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RESUMO

Neste trabalho foram realizados estudos sobre teores de lignina, sua localizagdo nas sementes
e, influéncia desta na dorméncia em sementes de quatro espécies de Leguminosae: Cassia
leptophylla, Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, Enterolobium
contornisiliqguum(Vell) Morong e Ormosia arborea (Vell) Harms, todas de ocorréncia na
Mata Atlantica e com potencial na recuperacdo de areas degradadas. Na determinagdo de
teores de lignina foi utilizado o método de Klason, verificou-se a existéncia de 8,08% nas
sementes de Enterolobium contornisiliqguum (Vell) Morong, 18,89% nas sementes de
Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, 9,98% nas sementes de Cassia leptophylla e
5,15% nas sementes de Ormosia arborea (Vell) Harms. Para verificagdo da localizagdo da
lignina em sementes, foram feitos cortes transversais para realizacdo do teste de cor com
reagente de Wiesner. Verificou-se a existéncia de lignina principalmente na regido da
exotestal do tegumento. Para observagdao de suberina foi utilizado o corante Sudam III, no
qual foi encontrada na regido mesotestal e nas células parenquimaticas do tegumento. Foram
realizados dois tratamentos para observacdo da existéncia de dorméncia nas sementes:
controle (sem escarificacdo) e escarificagdo mecanica Em cada tratamento foram feitas quatro
repeti¢des de 25 sementes por espécie. Cassia leptophylla apresentou 19% de germina¢do no
tratamento 1 e, 73% no tratamento 2; Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, 27% no
tratamento 1 e, 31% no tratamento 2; Enterolobium contornisiliquum(Vell)
Morong,apresentou 2% no tratamento 1, 55% no tratamento 2. Ormosia arborea (Vell)
Harms, apresentou 29% no tratamento 1 e 35% no tratamento 2. Verificou-se que as sementes
de Cassia leptophylla, Enterolobium contornisiliquum(Vell) Morong possuem dorméncia e
apresentam alto teor de lignina. A Ormosia arborea (Vell) Harms apesar de ter sementes
aparentemente duras apresentou valores semelhantes de germinacdo nos dois tratamentos e o
teor de lignina foi relativamente baixo quando comparado com as demais espécies. A
Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan ndo possui dorméncia, porém apresentam
altissimos teores de lignina, 18,89% o que significa que a lignina pode est4 influenciando na
impermeabilizagdo a 4gua nas sementes, porém nao € o fator determinante na dorméncia.

Palavras-chave: anatomia de semente, composi¢ao quimica, suberina, leguminosae
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ABSTRACT

This work was carried out studies on levels of lignin, its location in seeds, and the influence
of dormancy in seed of four species of Leguminosae: Cassia leptophylla, Anadenanthera
macrocarpa (Benth) Brenan, Enterolobium contornisiliquum (Vell) Morong and Ormosia
arborea (Vell) Harms, all to occur in the Atlantic Forest and with the potential rehabilitation
of degraded areas. In determining the content of lignin was used method of Klason, there was
the existence of 8.08% of lignin in the seeds of Enterolobium contornisiliquum (Vell)
Morong, 18.89% of lignin in the seeds of Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, 9.98%
in the seeds of Cassia leptophylla and 5.15% in the seeds of Ormosia arborea (Vell) Harms.
For location of lignin transverse cuts were made in seed test reagent with Wiesner. It was the
existence of lignin mainly in the region of exotesta the husk. For observation of the dye was
used suberine Sudam III. At mesotesta and parenchyma cells of the skin. There were two
treatments for observation of the existence of dormancy in seed: control (without
scarification) and mechanical scarification In each treatment were made four replicates of 25
seeds per species. Cassia leptophylla showed 19% germination in the treatment of 1, and 73%
in the treatment two; Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, 27% in treatment 1, and
31% in treatment 2; Enterolobium contornisiliguum (Vell) Morong, showed 2% in treatment
1, 55% in treatment 2. Ormosia arborea (Vell) Harms, showed 29% in treatment 1 and 35%
in treatment 2. It was found that the seeds of Cassia leptophylla, Enterolobium
contornisiliqguum(Vell) Morong have dormancy and have high levels of lignin. The Ormosia
arborea(Vell) Harms seed despite having apparently had similar values of hard germination
in the two treatments and the content of lignin was relatively low compared with other
species. The Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan does not have dormancy, but shows
very high levels of lignin, the lignin can mean that the influence is in sealing the seeds in
water and not directly into dormancy.

Keywords: seeds, lignin, suberine, leguminsae
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1- INTRODUCAO

As espécies florestais que compdem a Mata Atlantica apresentam uma grande
diversidade de familias botanicas. Um exemplo ¢ a Familia Leguminosae amplamente
encontrada neste bioma. Por outro lado, com a devastacdo e degradagdo dos ecossistemas em
decorréncia de varios fatores, muitas espécies estdo sendo dizimadas. Os solos desnudos em
decorréncia da agdo do homem em busca do desenvolvimento clamam por recuperacao.

Neste contexto espécies de arvores como os da familia leguminosa estdo sendo
amplamente utilizadas na recuperacao de areas degradadas. Por estabelecer uma excelente
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio, alta capacidade de se estabelecer em
condi¢gdes limitantes, contribui na ciclagem de nutrientes, possui rapido crescimento, €
sistema radicular profundo. Possuindo assim, caracteristicas ideais para a reabilitacdo do
ambiente.

Em estudos ja realizados na Mata Atlantica, observou-se que a Familia Leguminosae
¢ encontrada vastamente nestas areas, sendo responsavel por grandes porcentagens do arboreo
florestal. No Brasil, ela é representada por 200 géneros e 1.500 espécies divididas em trés
subfamilias: Caesalpinoideae, Faboideae ¢ Mimosoideae, podendo ser arvores, arbustos, ervas
e trepadeiras arbustivo-herbaceas ou lianas. A familia ¢ de grande interesse economico sendo
muito explorada pela industria de alimentos, 6leos, resinas, cosméticos, farmacéuticos,
fortalecendo o conceito de ndo madeireiro e o uso na industria de madeireira processada
(BARROSO et al., 1984).

Os estudos com sementes objetivam expandir os conhecimentos fisioldgicos,
observando as respostas de germinacao a fatores ambientais, causas de dorméncia e formas de
sobrepujar esta dorméncia, para viabilizar o desenvolvimento das sementes, ocorrendo a
melhoria nas taxas de germinagdo (BSAKIN & BSAKIN, 1998). A superacdo da dorméncia, e
conseqiientemente o adequado desenvolvimento das sementes, constitui fatores de grande
relevancia na implantacdo de viveiros e produ¢dao de mudas.

A dorméncia ¢ um mecanismo que impede a semente germinar em condi¢des
desfavoraveis, podendo permanecer no solo por um longo tempo. As sementes dormentes
apresentam um tegumento impermeavel a dgua, também conhecidas como sementes duras.

Um dos grandes problemas da silvicultura, principalmente com sementes de arvores
nativas, esta relacionado a germinagdo. Para tanto sdo aplicados técnicas de aceleragdo da
germinagdo, como por exemplo, a escarificacdo, banho em acido, entre outros.

Os fatores que restringem a germinagdao nem todos sdo conhecidos. O estudo da
composi¢ao quimica da semente sob o contexto de ocorréncia de substancias com carater de
barreira fisica, como a lignina, tem sido pouco estudado. A impermeabilidade a 4gua pode ser
causada pela deposicdo de substincias quimicas no tegumento das sementes. As possiveis
substancias encontradas na cobertura das sementes sdo: suberina, lignina, cutina, taninos,
pectinas, além de derivados de quininas (MAYER, A.M. & POLJAKOFF-MAYBER, 1982).

A lignina dé resisténcia a compressao e rigidez a parede celular em madeiras.
Acredita-se que a lignificag@o, ou processo de deposi¢do de lignina, teve um papel primordial
na evolu¢ao das plantas terrestres. Com a deposi¢do de lignina nas paredes celulares,
possibilitou o aumento das estruturas das plantas terrestres € o desenvolvimento de sistema
ramificado capaz de suportar as superficies fotossintetizantes (WHETTEN, 1998).

A lignina conceitualmente ¢ uma classe de substancia de alto peso molecular
formado por trés tipos de precursores: alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. A
quantidade de lignina varia entre pteridofita, gimnosperma, e angiospermo dicotiledoneas e
monocotiledoneas, e entre diferentes espécies, orgaos, tecidos, e até mesmo nas camadas da



parede celular. A lignina também impermeabiliza a parede celular. Além disso, quando
depositada responde a varios tipos de injurias e ataques por fungos. A lignina de cicatriza¢ao
protege a planta de ataques por fungos, ao aumentar a resisténcia das paredes a penetracao
mecanica, protegendo-as também contra a atividade das enzimas e toxinas dos fungos para
dentro da planta.

Tem-se sugerido que a lignina pode ter funcionado como agente antifingico e
antibacteriano e apenas mais tarde assumiu papel no transporte de agua e no suporte mecanico
durante a evolugdo das plantas terrestres (RAVEN et al., 2007).

Dessas substancias que compdem estruturalmente a semente, qual o papel e sua
importancia da lignina na germinagdo? Outra questdo pode ser também levantada: se a
lignina que ocorre na madeira ¢ similar a lignina que ocorre em sementes. Logo esta pesquisa
possui 0 objetivo de examinar a ocorréncia e quantificar o teor de lignina nas sementes das
espécies Cassia leptophylla, Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, Enterolobium
contornisiliqguum (Vell) Morong, Ormosia arborea (Vell) Harms, de forma a viabilizar o
desenvolvimento de novas metodologias que neutralizem e acelerem o processo de
germinagao.

2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ (Quantificar a lignina em sementes de algumas espécies de leguminosas;

e [Localizar na semente, através de cortes anatdomicos, a presenca ¢ a localizagao de lignina

e Estudar a influéncia da lignina na dorméncia das sementes e, conseqiientemente, no seu
desenvolvimento;

e Localizar na semente através de cortes anatomicos, a presenca de suberina

3- REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1- Mata Atlantica

Na época da colonizacgdo do Brasil, a Mata Atlantica cobria cerca de 15% do territorio
nacional, conferindo um total de 1.306.421 Km?. Hoje, cobre cerca de 7,84% , o que equivale
a 102.000 Km?. Atualmente a Mata Atlantica estd em segunda no ranking dos ecossistemas
mais ameacados de extin¢do, tendo em vista que a Mata Atlantica ja perdeu cerca de 90% da
sua cobertura florestal (SHAFFER & PROCHNOW, 2002). Estando assim incluida entre os
25 hotspots, ou seja, areas que possuem altas riquezas de espécies, que ndo sao encontradas
em nenhum outro lugar, sdo justamente as que sofrem maior destruicao de habitat, sendo uma
das prioridades para a conservagao de biodiversidade em todo mundo (MYERS apud PIMM
et at., 2000).

O Brasil possui entre 55.000 e 60.000 espécies somente do grupo das angiospermas,
aproximadamente 23% do total que existe no planeta. Estima-se que a Mata Atlantica tenha
cerca de 20.000 espécies, possuindo entre 33 e 36% do total encontrado no pais (ISA/ REDE
DE ONGS DA MATA ATLANTICA/ SNE 2001).

A devastagdo da Mata Atlantica chegou ao seu auge no século XX. A parte da
instalacdo de redes ferroviarias ao longo da floresta, onde a industria madeireira passou a
adentrar em areas nunca tocadas antes (BRASIL,1998).



3.2- Familia Leguminosae e a Recuperacio de Areas

Estudos floristicos e fitossocioldgicos indicam que a Familia Leguminosae ¢
importante na Mata Atlantica, sendo responsavel por boa parte da composi¢ao da paisagem.
Essa familia ¢ de distribuicdo universal com mais de 18.000 espécies descritas, sendo
considerada a terceira maior familia de fanerogamas (LIMA & GUEDES — BRUNI, 1994).

As leguminosas florestais sdo amplamente utilizadas na recuperacdo dos
ecossistemas, apresentando muitos beneficios, como a cobertura rapida do solo, a protecao
contra a erosdo, e ainda tem um papel importante na ciclagem de nutrientes (RESENDE et al.,
2006). Além de possuirem uma grande importancia econOmica, devido a sua ampla
distribuicdo geografica, e a relacio de simbiose que exerce juntamente com 0s
microrganismos do solo. Na recuperagdao de areas degradadas, as leguminosas sdo uma
alternativa para locais onde a vegetacdo foi retirada e conseqiientemente houve uma grande
perda de nitrogénio (TAMM, 1982).

3.2.1- Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan

E uma planta decidua, pioneira, heli6fita. Conhecida popularmente por angico-
vermelho ¢ uma espécie de vasta ocorréncia na Mata Atlantica, encontrada desde o Maranhao
até Sao Paulo, Minas Gerais ¢ Mato Grosso do Sul. Espécie arborea com altura de 15-20m,
com tronco de 40-50 cm de didmetro, tem folhas compostas bipinadas, foliolos rigidos e, fruto
legume deiscente. Sua madeira ¢ muito pesada e possui alta resisténcia sob condi¢des
naturais. Possui rdpido crescimento sendo vastamente utilizada na recuperacdo de areas
degradadas. Produz grande quantidade de sementes e, a taxa de germinacao ¢ geralmente alta
chegando até 80% (LORENZI, 2002).

Eonte: Loféh;i,;ZOOZ
3.2.2- Cassia leptophylla

Planta perenifdlia, heliofita, arborea. Conhecida popularmente por falso-barbatimao, ¢
uma espécie de ocorréncia no Parand e Santa Catarina na floresta de pinhais. Possui porte de
8-10m de altura, tronco de 30-40 cm de didmetro, t€ém folhas compostas pinadas, flores
amarelas em rancemos terminais e, fruto legume cilindrico e lenhoso. A madeira ¢ dura e
moderadamente duravel. E utilizada na recuperagéo de areas degradadas por ser uma espécie
rustica e adaptadas a insolagdo direta. Produz grande quantidade de sementes, possui baixa



taxa de germinacdo (menor que 50%), por isso recomenda-se escarificar mecanicamente as
sementes antes de semed-las para aumentar a germinacao (LORENZI, 2002).

Fonte: Lorenzi, 2002
3.2.3- Enterolobium contornisiliqguum (Vell) Morong

Planta decidua no inverno, heliofita, pioneira, conhecida como orelha-de-negro, ocorre
nos estados do Para, Maranhdo, Piaui até o Mato Grosso doSul e Rio Grande do Sul, nas
florestas pluvial e semidecidua. Possui de 20 a 35 m de altura, tronco de 80-160 cm de
diametro, folhas compostas bipinada. A madeira ¢ leve e pouco resistente. Possui rapido
crescimento inicial, chegando a alcancar quatro metros aos dois anos, sendo amplamente
utilizada na recuperagdo de areas degradadas. Nao produz sementes todos os anos, possui
baixa taxa de germinacdo (em média 25%), necessitando de escarificagdo para aumentar a
germinagdo (LORENZI, 2002).

)

Fonte: Lorenzi, 2002
3.2.4- Ormosia arborea (Vell) Harms

Planta semidecidua, helitfita, prefere solos enxutos e situados em topos de morros ou
encostas ingremes. Conhecida como olho-de-cabra, ocorre desde a Bahia até¢ Santa Catarina,
principalmente na floresta pluvial atlantica e latifoliada semidecidua. Possui de 15-20 m de
altura, tronco com diametro de 50-70 cm, folhos compostas imparipinadas, fruto legume



indeiscente. A madeira é moderadamente pesada e resistente. E empregada na recuperagio de
areas degradadas. Alta producdo anual de sementes e as taxas de germinagdo sdo altas (média
de 50%), porém, recomendam-se escarificar as sementes para aumentar a taxa de germinagao
(LORENZI, 2002)

Fonte: Lorenzi, 2002
3.3- As Sementes

O termo semente ¢ usado para designar o conjunto formado por um esporoéfito jovem —
o embrido, um tecido de reserva alimentar — o endosperma — e um envoltdrio protetor. O
embrido juntamente com o endosperma e com o envoltorio, constitui a unidade de dispersao,
ou diaspora, que tanto pode ser uma semente, um fruto ou, ainda, uma estrutura mais
complexa. Portanto, a semente constitui a unidade reprodutiva das espermatéfitas
(giminosperma e angiosperma), cuja fungdo se relaciona com a dispersdo e a sobrevivéncia
das espécies (BELTRATI & PAOLI, 2004). Segundo Perez (2004), a semente € uma estrutura
na qual o embrido de uma planta, em geral totalmente desenvolvido, ¢ disperso.

Segundo Esau (1974), as sementes de angiospermas sdo constituidas de: embrido,
quantidade varidvel de endosperma, e tegumento, ou testa. Os diversos componentes do évulo
sd0 mais ou menos preservados durante sua transformagdo em semente. O embrido e o
endosperma ocupam a maior parte do volume das sementes enquanto os tegumentos, aos
transformarem-se em revestimento da semente, sofrem consideravel reducao em espessura e
desorganizacdo parcial. Beltroti & Paoli (2004) comenta que as sementes de angiosperma
vém do 6vulo, como resultado de um processo de dupla fecundagao.

As sementes variam em forma, tamanho, coloracdo, peso, aspecto superficial da testa,
sendo estas variagdes ferramentas importantes na identificagdo. A estrutura e textura do
tegumento também variam muito, podendo ser ténue, membrandceas, papirdcea, e coriacea ou
pétreas (BELTRATI & PAOLI, 2004). O tegumento pode ter coloragao uniforme, nos tons
castanhos, preto, cinza, branco, vermelho, etc

3.3.1- Anatomia das Sementes

Segundo Hoppe (2004), quando ocorre a fecundacao do 6vulo, iniciam-se diferentes
processos que resultaram na formagdo do fruto e da semente, ocorrendo diferenciagdes
especificas. Carvalho e Nakagawa (2000) citado por Perez (2004), diz que as sementes de
angiospermas sao constituidas pela estrutura protetora (tegumento), pelo embrido (com um,



dois ou mais cotilédones, eixo embrionario) e pelo tecido de reserva, que as vezes, pode esta
ausente.

A semente provém do 6vulo, como resultado de um processo conhecido como dupla
fecundagdo, em que um dos gametas masculinos se une ao nucleo da oosfera (singamia),
dando origem ao zigoto dipldide e posteriormente ao embrido (novo esporofito), enquanto o
outro se funde com os dois nucleos polares do saco embriondrio (fusdo tripla), dando origem
ao endosperma (BELTRATI & PAOLI, 2004).

O tegumento ou testa ¢ formado no momento em que ocorre a fecundagdo, através de
divisdes periclinais e anticlinais. A testa ¢ constituida por células parenquimaticas, tendo
como fun¢do o armazenamento de reservas nutritivas; elementos que conferem rigidez aos
envoltorios das sementes, como células esclerenquimaticas (esclerodios, fibras tipos
intermediarios), onde as paredes podem ser lignificadas formando camadas ou dispde-se de
maneira esparsa; células taniniferas desenvolvem-se, com freqiiéncia, nas camadas mais
externas das sementes e, esta relacionada a prote¢do contra microrganismos e predadores
aumentam a dureza das sementes e a atribui cor. E comum encontrar cristais de oxalato,
rafides e drusas nos tegumentos (BELTRATI & PAOLI, 2004).

As sementes de leguminosas apresentam dois tegumento, o interno desaparece durante
a ontogénese e a externa se diferencia em diversas camadas. A camada externa, a epiderme
origina a camada paligadica caracteristica das sementes de leguminosas. Esta camada ¢
formada de esclereideos — mesoesclereideos ou células de Malpighi com paredes
desigualmente espessas. As cé€lulas das camadas subepidérmica diferenciam-se nas “células
colunares” também conhecida como osteosclereideos (Figura 1). O tecido mais profundo ¢
formado por parénquima lacunoso. O sistema vascular de numerosas sementes de legumes ¢
bem desenvolvido (ESAU, 1974).

A cuticula, as camadas de parénquimas paligadicos e os osteoclereideos podem
conferir as sementes a impermeabilidade a 4gua (NAZARIO, 2006).

O endosperma ¢ formado a partir da fusdo de dois nucleos polares do saco embrionario
com um nucleo gamético do tubo polinico (ESAU, 1974). O endosperma ¢ formado por
tecidos de armazenamento, o material mais freqiientemente encontrado ¢ o amido, porém
outros carboidratos como os polissacarideos sdo encontrados depositados no endosperma (
MEIER, 1958 apud ESAU, 1974)

ct A

ex

ot

100 pm
Fonte: Beltrati, 1981
Figura 1. Esquema da secdo transversal do tegumento das sementes. Cuticula (ct),
exotesta (ex), osteoesclerideos (ot), testa (TE)



3.3.2- Dorméncia das Sementes

A dorméncia ¢ uma incapacidade temporaria de germinacdo em uma determinada
condicdo ambiental que ndo impede a germinacdo da semente ndo-dormente (CARDOSO,
2004). Existem trés tipos de dorméncia em sementes: a dorméncia inata, que ocorre antes da
dispersdo da semente; a dorméncia induzida, que ocorre depois da dispersdo; e dorméncia
imposta, quando a semente ndo germina devido as condi¢des ambientais desfavoraveis
(HAPPER, 1959 apud CARDOSO, 2004). Normalmente classifica-se a dorméncia em
primaria e secundaria. A dorméncia primaria equivale a dorméncia inata e a dorméncia
secundaria a induzida (CARDOSO, 2004)

E comum encontrar sementes com dorméncia tegumentar entre as espécies de
leguminosas que sdo utilizadas nas areas recupera¢do, o que constitui um problema para o
produtor de mudas, agricultores, e para os projetos de recuperagdo de areas degradadas, pois a
dorméncia dificulta a germinagdo em trabalhos de propagacdo (POPINIGIS, 1985). Sendo
assim, essas sementes precisam ser investigadas para descobrir as causas da sua dorméncia e
tratadas para que germinem, necessitando de métodos especiais para que ocorra um aumento
na taxa de germinagdo, diminuido as perdas dos materiais de propagacao.

Segundo Torres & Santos (1994), a dorméncia pode ser devida a diversos fatores,
como: impermeabilizacdo do tegumento a agua e a gases, exigéncia especial de luz e
temperatura, e também a oxigénio. A impermeabilidade do tegumento das sementes, a qual é
considerada como dorméncia primaria (POPINIGIS, 1985; CARVALHO & NAKAGAUA,
1988), depende de fatores edafoclimaticos e genéticos. A impermeabilidade pode ser causada
também pela presenca de substancias, como: suberina, lignina, cutina, e mucilagens,
encontradas na testa, pericarpo ou na membrana nuclear, sendo este um dos mecanismos de
dorméncias de muitas leguminosas (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1982 ¢ BEWLEY
e BLANCK, 1982). Em sementes de algumas leguminosas, tem sido sugerida a existéncia de
associacdo da impermeabilidade do tegumento aos altos niveis de fenois (WERKER et al.,
1979), e com a presenga de ions de calcio (SAIO, 1976). Segundo Labouriau (1983), em
algumas espécies, na fase de maturagdo, as sementes sdo revestidas com suberina ou sub-
lipideos depositados nas superficies das sementes tornando-as impermeaveis. Baskin e Baskin
(1998) afirmam que a impermeabilidade do tegumento ¢ normalmente associada a presenca
de uma ou mais camadas impermeaveis de células pali¢adicas, dispostas em camada espessa
parede secundéria lignificada, sendo os macroesclerideos as células mais comuns. Os
macroesclerideos sdo impermedveis a agua por estarem impregnados de substancias
hidrofébicos como cutina, lignina, materiais pécticos insolaveis, suberina e cera (ROLSTON,
1978).

3.4- Lignina

O teor de lignina nas sementes ¢ uma caracteristica importante por conferir maior
resisténcia mecanica aos tecidos, e protege a parede celulosica contra o ataque de
microrganismos.

A lignina confere rigidez a parede celular, dando resisténcia fisica e mecanica, inibe
a predacao por herbivoros; da estabilidade quimica, tornando a planta relativamente
indigerivel; protege as areas que sofreram injurias, tornando-as mais resistentes a penetragao
de microrganismos e da sustentacdo a planta (RAVEN et al., 2005).

Quando ocorre um comprometimento na deposicdo da lignina, a planta torna-se
incapaz de se sustentar, defender-se contra patogenos, tornam-se sensiveis a umidade e, em



alguns casos até a dispersao de sementes ¢ comprometida (ROGERS et al. 2004). A lignina
além das fungdes inerentes a fisiologia das plantas, apresenta-se como uma barreira de defesa
fisica e quimica, dificultando a penetragdao de fungos, bactérias, consumo por insetos, em fim
protegendo as plantas contra os fatores bidticos e abioticos, advindo do ambiente. Tais
fungdes justificam-se por ser encontrada principalmente na parede celular e na lamela média
de células xilematicas e de outras partes de diferentes origens citologicas, tais como: folha,
caule, casca e raizes e sementes.

Formada pela oxidacdo desidrogenativa, catalisada pela peroxidase (isoenzimas) na
presenca H,0,, destaca-se por ser o maior produto de uma via metabdlico que garante a
manuten¢do da vida dos vegetais superiores (DAVIN & LEWIS, 1995).

O acumulo da lignina, portanto, advém dos mecanismos bioquimicos essenciais para
a sobrevivéncia de um vegetal. As variacdes quantitativas de lignina na vegetacdo sdo
influenciadas por uma série de fatores. Davin & Lewis (1995) constataram que durante o
crescimento e desenvolvimento das plantas vasculares, metabodlitos secundarios
(fenilpropanoidicos) sao acumulados nos tecidos e que muitos estariam comprometidos com a
estrutura da parede celular, dando-lhes resisténcia a compressdo e impermeabilidade, assim
como exercendo papel importante no transporte de nutrientes e retengao de fluidos.

Alves (1989), em seu estudo sobre a composi¢do quimica e pardmetros nutricionais
de sementes de cunha (Clitoria ternatea), avaliou os teores médios das substancias quimicas
das sementes, encontrando 6,87% de lignina, 15,08% de celulose, 4,07% de hemicelulose,
0,19% de silica, 39,15% de proteinas e 34,64% de outras substancias.

Palagi (2004), trabalhando com trés cultivares diferentes de soja, para andlise de
embebi¢do das sementes de soja para teste de germinacgdo, encontrou diferentes teores de
lignina entre as trés cultivares, e observou que a cultivar que possuia menor teor de lignina
teria maior predisposicao a danos mecanicos durante as operagdes de colheita e manuseio das
sementes.

Em outro estudo com soja, onde foi analisada a qualidade fisiologica e composicdo
quimica das sementes de soja com diferente coloragdo (marrom e amarelo), observou-se que o
tegumento com coloragdo marrom, em uma mesma cultivar de soja, apresentou melhor
qualidade fisioldgica, possuindo menor velocidade de embebigdo, portanto maior taxa
germinativa, devido a sua composi¢do quimica pela maior concentragao de lignina e proteina
(PRETE et al., 2007). Tegumentos escuros atrasam o processo de embebicdo, € tegumentos
com alto teor de lignina podem influenciar a embebicdo (TAVARES et al.,1986).

4- MATERIAL E METODOS

4.1-  Espécies Eleitas

Foram usadas sementes de quatro espécies da Familia Leguminosa que ocorrem na
Mata Atlantica; Cassia leptophylla, Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan,
Enterolobium contornisiliqguum (Vell) Morong, Ormosia arborea (Vell) Harms, as quais
foram submetidas analises de superagdo de dorméncia, germinagdo € componentes quimicos,
principalmente lignina e suberina. As sementes foram doadas pelo Laboratorio de Biologia
Reprodutiva e Conservagdo de Espécies Arboreas (LACON) do Departamento de Silvicultura
do Instituto de Floresta da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.



4.2- Superacao de Dorméncia

O método de superagdo da dorméncia utilizado foi a escarificagdo mecanica com uso
de lixa, com excecdo da Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan, devido sua fragilidade.
Sua dorméncia foi superada por meio de uma pequena incisao, feito com tesoura.

4.3- Teste de Germinacao

Os testes de germinagdo foram conduzidos no Laboratorio de Biologia Reprodutiva e
Conservacao de Espécies Arboreas (LACON) no Departamento de Silvicultura do Instituto de
Floresta da UFRRJ.

Para observar a existéncia de dorméncia em sementes das quatro espécies, foram
utilizadas sementes de mesmo lote. Dois tratamentos foram realizados: controle e
escarificacdo mecanica. Em cada tratamento, foram utilizadas 100 sementes por espécie.

Primeiramente, a cAdmara germinadora utilizada para os testes foi limpa com agua e
esterilizada com alcool e solugdo de hipoclorito, para evitar a contaminagdo por fungos.

Os testes foram implantados em caixas “Gerbox™ previamente limpas com agua e
esterilizadas com 4alcool. O substrato utilizado para todos os testes foi papel Germitest
autoclavado, exceto o teste da Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, no qual foi
utilizado areia autoclavada. Devido ao alto ataque de fungos nos testes destas sementes em
papel germitest.

As caixas Gerbox foram levadas para a camara germinadora por 3 a 4 semanas a
temperatura de 30°C e luz constante.

De acordo com a necessidade de cada espécie, os testes foram regados com agua
destilada.

Os testes foram avaliados em periodos regulares. E o conceito de germinacao utilizado
foi o botanico, que considera germinadas todas as sementes que embebem e emitem radicula.

4.4- Secagem, Moagem

As sementes foram secas a temperatura de 30°C e em seguidas moidas em um moinho
de faca. Apos a moagem, o p6 de semente foi homogeneizado a um tamanho equivalente a.48
mesh.

4.5- Extracao de Proteina

O po6 de semente foi pré-extraido com solventes na seguinte escala eluitropica de
polaridade: ciclohexano, acetato de etila, metanol e dgua. Apds extragdo com as sementes
livres de substancias de baixo peso molecular, para eliminagcdo da proteina, foram tratadas
com pepsina conforme a seguinte metodologia:

A extracdo de proteina do material foi feita de acordo com o método de preparacao do
material lignocelulosico livre de proteina, que consiste em pesar um grama de material livre
de extrativos colocar em um Erlenmeyer de 250mL, contendo 40mL de solugdo de pepsina (
1% em &cido cloridrico 0,1N). Manter em banho-maria a 40°C por 13 horas. Filtrar a amostra
sob vacuo em um funil de placa sinterizada. Fazer lavagem utilizando 48mL de agua
bidesionizada quente e 12,8mL de 4cido sulfurico (5%) por duas vezes. A amostra foi
transferida para um baldo de vidro contendo 240mL de acido sulfurico (5%) e colocada em
refluxo por uma hora. Filtrada utilizando um funil de placa sinterizada e lavada com 48mL de



agua bidesionizada quente por duas vezes. Posteriormente, foi realizada mais duas lavagens
com 32mL de etanol e duas lavagens com 24mL de éter (ABREU et al., 2006).

4.6- Analise Quantitativa da Lignina

A analise quantitativa foi realizadas através do método de Klason, que consiste em
colocar aproximadamente 300 mg de amostra num tubo de ensaio e adicionar vagarosamente
3 ml de 4cido sulfurico (72%) que foi agitado por 1 minuto para homogeneizagdo. A solugdo
foi macerada em agitacao freqiliente, por 1 hora a uma temperatura de 30°C. O material foi
transferido para um baldo para ser diluido com 54 mL de 4gua destilada e posto em refluxo
por 4 horas e repouso para sedimentacao em seguida. O sobrenadante foi retirado com pipeta
e o residuo foi lavado com 500 ml de dgua destilada quente em um funil de placa sintetizada e
posto para secar em estufa a 105°C. O procedimento foi repetido duas vezes realizando duas
pesagens com variacdo de 0,2 mg (ABREU et al., 2006)

4.7- Teste de Cor com Reagente de Wiesner

Este teste foi realizado para andlise da presenca e localizagdo de lignina no tecido
através de cortes transversais com espessura de 16 um em sementes utilizando um
Microtomo. Foi aplicada nos tecidos uma solugdo de floroglucionol 2% em &cido cloridrico
concentrado. Neste teste a lignina foi evidenciada pela cor violeta a vermelho. (LIN &
DENCE, 1992).

4.8- Teste de Cor com Sudam III

Foi preparado uma solug¢do contendo 0,5g de Sudam III em 100mL de etanol 80%
aquecido. A solugdo foi aplicada nos cortes anatdmicos das sementes e, depois lavada duas
vezes com etanol 80%. Foram produzidas laminas para visualizagdo em microscopio. O
Sudam III cora lipidios, suberina e cutina de amarelo-alaranjado ou vermelho (KRAUS &
ARDUIN, 1997)

4.9- Analise de Microscopia
A observacao foi realizada em microscopio 6tico utilizando sistema fotomicrografia

digital utilizando o software para captura de imagem (AnalySIS getIT). Esses estudos foram
realizados no laboratorio de Anatomia e Qualidade da Madeira do DPF/IF/UFRRJ.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Testes de Germinacao

Os resultados obtidos nos testes de germinagdo encontram-se na Tabela 1. Verifica-se
que a escarificagdo mecanica por lixamento foi mais eficiente que o controle, aumentando a
taxa de germinacdo em todas as espécies. As sementes de Enterolobium
contornisiliquum(Vell) Morong apresentaram taxa de germinacdo de 55% no tratamento 2 e
germinagdo de 2% no tratamento 1 sem escarificagdo, o que ¢ considerado muito baixo. Isso
demonstra que as sementes desta espécie possuem dorméncia.

As sementes de Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan, apresentaram valores
aproximados de germinacdo nos dois tratamentos, 27% no tratamento 1 e, 31% no tratamento
2, portanto, as sementes desta espécie ndo possuem dorméncia. A Cassia leptophylla foi a
espécie que apresentou maior taxa de germinacdo no tratamento 2, 73% e no tratamento 1
apresentou germinagao de 19%, portanto, apresentaram alta quantidade de dorméncia.

Os testes de germinagcdo com sementes de Ormosia arborea (Vell) Harms foram
problematicos divido ao excessivo ataque de fungos, portanto os dados de germinagdo dessa
espécie foram obtidos da literatura. Lopes (2004) estudando tratamentos para superar a
dorméncia de sementes de Ormosia arborea (Vell) Harms, observou que as sementes desta
espécie apresentam 29% de germinagcdo quando ndo escarificadas (controle) e 35% de
germinagdo quando escarificadas mecanicamente com lixa, ndo havendo diferenca
significativa entre as taxas de germinacdo nos dois tratamentos, porém o tratamento por
escarificacdo mecanica foi mais eficiente que o controle.

Tabela 1. Valores das taxas de germinacdo no tratamento 1(trat 1) controle e, no tratamento 2
(trat 2) escarificagdo mecanica por lixamento.

Espécies % Germinacio
Trat 1 Trat 2
Enterolobium contornisiliqguum (Vell) Morong 2 55
Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan * 27 31
Cassia leptophylla 19 73
Ormosia arborea (Vell) Harms ** 29 35

*trat 2 foi feita uma pequena incisdo com tesoura, devido sua fragilidade
**dados descritos na literatura (LOPES et al, 2004)

5.2- Extracao de Proteina
Para extracdo da proteina foi utilizado o método de preparacio do material
lignocelulosico livre de proteina. Porém, foi avaliada somente a perda de massa.

As sementes de Cassia leptophylla foram as que apresentaram maior porcentagem de
perda de massa, 78,1%. Apos seco em estufa a 60° C o material apresentou uma pelicula
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transparente, o que significa que esta espécie possui provavelmente grande quantidade de
pectina. A Ormosia arborea (Vell) Harms também apresentou alta perda de massa, 77%. As
sementes desta espécie apresentam grande volume de endosperma, regido nutritiva das
sementes, onde se encontra o amido e lipidios. A Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan
teve perda de massa de 58,8%. J4 o Enterolobium contornisiliquum(Vell) Morong foi o que
obteve maior perda de massa, 55,9%.

Tabela 2. Taxas de perda de massa das sementes de Enterolobium contornisiliqguum (Vell)

Morong, Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan, Cassia leptophylla e Ormosia arborea
(Vell) Harms

Espécies % de perda de massa
55,9%.
Enterolobium contornisiliguum (Vell) Morong
Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan 58,8%
Cassia leptophylla 77,0%
Ormosia arborea (Vell) Harms 78,1%
5.3- Lignina

Para quantificar lignina nas sementes utilizou-se o método de Determinacao de
Klason, obtendo lignina residual do material. Foram feita duas repeticdes de quantificacdo de
lignina por espécie. O resultado encontra-se na Tabela 2. Observa-se que as sementes de
Ormosia arborea (Vell) Harms apresentaram os menores teores de lignina dentre as demais
espécies e, as sementes de Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan apresentaram os
maiores teores de lignina. Enquanto a Cassia leptophylla e o Enterolobium
contornisiliqguum(Vell) Morong apresentaram valores intermediarios.

Tabela 3. Teores médios de Lignina de sementes de quatro espécies de Leguminosae.

Espécies Teores de lignina (%)
Enterolobium contornisiliguum (Vell) Morong 8,08
Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan 18,89
Cassia leptophylla 9,98
Ormosia arborea (Vell) Harms 5,15

Verificou-se um padrdo na anatomia das sementes das quatro leguminosas. Sendo
formada por uma cuticula superficial, uma linha lucida, uma camada de células palicadica,

12



uma camada de osteosclerideos, uma camada de células parenquimaticas e, uma cuticula
interna que divide o tegumento do endosperma (Figural).

Na Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan a lignina foi localizada em grande
quantidade nas células pali¢adicas da exotesta também conhecida como macroesclerideos e,
em menor concentragdo nos osteosclerideos (Figura 2). A Ormosia arborea (Vell) Harms
também apresentou lignina nas células palicadicas do tegumento, porém em menor
quantidade (Figura 3). Ja o Enterolobium contornisiliguum (Vell) Morong a lignina foi
localizada nas células parenquimaticas da mesotesta (Figura 4). Na Cassia leptophylla a
lignina foi localizada em pequena concentragao nas células palicadicas e nos osteosclerideos.
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Figura 2. Detec¢ao de lignina através do Teste de Cor com reagente de Wiesner
utilizando floroglucinol 2%. Corte transversal do tegumento da semente de
Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan.(A) corte com aumento de 200x; (B) corte
com aumento de 100x. ct= cuticula; células palicaddicas (cp); ot=osteosclerideos;
lg=lignina; en=endosperma.
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Figura 3. Teste de Cor com reagente de Wiesner utilizando floroglucinol 2%, corte
transversal do tegumento da semente de Ormosia arborea (Vell) Harms. (A)- corte com
aumento de 100x; (B)- corte com aumento de 200x, (C)- corte com aumento de 400x ct=
cuticula; células paligadicas (cp); ot=osteosclerideos; Ig=lignina; en=endosperma.
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Figura 4. Teste de Cor com reagente de Wiesner utilizando floroglucinol 2%. Corte
transversal do tegumento da semente de. Enterolobium contornisiliquum(Vell) Morong
(Ae B)- corte com aumento de 100x, (C)- corte com aumento de 400x. ct= cuticula;
exotesta (ex); células palicadicas (cp); ot=osteoesclerideos; lg=lignina e mesotesta (ms).
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Figura 5. Reacdo de deteccao de lignina através do Teste de Cor de Wiesner utilizando
floroglucinol 2%. Corte transversal do tegumento da semente de Cassia leptophylla. (A)-
corte com aumento de 200x,. ct= cuticula; células pali¢adicas (cp); ot=osteoesclerideos;
lg=lignina e mesotesta (ms) e llinha lucida (11).

5.4- Teste de Cor com Sudam III

O teste de cor com Sudam III tem como objetivo localizar suberina em tecidos vegetal
utilizando o corante Sudam III, este cora a suberina de amarelo-alaranjado ou de vermelho a.
Para realizacdo dos testes foram feitos cortes transversais de 16 (um) das quatro e analisados
em microscopio 6tico utilizando sistema fotomicrografia digital. Para analise de presenca de
suberina foi observado o tegumento das sementes.

Nas sementes de Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan a suberina foi localizada em
pequena quantidade nos osteosclerideos (Figura 6). J& Ormosia arborea (Vell) Harms essa
substancia foi encontrada na exotesta nas células palicadicas (Figura 7). No Enterolobium
contornisiliqguum (Vell) Morong a suberina esta localizada nos osteosclerideos e nas células
parenquimaticas da mesotesta (Figura 8). E por fim, na Cassia leptophylla a suberina esté
presente na exotesta nas células palicadicas (Figura 9)
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Figura 6. Teste de cor com Sudam III Corte transversal do tegumento da semente de
Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan com aumento de 200x ct= cuticula; células
palicadicas (cp); ot=osteoesclerideos; mesotesta; suberina (sb).
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Figura 7. Teste de cor com Sudam III do corte transversal do tegumento da semente de
Ormosia arborea (Vell) Harms. (A) corte com aumento de 100x, (B) corte com aumento
de 200x e (C) corte com aumento de 400x. ct= cuticula; células palicadicas (cp);
ot=osteoesclerideos; mesotesta; suberina (sb), endosperma (en).
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Figura 8. Teste de cor com Sudam III do corte transversal do tegumento da semente de
Enterolobium contornisiliqguum (Vell) Morong (A) corte com aumento de 200x, (B) corte com

aumento de 400x. ct= cuticula; células palicadicas (cp); ot=osteosclerideos; mesotesta;
suberina (sb).
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Figura 9. Teste de cor com Sudam III do corte transversal do tegumento da semente de
Cassia leptophylla. (A) corte com aumento de 200x, (B) corte com aumento de 400x. ct=
cuticula; células palicadicas (cp); ot=osteoesclerideos; mesotesta; suberina (sb), linha licida

(11).
5.5- Lignina X Dorméncia

Os resultados da relacao lignina e dorméncia encontram-se nos graficos 1 e 2. Os
graficos demostram uma alta variagdo dos dados entre os teores de lignina e a germinagao. O
Enterolobium contornisiliquum (Vell) Morong possui um elevado teor de lignina (8,08%) e
uma baixa taxa germinativa no tratamento controle (2%), ou seja, a semente apresenta
dorméncia. J& a Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan o teor de lignina ¢ altissimo
(18,89%), e a taxa de germinacdo no controle ¢ alta (27%), portanto as sementes ndo possuem
dorméncia, portanto esta espécie apresentou um comportamento inverso ao da espécie
anterior. Na Cassia leptophylla o teor de lignina foi menor (9,98%) que na Anaderanthera
macrocarpa ¢ a taxa de germinagdo no controle também diminuiu (19%), esta espécie
também possui dorméncia. E por fim, a Ormosia arborea (Vell) Harms apresentou a menor
teor de lignina (5,15%) e a menor taxa de dorméncia (29%) Portanto observa-se que existe
uma tendéncia onde o aumento do teor de lignina coincide com o a diminui¢do da quantidade
de dorméncia, com excegdo da espécie Ormosia arborea (Vell) Harms que ndo acompanhou
tendéncia das demais espécies.

Os resultados mostram que a lignina ndo esta diretamente ligada a quantidade de
dorméncia e, que outras substancias como a suberina podem influir mais fortemente na
dorméncia.
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Grafico 1: Relacao entre os teores de lignina e as taxas de germinagao no tratamento 1
(controle-sem escarificagdo) e no tratamento 2 ( escarificagao).
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Grifico 2 : Relagdo entre os teores de lignina e as taxas de germinagdo no tratamento
1 (controle-sem escarificagao).

A razdo entre a germinagdo sem escarificagdo e a lignina (GC/L), e entre a germinagao
com escarificacdo e a lignina (GE/L) resultaram nos seguintes coeficientes de razdo: 0, 24 no
GC e 6,8 no GE, para Enterolobium contornisiliquum(Vell) Morong, 1,42 no GC e 1,64 no
GE para a Anaderanthera macrocarpa. (Benth) Brenan; 1,9 no GC e 7,3 no GE para a Cassia
leptophylla e 5,63 no GC e 6,7 no GE para Ormosia arborea (Vell) Harms. Verificando que
houve um aumento nos coeficientes de relacdo do tratamento 1 (sem escarifica¢do) para o
tratamento 2 (escarificagdo). Observando que para algumas sementes a lignina tem mais
importancia na germinagao antes e apds a escarificagdo que para outras.
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Tabela 4. Razao entre as taxas de germinagdo no (GC/L) e entre as taxas de germinagdo no
tratamento 2 com escarifica¢cdo mecanica

Espécies Raziao GC/L Raziao GE/L
Enterolobium contornisiliguum (Vell) Morong 0,24 6.8
Anaderanthera macrocarpa (Benth) Brenan 1,42 1,64
Cassia leptophylla 1,9 7,3
Ormosia arborea (Vell) Harms 5,63 6,7

6- CONCLUSOES

e Os resultados mostraram que as sementes de todas as espécies possuem lignina e
suberina.

e As ligninas sdo encontradas nas células palicadicas da camada exotestal, nos
osteosclerideos e nas células parenquimaticas da mesotesta. Enquanto as suberinas
foram encontradas principalmente nas células parenquimaticas da mosotesta, além de
estarem localizadas nos osteosclerideos e nas células palicadicas.

e Verificou-se que todas as sementes das espécies estudadas apresentaram as mesmas
caracteristicas anatomicas

e A relagdes entre os teores de lignina nas sementes € o poder germinativo ndo mostram
serem positivas. Revelando que sua fun¢do deve estar associada a permeabilidade e
ndo diretamente a dorméncia. E possivel que as ligninas nas camadas celulares
presentes funcdes de conducdo de dgua, defesa e natureza estrutural, ja que a camada
pali¢adica ¢ reconhecida com camada constituida por polissacarideos (celulose e
hemicelulose ) de natureza estrutural da semente. Apesar da lignina ser uma substancia
hidrofobica a presenca nesta camada, permite maior fluxo de liquidos diretamente
relacionados a sua ocorréncia e topoquimica.
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