmetros dispersivos foram os primeiros espectrofotdmetros
produzidos e utilizavam um prisma para fazer a separacdo dos comprimentos de onda da
radiacdo eletromagnética que seria incidida na amostra. Fazia-se a varredura do espectro com
luz monocromatica. Mais tarde, os prismas foram substituidos por grades de difracdo, porém
0 processo de medicdo era 0 mesmo. Esses espectroOmetros eram, em sua maioria, do tipo
analogico, de baixa sensibilidade e longo tempo de varredura (FORATO et al., 2010). A partir
de 1980, com o advento dos computadores, 0s espectrofotdmetros dispersivos comecaram a
ser substituidos pelos espectrofotémetros com transformada de Fourier. Esses equipamentos
tém seu funcionamento baseado na interferometria para produzir o espectro, e esta técnica é
chamada de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier ou do inglés
Fourier transform infrared (FT-IR) (ILHARCO, 1998).

O componente Optico béasico para instrumentos de FT-IR é o interferdbmetro de
Michelson, que tem por finalidade dividir em dois feixes iguais o feixe da radiacdo de
infravermelho através de um divisor de feixe (beamsplitter). Um dos feixes segue em direcdo
a um espelho de posicéo fixa no qual reflete de volta para o divisor de feixe, e aqui volta a
dividir-se e parte desta vai para o detector. O outro feixe parte do divisor de feixe em direcao
ao espelho de posicdo movel, este espelho também reflete, e, parte da radiacdo segue também
para o detector, conseguindo assim, com rapidez percorrer todos os comprimentos de onda no
infravermelho. A medida que o espelho mével percorre certa distancia um interferograma é
formado com a recombinacdo dos dois feixes. Assim, um interferograma é formado pela soma
de todas as ondas de diferentes amplitudes e frequéncias que chegam ao interferdmetro. O
interferograma resultante é digitalizado e transferido para um microcomputador. Com a
transformada de Fourier desse sinal obtém-se o espectro de infravermelho, em
absorbancia/transmitancia por nimero de ondas, similar aos obtidos em aparelhos dispersivos
(SOLOMONS, 2005; BARBOSA, 2008; FORATO et al., 2010) (Figura 7). Os equipamentos
de FT-IR trabalham com um Unico feixe. Deste modo, para se realizar um espectro de uma
amostra é necessario coletar dois espectros, o primeiro para levantar um perfil do instrumento
levando em consideracéo todas as condi¢Ges ambientais, chamado background. E, o segundo
espectro realiza com a amostra mais o ambiente do sistema. A razdo entre estes dois espectros
fornecerd informagdes somente sobre a absorbancia/transmitancia da amostra estudada.
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Figura 7. Interferémetro de Michelson: interferograma gerado e espectro (FORATO et al.,
2010).
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A espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier tem ampla
aplicacdo, abrangendo desde a andlise de pequenas moléculas até sistemas complexos
(BERTHOMIEU; HIENERWADEL, 2009), podendo ser analisadas amostras em estado
solido (amorfo ou cristalino), solucGes, solventes organicos, gases, filmes, pastilhas de KBr e
membranas (ILHARCO, 1998; FORATO et al., 2010). Esta técnica vem sendo amplamente
utilizada para caracterizar celulose e lignina tanto de forma qualitativa quanto de forma
quantitativa (XU et al., 2013; BUI et al., 2015).

A espectroscopia no infravermelho tem por finalidade fornecer informagao estrutural
de uma molécula, e, por consequéncia, € amplamente usada para a identificacdo de grupos
funcionais (HUANG; SINGH; RAGAUSKAS, 2011; HUMBERT; QUILES, 2011). A seguir
segue 0s comportamentos de alguns grupos funcionais importantes no infravermelho
(BARBOSA, 2008; PAVIA et al., 2010):

Anéis aromaticos: na regido de 900-690 cm™ aparecem as bandas de absorcéo de =C—
H angular fora do plano, que diz respeito da posi¢do dos substituintes no anel, enquanto que
na faixa de 1600-1475 cm™ estdo localizadas as bandas de C=C do anel, que ocorre aos pares.

Alcoois e fendis: a absorcdo O—H ocorre como um pico bem pronunciado na regido
entre 3650-3600 cm™. Na faixa entre 1440-1220 cm™ ocorre um pico largo e fraco referente &
ligacio C—O—H. As vibragBes de estiramento da ligagdo —C-O em Alcoois e fenois se
encontram na regido de 1260-1000 cm™.

Eteres: a banda mais importante surge por causa do estiramento C—O na regi&o entre
1300-1000 cm™. A auséncia de C=0 e O—H é necessaria para garantir que o estiramento C—O
ndo se deve a um éster ou a um alcool.

Aldeidos: a ligacdo C=0 de aldeido mostra banda de absor¢do na regido entre 1690-
1740 cm™. A substituicdo de hidrogénio por um atomo eletronegativo aumenta a frequéncia
de absorcdo. O estiramento C—H consiste em um par de bandas fracas, uma em 2860-2800
cm™ e a outra em 2760-2700 cm™.

Esteres: A ligagdo C=0 apresenta banda de absorc&o na regi&o entre 1765-1735 cm™.
A substituicdo de hidrogénio por um atomo eletronegativo aumenta a frequéncia de absorcéo.
O estiramento C-O aparece como duas ou mais bandas, uma forte e mais larga que outra,
ocorre na faixa entre 1300-1000 cm™.

2.5 Colorimetria

A cor em materiais lignocelulésicos (ex.: madeiras) € oriunda da presenca de
extrativos, como: taninos, resinas e 6leos, e pode ser alterada por diferentes fatores ambientais
tais como raios solares, temperatura, teor de umidade, reagdes quimicas de fotoxidacgéo e por
degradacéo causada por organismos (AUTRAN; GONCALEZ, 2006).

Para a medicdo e quantificacdo da cor de materiais utiliza-se a colorimetria, técnica
gue descreve uma cor segundo diferentes elementos, com o auxilio de equipamentos
especificos, tais como colorimetros e espectrofotdometros. A colorimetria quantitativa
determina de maneira exata a cor do material e leva em consideragéo seu aspecto superficial
(CAMARGOS; GONCALEZ, 2001). O sistema mais utilizado é o CIE (Commission
Internationale de L’Eclairage) (1976) que define a sensagdo da cor por meio de trés elementos
(L*, a* e b*): a luminosidade (claridade), a tonalidade (matiz) e a saturagdo (cromaticidade)
(AUTRAN; GONCALEZ, 2006; PINCELLI et al., 2012). Neste sistema, L* indica a
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luminosidade que define a escala de cinza entre o branco e o preto, em que assume o valor
zero para o preto absoluto e 100 para o branco total. Pode ser representada graficamente por
uma reta perpendicular a um circulo, passando pelo seu centro (CAMARGOS; GONCALES,
2001) (Figura 8). A tonalidade é expressa pelas cores priméarias vermelho, verde, amarelo e
azul e é representada graficamente em forma de um circulo cortado por duas retas
perpendiculares (horizontal e vertical) passando pelo centro. As variaveis a* e b* representam
a coordenadas cromaticas em que ambas variam entre -60 e +60. O a* indica a matiz
vermelho, em que o nimero positivo indica o vermelho e o negativo indica o verde. O b*
indica a matiz amarelo, sendo que o namero positivo indica o amarelo e o negativo, o azul
(CAMARGOS; GONCALES, 2001; ZANUNCIO et al., 2014). A saturagdo (C*,p) indica a
pureza da cor, é o desvio partindo do ponto correspondente ao cinza no eixo L*
(luminosidade). Graficamente, essa corresponde ao raio do circulo de tonalidade, partindo do
cinza do eixo de luminosidade até a cor pura espectral localizada na extremidade do circulo.
Assim, é expressa pela variavel C*,,, variando de 0 a 60 (AUTRAN; GONCALEZ, 2006). O
angulo de tinta (hap) indica a dominéncia de alguma tonalidade na cor e deriva dos valores de
a* e b* (CAMARGOS; GONCALES, 2001; ZANUNCIO; et al., 2014).
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- ~
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Figura 8. Sistema de coordenadas de cores CIELAB 1976. A: Sélido em trés dimensdes
(tonalidade, luminosidade e saturacdo). B: Solido de cores (KONICA MINOLTA, 1998).

O sistema CIE L*a*b* tem sido utilizado para determinar a cor da semente de
Araucaria angustifolia (pinhdo) por alguns autores (RICHETTI et al., 2014; SPADA et al.,
2012). Entretanto, ndo héa estudos tratando da cor do tegumento da semente e a relagdo com
suas caracteristicas fisico-quimicas.

2.6 Analises de angulo de contato e molhabilidade

A andlise de angulo de contato é uma técnica para determinar a molhabilidade da
superficie de materiais solidos e tem sido recentemente utilizada na area de tecnologia de
sementes (BORMASHENKO et al., 2013; LING et al., 2015). A molhabilidade da semente
estd associada diretamente a sua germinagdo, ou seja, sementes com alta molhabilidade
absorvem mais agua para estimular sua germinacdo. Ling et al. (2015) mediram o angulo de
contato em sementes de colza (Brassica napus L.), utilizada para extracdo de azeite e para
producéo de biodiesel, visando avaliar o efeito do tratamento de plasma na sua germinacao.
Bormashenko et al. (2013) também utilizaram a molhabilidade para avaliar o efeito do
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tratamento de plasma na taxa de germinacdo de sementes de lentilha (Lens culinares
Medikus), feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e trigo (Triticum sp.).

O angulo de contato é calculado pela equacdo de Young, a qual descreve a relacdo
entre o contato das fases sélido, liquido e vapor tal como apresentado abaixo:

Ysv =7Vs + 71y -COSO, (1)

onde, y., = energia livre da superficie na interface sdlido-vapor; y = energia livre da
superficie na interface sélido-liquido; y,, = tensdo superficial do liquido com seu vapor; 6=

angulo de contato de Young (SCHULTZ; NARDIN, 2003).

A equacdo de Young assume que a superficie avaliada é homogénea e
topograficamente lisa (superficie ideal). Entretanto, uma superficie real apresenta
irregularidades, ou seja, um conjunto de saliéncias e reentrancias que define a rugosidade
superficial. A Figura 9 apresenta o angulo de contato em uma superficie ideal e em uma
superficie real (rugosa). Na superficie ideal, o angulo de contato é igual ao angulo de contato
de Young, entretanto, na superficie real, o angulo formado entre a tangente da interface
liquido-vapor e a superficie aparente do sélido, é chamado de &ngulo de contato aparente.
Wenzel (1936) propds a seguinte equacao para considerar o efeito da rugosidade superficial:

cosé,, =r.cosé, 2

onde, 6, = angulo de contato aparente; 6, = angulo de contato de Young; e r = razéo de

rugosidade. A razdo de rugosidade é definida pela razdo entre as areas da superficie solida
real e a area aparente (nominal), onde r = 1 para uma superficie lisa e r > 1 para uma
superficie rugosa (SCHULTZ; NARDIN, 2003). A razdo de rugosidade pode ser calculada

através do pardmetro Sdr (r =1+S,, /100), o qual é obtido através de programas especificos
capazes de calcular a area em 3D (BIOLIN SCIENTIFIC, 2014).

Figura 9. (A) Angulo de contato de Young (4, ) formado entre um liquido e uma superficie
solida lisa e homogénea. (B) Angulo de contato aparente (6, ) formado entre um liquido e
uma superficie rugosa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Neste estudo foram utilizadas sementes de 15 individuos de Araucaria angustifolia
com comprimento de 56,03 + 3,20 mm, largura de 20,35 £ 1,66 mm e espessura de 17,05 +
1,74 mm provenientes da regido do Vale dos Eucaliptos, Alagoa (Minas Gerais). O
tegumento da semente é composto por trés camadas de tecido: camada interna (endotesta),
camada intermediaria (mesotesta) e camada externa (exotesta) tal como representado na
Figura 10.

Endotesta

Mesotesta Exotesta

Figura 10. Tegumento da semente de Araucaria angustifolia composto por trés camadas:
interna (endotesta), intermediaria (mesotesta) e externa (exotesta).

3.2 Caracterizacao anatémica

Para as analises anatdmicas, as trés camadas do tegumento foram separadas, sendo
cada uma delas incluidas em Historresina® para confeccdo de laminas histoldgicas (O'
BRIEN et al., 1964). Foram obtidas se¢fes transversais e longitudinais, de 5 um de espessura
para cada uma delas, utilizando o micrétomo rotatério Leica RM 2235. As laminas foram
coradas com azul de toluidina a 0,05% de acordo com a metodologia proposta por O' Brien et
al. (1964).

O estudo anatdémico foi realizado por meio da microscopia de campo claro em
diversas combinacgdes dpticas e de microscopia de fluorescéncia, com cubo de excita¢do azul
em 450-480 nm e filtro FITC (U-MWB2), utilizando o microscopio éptico OLYMPUS® BX
51 (BARROS; MIGUENS, 1998). As fotomicrografias foram obtidas com o auxilio de uma
camera digital XC30 3.0 MP acoplada ao sistema digital de processamento de imagens
CELLF. Testes histoquimicos foram realizados em material fresco a fim de detectar a
presenca de amido pelo uso de Lugol (BERLYN; MIKSCHE, 1976); lignina pelo teste de
Wiesner (LIN; DENCE, 1992); substancias lipidicas pelo teste de Sudan 1V (JENSEN,
1962); e substancias fendlicas, com uso de dicromato de potassio (K>Cr,O7) a 10% (GABE,
1968). As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram obtidas pelo
HITACHI TM3000.

Para a dissociacdo dos elementos estruturais da exotesta foi utilizado o método de
Franklin (1945) enquanto que para a mesotesta e a endotesta foi utilizado o método adaptado
de Occhioni (1948). Os fragmentos obtidos foram corados com safranina aquosa 1% e depois
montados em laminas semipermanentes. As mensuragdes foram realizadas segundo a IAWA
Committee (INTERNATIONAL ASSOCIATION OF WOOD ANATOMISTS, 2004).
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3.3 Caracterizacao quimica

Para as andlises quimicas, os tegumentos foram separados das améndoas e em
seguida foram moidos em moinho de facas do tipo Willey (Modelo SL 31) para determinacéo
dos teores de extrativos, holocelulose e lignina. As analises quimicas foram realizadas de
acordo com os métodos descritos por Abreu et al. (2006), os quais foram adaptados das
normas ASTM D 1105 e D1106. Foram realizadas trés repeticbes para cada camada do
tegumento para cada analise quimica.

Teor de extrativos

A partir da amostra moida das trés camadas do tegumento foi realizado um ciclo de
extracdo utilizando trés solventes organicos de ordem crescente de polaridade: cicloexano,
acetato de etila e metanol em um extrator do tipo soxhlet, por um periodo de 24 horas
ininterruptas para cada solvente. Apds cada extracdo, os extratos foram concentrados em um
evaporador rotatério sob vacuo e em seguida levados para a capela para a completa
evaporagdo do solvente. Apds esse procedimento os extratos obtidos foram determinados
através da seguinte equacao:

TE = (P, x100)/P, 3

onde, TE = teor de extrativos (%); P, = peso do extrativo concentrado (g); e P1 = peso da
amostra seca (g).

Teor de holocelulose

Para a determinacdo da holocelulose foram utilizados 1,25 g da amostra livre de
extrativos de cada camada do tegumento, as quais foram homogeneizadas e colocadas em um
erlenmeyer onde foram adicionados os reagentes acido acético e clorito de sodio (80%). Em
seguida, a amostra foi mantida em banho-maria a 70°C por um periodo de 4 horas. A cada 60
minutos foram adicionados mais reagentes dentro do erlenmeyer contendo a amostra, até que
as fibras se mostraram completamente dissociadas. A amostra reacional foi entdo levada para
a capela onde permaneceu por 24 horas em repouso. Apos esse periodo a amostra foi lavada
em um funil de placa sinterizada sob vacuo com agua destilada até que o desaparecimento da
cor e do odor do cloro. As amostras foram entdo secas em estufa a £ 60°C durante 24 horas, e
novamente pesada. O teor de holocelulose foi entdo determinado pela seguinte equacgéo:

TH =P, /R, x100 (4)

onde, TH = teor de holocelulose (%); P, = peso seco do residuo holocelulosico (g); e P; =
peso seco da amostra livre de extrativos (Q).

Teor de lignina de Klason

Para a quantificagdo da lignina foram utilizados 300 mg da amostra seca e livre de
extrativos tratada com &cido sulfurico a 72%. Cada amostra foi homogeneizada por agitacdo
dentro de um tubo de ensaio durante 1 minuto e conservada por 1 hora entre 25-30°C em
banho-maria. Em seguida, o material foi diluido em baldes com adicdo de 84 ml de &gua
destilada e, mantidos sob refluxo por um periodo de 4 horas, com temperatura em torno de
70°C. Terminado este procedimento, o material foi lavado sob vacuo com 500 ml de agua
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destilada quente em um funil de placa sinterizada previamente tarado e em seguida seco em
estufa a 105°C durante 24 horas e foi feita uma nova pesagem (EFFLAND, 1977). O teor de
lignina foi entdo determinado pela equacgéo abaixo:

TL="P,/P,x100 (5)

onde, TL = teor de lignina de Klason (%); P, = peso seco do residuo; e P; = peso seco da
amostra livre de extrativos.

Os teores de lignina de Klason foram obtidos a partir do material tratado e néo tratado
com hidroxido de sodio (NaOH) a 1% (TAPPI, 1979).

3.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

Para a analise de espectroscopia FT-IR foram utilizadas amostras secas de cada
camada do tegumento livre de extrativos com e sem NaOH a 1% e da lignina de Klason de
cada camada com NaOH a 1%. As amostras foram moidas em moinho de bolas até
apresentar aparéncia de talco, posteriormente congeladas em nitrogénio liquido e secas
utilizando o liofilizador TERRONI® de modo a obter a completa desidratacdo do material.
Os espectros foram registrados utilizando 2 mg de cada material em condigéo de pastilha de
brometo de potassio (KBr) (100 mg) em um espectrometro VARIAN 640-IR FT-IR no
modo experimental de transmitancia utilizando 4 cm™ de resolucdo, 128 varreduras,
amplitude espectral entre 4000-400 cm™.

3.5 Espectroscopia da cor

As andlises colorimétricas foram realizadas com o espectrofotbmetro CM 2600d da
Konica Minolta no espago de cor L*a*b* CIE 1976 segundo a norma 1SO 11664-4:2008 em
que foram obtidas as seguintes variaveis: luminosidade (L*), coordenadas cromaéticas a*
(variacdo entre verde e vermelho) e b* (variacdo entre azul e amarelo), croma (C*,p) € angulo
de tinta (ha). Os par@metros C*,;, e hy, foram calculados através das seguintes equacoes:

C*,, =|(@*)? + (%) (6)
e
h,, =arctan(b*/a*) )

As medigdes foram feitas com o iluminante D65, angulo de observacdo de 10° luz
especular incluida e abertura de 3 mm (SAV «Small Area View»). Foram realizadas medicoes
de cor em ambas as faces, externa e interna, de cada uma das trés camadas do tegumento da
semente, em que: S; = superficie externa da exotesta; S, = superficie interna da exotesta; Sz =
superficie externa da mesotesta; S, = superficie interna da mesotesta; Ss = superficie externa
da endotesta; e Sg = superficie interna da endotesta. Foram realizadas duas medicGes de cor
por superficie por semente para um total de 50 sementes totalizando 100 observagdes por
superficie.

3.6 Analises de angulo de contato
As analises de angulo de contato foram realizadas com o sistema de formato da gota

«Drop Shape Analyser» DSA 100, versdo 1.92 da Kriss GmbH (Hamburg, Alemanha), o qual
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€ composto por uma mesa de suporte para as amostras, um sistema de video com camera e
uma seringa dosadora (Figura 11A). As medi¢fes de angulo de contato foram feitas através
do programa DSA1L, o qual grava imagens da gota depositada na superficie do material e
analisa o comportamento da gota de forma dindmica ao longo do tempo.

Foram realizadas medicgdes de angulo de contato em ambas as faces, externa e interna,
de cada uma das trés camadas do tegumento da semente (S; — Sg). Para a S;, as medicdes
foram realizadas em uma superficie plana da semente, sendo que para sua fixacdo e
nivelamento na mesa de suporte foi utilizada massa de modelar (Figuras 11B-11C). Em
seguida, as sementes foram descascadas e as camadas do tegumento separadas. Para as
medicOes das demais superficies (S»-Sg), 0 material foi fixado em laminas com fita adesiva
para as medicdes de angulo de contato.

As anélises foram realizadas em ambiente climatizado em que se utilizou agua
destilada como liquido teste, uma seringa dosadora de 100 pl, agulha com 0,5 mm de
didmetro e a altura da agulha em relagdo a superficie do material de 3 mm. Foram efetuadas
medicdes a cada 15 segundos durante 3 minutos totalizando 12 leituras de angulo de contato
para cada superficie. Foram avaliadas trés variaveis: angulo de contato médio = média das 12
leituras efetuadas ao longo de 180 segundos; angulo inicial = primeira leitura obtida ap6s 10
segundos; e angulo final = dltima leitura obtido ap6s 180 segundos. Foram mensuradas 50
sementes.

O tegumento da semente de Araucaria angustifolia apresenta estrias longitudinais que
aumentam a sua rugosidade superficial, principalmente nas camadas externa e intermediaria.
Em superficies rugosas, o angulo de contato formado entre a tangente da interface liquido-ar e

a superficie solida aparente € chamado de angulo de contato aparente (6,,).

Figura 11. (A) Sistema de formato da gota DSA 1: mesa de suporte para as amostras, sistema
de video com c&mera e seringa dosadora. (B) Fixacdo e nivelamento da semente de Araucaria
angustifolia na mesa de suporte com auxilio da massa de modelar. (C) Deposicdo da gota de
agua destilada na superficie da semente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao anatémica

O tegumento da semente de Araucaria angustifolia é caracterizado pela exotesta
(camada externa), mesotesta (camada intermediaria) e endotesta (camada interna). A exotesta
¢ a camada mais espessa com aproximadamente 268,5 um, enquanto que a endotesta é a mais
fina com aproximadamente 86 pum de espessura. A espessura da mesotesta foi de
aproximadamente 246 um.

A exotesta, em sec¢do transversal, é formada por uma epiderme de células tabulares e
circulares, revestida por uma cuticula lipidica delgada e ornamentada (Figura 12A). Segundo
Stewart (1996), a presenca de substancias lipidicas na camada externa atua como uma barreira
contra a entrada de agua e ataque de patogenos. O estrato subepidérmico, em secao
transversal, apresenta de 6-7 camadas de células isodiamétricas (Figuras 12B e 13A-B), com
paredes espessas de 7,45 + 1,95 um e lignificadas (Figura 12C e 12H), com substancias no
limen de algumas células (Figura 12D). Em secéo longitudinal e no material dissociado foi
observado que as células sdo longas, apresentando comprimento médio de 1339,76 + 234,44
Um e com pontuagdes entre 5-6 pm, sendo identificadas, portanto, como fibrotraqueides
(Figura 12E e 13C-D). Em seguida, ocorre um tecido de células de paredes delgadas e lumen
amplo, com presenca de idioblastos de macroesclereides (Figura 12F). Observa-se a
autofluorescéncia da lignina, tanto na secdo transversal quanto na se¢do longitudinal, sendo
sua presenca, na parede celular, mais acentuada na regido da lamela média e proxima ao
Ilimen das células (Figura 12H-1).

A mesotesta, em secdo transversal, apresenta trés tecidos distintos (Figura 14A, 15A-
B). O primeiro tecido adjacente a exotesta (S3) é constituido por 8-9 camadas de células
isodiamétricas, de paredes espessas e lignificadas (Figura 14B). Essas células, em secdo
longitudinal e no material dissociado, foram identificadas como macroesclerides, de
diferentes formas, classificadas como vermiformes curtas e ramiformes (RAO; BHUPAL,
1973) (Figuras 14C-D e 15C-D). O segundo tecido forma uma rede de células poligonais, de
paredes espessas, nao lignificadas (teste Wiesner), porém com reacdo positiva para
substancias fenolicas em geral (Figura 14E). O terceiro tecido (S4), em sec¢do transversal, é
formado por células alongadas, que em sec¢do longitudinal apresentam paredes espessas e ndo
lignificadas (teste Wiesner) ou pouco lignificadas (autofluorescéncia), com limen reduzido
(Figura 14F). A autofluorescéncia da lignina na parede celular € mais marcante no primeiro
tecido quando comparado aos demais tecidos da mesotesta (Figura 14G).

A endotesta, em sec¢do transversal, € formada por dois tecidos (Figura 16A e 17A-B)
em que 0 mais externo adjacente a mesotesta (S5) apresenta células parénquimaticas com
substancias fendlicas (Figura 16B); e a mais interna (S6) apresenta células parénquimaticas
contendo grande quantidade de amido (Figura 16C e 17A-D).

A estrutura anatdmica do tegumento da semente de Auraucaria angustifolia apresenta
algumas similaridades com o tegumento de Araucaria mirabilis (STOCKEY, 1975). A
Araucaria mirabilis, espécie de conifera extinta da Patagdnia (Argentina), é composta por trés
camadas, denominadas por Stockey (1975) de sarcotesta, esclerotesta e endotesta. A
sarcotesta, camada externa, € composta por um tecido composto por 3-4 células alongadas; a
esclerotesta, camada intermediaria, € composta por esclereides com orientacdo em zig-zag; e a
endotesta (camanda interna) é composta por células parenquimaticas.
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Figura 12. Caracteristicas anatbmicas da exotesta do tegumento da semente de Araucaria
angustifolia nas secfes transversal (A-D) e longitudinal (I). A: cuticula ornamentada. B:
celulas isodiamétricas. C: Paredes lignificadas. D: substancias no limen. E: Fibrotraqueides.
F: macroesclereides. G: Detalhe das pontuagfes. H-1: Autofluorescéncia da lignina. Barra = 50
pm (A-D); 100 pum (E-F).
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2016/03/21 1540 HL D4,1 x300 300um TM3000_ 2016/03/21 1542 HL D4,2 x800 100um

TM3000_

Figura 13. Imagens de MEV da exotesta do tegumento da semente de Araucaria angustifolia
nas secdes transversal (A-B) e longitudinal (C-D). S; e Sy: superficie externa e interna da
exotesta.
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Figura 14. Caracteristicas anatdmicas da mesotesta nas secdes transversal (A-B, E e G) e
longitudinal (F, H) do tegumento da semente de Araucaria angustifolia. A: Trés tecidos distintos. B:
Paredes espessas e lignificadas. C: Macroesclerides ramiformes. D: Macroesclerides vermiformes curtas. E:
Segundo tecido apresentando reagdo positiva para substancias fenélicas. F: Tecido interno com paredes espessas
e ndo lignificadas. G-H: Autofluorescéncia da lignina. Barra = 50 um (A); 100 um (B-D; F); 25 um (E).
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TM3000_ 2016/03/28 14:54 HL D4,1 x300 300um TM3000_
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016/03/28 14:40 HD4,3 x600 100 um
Figura 15. Imagens de MEV da mesotesta do tegumento da semente de Araucaria

angustifolia. A e B: Secdo transversal. C e D: Sec¢do longitudinal. Sz e S4: superficie externa e
interna da mesotesta.
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Figura 16. Caracteristicas anatdbmicas da endotesta nas secBes transversal (A-E) e
longitudinal (F) do tegumento da semente de Araucaria angustifolia. A: Dois tecidos
distintos. B: Substancias fendlicas no tecido mais externo. C: Tecido interno apresentando
grdos de amido. D: Tecido mais externo apresentando substéncias fendlicas. E-F: Baixa
autofluorescéncia. Barra = 100 um (A; C); 50 um (B; D).
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Figura 17. Imagens de MEV da endotesta do tegumento da semente de Araucaria
angustifolia. A-B: Secdo transversal. C-D: Secdo longitudinal. Ss e Sg: superficie externa e
interna da endotesta.

4.2 Caracterizacao quimica

A Tabela 1 apresenta o teor de extrativos para as trés camadas do tegumento da
semente. O ciclo de extracdo é baseado na série eluitropica, em que o cicloexano retira
compostos apolares e 0 metanol retira compostos polares (ex.: polifendis). Observa-se que o
teor de extrativos foi menor na exotesta e maior na endotesta.

O teor de lignina de Klason encontrado nas diferentes camadas do tegumento da
semente foi na ordem de 31,89% na exotesta, 29,90% na mesotesta e 38,58% na endotesta.
Embora a lignina de Klason seja um método amplamente usado para determinar o percentual
de lignina em materiais lignocelulésicos (CHEN et al., 2012), a mesma pode apresentar um
valor superestimado do teor de lignina devido a presenca de polissacarideos e proteinas ndo
extraidos que podem ser mensurados em conjunto (HATFIELD; FUKUSHIMA, 2005). Isso
poderia explicar o elevado teor de lignina de Klason para a endotesta (Tabela 2). Os teores de
lignina de Klason na mesotesta e endotesta sofreram uma redugdo de 44,5% e 61,3%,
respectivamente, apds o tratamento com NaOH 1% (Tabela 2). Esta perda de lignina da
mesotesta e endotesta pode ser devido a uma maior quantidade de ligninas com OH livre, ou a
presenca de complexo lignina-carboidrato (LC) (JEFFRIES, 1990), ou ainda fendis na
conectividade lignina-parede celular referindo-se as areas chamadas core e no core lignin
(BIDLACK etal., 1992; WANG et al., 2010; JAYABAL et al., 2011).
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Tabela 1. Teor de extrativos para as camadas do tegumento de Araucaria angustifolia.

Teor de extrativos (%)

Camadas Cicloexano Acetato de etila Metanol Total
Exotesta 1,260 1,679 8,971 11,910
Mesotesta 1,104 1,660 14,676 17,440
Endotesta 0,665 0,840 26,025 27,530

Tabela 2. Teores de holocelulose e lignina de Klason para as camadas do tegumento de
Araucaria angustifolia.

Lignina de Klason (%) Lignina de Klason

Camadas Holocelulose (%) com NaOH (%)
Exotesta 56,200 (0,625) 31,89 (3,29) 31,52 (0,46)
Mesotesta 52,660 (0,82) 29,90 (0,14) 16,88 (0,49)
Endotesta 33,890 (2,00) 38,58 (1,28) 15,32 (2,65)

Valores entre paréntesis = desvio padréo.
4.3 Espectroscopia FT-IR

O espectro no infravermelho das camadas do tegumento com e sem NaOH 1%
mostram sinais caracteristicos da presenca de celulose, hemicelulose e lignina (KUBO;
KADLA, 2005; SILLS; GOSSETT, 2011; XU et al., 2013) (Figuras 18 e 19). E possivel
observar o pico em torno de 3400 cm™ que diz respeito ao estiramento de grupos hidroxilas
(O-H) em estruturas alifaticas e fenélicas. O pico de absorcdo em ~ 1730 cm™ é atribuida ao
estiramento de grupos carbonilas (C=0) de aldeidos ou cetonas ndo conjugados de
hemicelulose. O pico em ~ 1600 cm™ é referente a vibracdo do anel aromético, mas sofre
influéncia do estiramento de grupo carbonila (C=0). O pico em 1500 cm™ também é atribuida
a vibracdo do anel aromaético, essa € considerada uma banda pura e é utilizada como padrédo
interno em espectros de lignina por ndo apresentar perturbacfes na sua intensidade (LIN E
DANCE, 1992). O pico em ~ 1315 cm™ é atribuida vibracdo de CH, de celulose e
hemicelulose. A banda de absorgdo em ~ 1370 cm™ é atribuida a deformagdo C-H de celulose
e hemicelulose (STEWART, 1996). O pico de absorcdo em ~ 1450 cm™ é atribuida a
deformacdo O-H no plano de celulose, hemicelulose e lignina. O pico de absorcdo em ~ 1160
cm™ é atribuida ao estiramento assimétrico C-O-C de celulose e hemicelulose.

As vibracdes especificas para as diferentes unidades estruturais da lignina ocorrem na
regi&o abaixo de 1500 cm™. Observa-se no espectro com NaOH 1% (Figuras 18 e 19) picos
caracteristicos de unidades guaiacilicas em que a banda em ~ 1265 cm™ é atribuida ao
estiramento C-O do anel aromético e a banda em ~1033 cm™ é atribuida a deformag&o C-H
aromatico no plano em que as unidades guaiacilicas ocorrem em maior porpor¢ao que as
siringilicas (KUBO; KADLA, 2005; SILLS; GOSSETT, 2011). Observa-se também o pico
em ~ 1111 cm™ que é atribuido ao estiramento assimétrico C-O de grupamento éster referente
ao acido p-cumarico (SUN et al., 2011; WEN et al., 2013). Por meio de uma comparacao
semiquantitativa das intensidades das bandas é possivel classificar as ligninas (LIN; DENCE,
1992). Deste modo, foi possivel verificar a presenca de unidades guaiacila caracterizando essa
lignina como guaiacilica (G) tipicamente encontrada em espécies de coniferas (VANHOLME
etal., 2010).
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Figura 18. Espectro FT-IR das trés camadas do tegumento da semente de
angustifolia (sem NaOH 1%).
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Os espectros no infravermelho registrados para lignina de Klason das respectivas
camadas tratadas com NaOH a 1% (Figura 20) mostraram sinais caracteristicos de lignina
(1600 cm™ e 1500 cm™). Dado que os sinais no infravermelho representam a
proporcionalidade dos grupos funcionais nas amostras, esse fato € usado para inferir a
presenca e a frequéncia das subestruturas que compdem a lignina. Os espectros no
infravermelho registrados em madeiras mostram que o sinal em 1600 cm™ tem trés
componentes. A maior intensidade de sinal corresponde a vibracdo dos anéis aromaticos de
subestruturas f-O-4 e as intensidades de sinal de vibracdo mais baixas correspondem aos
anéis aromaticos de subestruturas B-p e -5 (LIN; DANCE, 1992). Com base nesta
constatacao, a relacdo dos sinais a 1600 cm™ e 1500 cm™ foram utilizados para a comparacéo
semi-quantitativa. Esta proporcédo foi de 1,30 para a exotesta, 1,81 para mesotesta e 2,80 para
endotesta. Elas assumem que a lignina da exotesta tem um perfil estrutural expressa pela
natureza condensada, enquanto que a lignina presente no perfil das outras camadas apresenta
menores graus de condensacdo. Isto pode fazer com que a mesotesta e endotesta sofram niveis
mais elevados de degradacdo que a exotesta, essa que atua como uma barreira de protecao
fisica e quimica nas sementes contra fatores biodticos e abidticos do ambiente (WADA et al.,
2011).
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Figura 20. Espectro FT-IR da lignina de Klason tratada com NaOH 1% obtida a partir das
trés camadas do tegumento da semente de Araucaria angustifolia.

4.4 Espectroscopia da cor

A Tabela 3 apresenta as médias das variaveis colorimétricas do tegumento da semente
de Araucaria angustifolia. As analises estatisticas indicaram diferengas significativas de cor
entre as camadas. A luminosidade (L*) é maior na superficie externa da mesotesta (S3) e na
superficie interna da endotesta (Sg) cujos valores foram de 53,02 e 53,75, respectivamente. A
superficie externa da endotesta (Ss) € a mais escura, ou seja, apresenta a menor luminosidade
com valor médio de 37,15. Comparando as superficies externa e interna de cada camada,
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observa-se que na exotesta, a superficie interna (S,) é mais clara (maior valor de L*) que a
superficie externa (S;); na mesotesta, a superficie interna (S4) € mais escura que a superficie
externa (S3); e na endotesta, a superficie externa (Ss) € mais escura que a superficie interna
(Se)-

O valor de croma (C*y,) indica a saturacéo da cor, i.e., quanto maior o valor de C*y,
mais saturada é a cor. Sendo assim, as superficies externa (Ss) e interna (Sg) da endotesta
apresentam a maior saturacao de cor ou maior cromaticidade. A Ss apresentou mais pigmento
vermelho (a*) enquanto que a Sg apresentou mais pigmento amarelo, o que explica os maiores
valores de C*,, (Tabela 3). A cor é uma propriedade fisica que é afetada pela composicéo
quimica, principalmente pelo teor e natureza dos extrativos (AMUSANT et al., 2004;
PAQUES; GARCIA-CASAS; CHARPENTIER, 2012). Os resultados obtidos para a
cromaticidade do tegumento da semente corroboram com analises dos extrativos em que a
endotesta apresentou o maior teor em relacdo a exotesta e mesotesta (Tabela 1); e com as
analises histoquimicas que indicaram a presenca de substéncias fendlicas na S5 da endotesta.
Na Figura 21, observa-se que as superficies mais escuras apresentam mais croma vermelho
enquanto que as superficies mais claras apresentam mais croma amarelo.

O angulo (hy), assim como os pigmentos vermelho (a*) e amarelo (b*) expressa a
tonalidade. Os maiores angulos foram encontrados para as superficies S,, S; e Sg com 0s
respectivos valores médios de 53,05, 54,57 e 53,02 enquanto que a superficie Ss apresentou o
menor angulo (34,28) (Tabela 3). As superficies S, Sz e Sg também apresentaram os maiores
valores de pigmento amarelo (b*).

Tabela 3. Médias das variaveis colorimétricas das camadas do tegumento da semente de
Araucaria angustifolia.

Camada L* a* b* C*a h o

Exotesta S 40,79 19,95 18,80 27,47 43,07
[85,41]c  [199,70]b [116,54]b  [142,34] bc [98,88] b

S, 49,03 15,72 20,99 26,28 53,05
[180,97]b [5857]e  [174,48]a [102,27]cd [211,82]a

Mesotesta S3 53,02 16,41 23,20 28,47 54,57
[227,97]ab [87,63]de  [223/43]a [170,64]b [230,76] a

S4 41,90 18,21 16,92 24,88 42,85
[100,70] ¢ [155,59] bc [66,61]b  [65,83]d  [93,26] b

Endotesta Sy 37,15 24,84 16,99 30,12 34,28
[34,63]d  [267,61]a [70,21]b  [22151]a [25,53]c

Se 53,75 17,04 22,65 28,37 53,02

[239,64]a [116,14]cd [217,32]a [173,58]ab [208,54] a

Valores entre colchetes = média dos postos de Kruskal-Wallis. Médias com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes
entre si pelo teste de Kruskal-Wallis. S; e S,: superficie externa e interna da exotesta. S; e S,: superficie externa e interna da
mesotesta. S5 e Sg: superficie externa e interna da endotesta. L*: luminosidade (claridade); a*: matiz vermelho; b*: matiz
amarelo; C*,,; saturacdo ; e, h,,: tonalidade.
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Figura 21. Correlacdo entre a luminosidade e as variaveis cromaticas das camadas do
tegumento da semente de Araucaria angustifolia.

4.5 Angulo de contato

As analises estatisticas indicaram diferengas significativas de molhabilidade entre as
camadas do tegumento (Tabela 4). A superficie externa da mesotesta (S3) apresentou 0s
maiores valores de angulo de contato aparente tanto para 0 angulo médio quanto para 0s
angulos ap6s 15 segundos e 180 segundos, mostrando que a S; apresenta a menor
molhabilidade (Figura 22A). Por outro lado, a superficie interna da mesotesta (S4) apresentou
a maior molhabilidade, ou seja, 0s menores valores de angulo (Figura 22B). Esses resultados
podem ser explicados pelo contraste entre a estrutura anatdmica e a composi¢do quimicas das
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camadas S; e S, (Figuras 14 e 15). Na S, as células séo lignificadas (Figura 14B e 14G) e
orientadas axialmente em relacdo ao comprimento da semente enquanto que na Sy, as células
sdo nao-lignificadas e dispostas transversalmente, ou seja, perpendicular ao comprimento da
semente. A lignina devido & sua caracteristica hidrofébica pode contribuir para a menor
molhabilidade da S3;. O angulo de contato aparente da superficie externa (S;) e interna (S;) da
exotesta e a superficie externa da endotesta (Ss) ndo apresentaram diferencas significativas
entre si. As camadas S; e S, sdo bastante similares em relacdo a estrutura anatdmica, o que
explica o fato das duas superficies apresentarem o0 mesmo comportamento para o angulo de
contato. As analises histoquimicas indicaram um alto teor de lignina na exotesta, assim como
para a mesotesta, portanto esperava-se que a exotesta tivesse uma molhabilidade tdo baixa
quanto a Sz da mesotesta, 0 que ndo ocorreu. A exotesta e a mesotesta do tegumento da
semente de Araucaria angustifolia apresentam estrias longitudinais que aumentam a sua
rugosidade superficial, o que pode ter afetado os valores de angulo de contato. Bormashenko
et al. (2013) afirmam que o angulo de contato (aparente), nesses casos, resulta de uma
complexa combinacdo da composi¢do quimica e da rugosidade superficial.

O comportamento do angulo de contato das trés camadas do tegumento apresentou a
mesma tendéncia ao longo do tempo de 180 segundos, ou seja, as diferencas significativas
encontradas entre as camadas apds 15 segundos e 180 segundos foram similares entre si
(Figura 23). Os resultados deste estudo contribuem para um melhor entendimento sobre a
permeabilidade do tegumento da semente a penetracdo de &gua e consequentemente ao
processo de germinacdo da semente de Araucaria angustifolia. Geralmente, recomenda-se
que seja feita uma escarificacdo na semente de Araucaria angustifolia para acelerar e
aumentar o seu potencial de germinacdo (SOUZA; CARDOSO, 2003). As analises de angulo
de contato mostraram que a camada externa da mesotesta é a principal responsavel pela baixa
permeabilidade da semente.

Tabela 4. Médias de angulo de contato aparente das camadas do tegumento da semente de
Araucaria angustifolia para a analise de molhabilidade.

Angulo de contato Angulo de contato inicial| Angulo de contato final
médio (graus) (graus) —ap6s 10 s (graus) — apds 180 s
Camada Postos de Postos de Postos de
Média Kruskal- Média Kruskal- Média Kruskal-
Wallis Wallis Wallis
S, | 77,80 129,10 ¢ 79,93 122,71 ¢ 79,79 113,73 b
Exotesta s, | 78,11 131,45¢ | 79,56 131,82¢ | 7646 113,71 b
S; | 100,13 261,36 a 100,20 259,26 a 99,38 232,12 a
Mesotesta g | 62,74 5887d | 64,90 59,27d | 63,50 55,03 ¢
d Sg | 75,48 117,15¢ 77,92 120,97 ¢ 74,20 103,17 bc
Endotesta o' | gggo 20507b | 89,26 20542b | 87,80 185,07 a

Médias com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes entre si. S; e S,: superficie externa e interna da exotesta. S; e
S,: superficie externa e interna da mesotesta. Ss e Sg: superficie externa e interna da endotesta.
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Figura 22. Comportamento da gota na mesotesta da semente de Araucaria angustifolia. A:
superficie externa (Sz) com baixa molhabilidade. B: superficie interna (S;) com alta
molhabilidade.
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Figura 23. Angulo de contato aparente das camadas do tegumento da semente de Araucaria
angustifolia.
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5 CONCLUSOES

A estrutura celular do tegumento da semente de Aracuaria angustifolia apresentou
caracteristicas distintas entre as trés camadas: exotesta, mesotesta e endotesta. A mesotesta
apresentou maior diversidade e complexidade anatdmica.

A endotesta foi a camada mais afetada pelo tratamento com NaOH, o que sugere a
presenca de uma lignina com perfil estrutural de natureza menos condensada. A lignina
encontrada nas trés camadas foi identificada como sendo do tipo G.

A superficie externa da mesotesta e a superficie interna da endotesta apresentaram
a maior luminosidade enquanto que a superficie externa da endotesta apresentou a menor
luminosidade. As superficies mais escuras apresentaram mais croma vermelho enquanto que
as superficies mais claras apresentaram mais croma amarelo.

As superficies externa e interna da endotesta apresentaram a maior saturacdo de
cor (cromaticidade). As superficies externa (Ss) e interna (Sg) da endotesta apresentam a
maior saturacdo de cor (cromaticidade) em que a Ss apresentou mais croma vermelho (a*)
devido a presenca de substancias fendlicas enquanto que a Sg mais pigmento amarelo.

As camadas do tegumento apresentaram comportamentos diferentes de
molhabilidade. O fendmeno de molhabilidade é complexo e a analise da composicdo quimica
ndo foi suficiente para explica-lo. A superficie externa (S3) da mesotesta é a principal
responsavel pela baixa molhabilidade da semente.
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