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RESUMO

A maioria das espécies de Fabaceae apresenta dorméncia fisica de
sementes que se caracteriza pela resisténcia de entrada de agua nas
sementes. No presente estudo a dorméncia fisica de Sophora tomentosa
L. e Erythrina speciosa Andr. da sub-familia Papilionoideae foi avaliada
guanto a quebra da dorméncia por temperatura alternada, quanto a
estrutura do tegumento responsavel pela impermeabilidade do
tegumento e quanto a existéncia de estruturas especiais no tegumento
para a entrada de agua ap0s a quebra da dorméncia. As sementes
utilizadas foram coletadas no municipio de Floriandpolis, SC. Os testes
de germinacédo foram feitos em camaras com temperatura e fotoperiodo
controlados. A analise anatémica foi feita tanto em microscopia éptica,
como em microscopia de varredura. A verificagdo do local de entrada de
adgua em sementes escarificadas foi feita colocando-se sementes
escarificadas para embeber em solucdo de anilina 1%. Testes
histoquimicos foram feitos com sudan IV para suberina, 6leos, ceras
epicuticulares e cutina; com floroglucinol acidificado para lignina; com
azul de toluidina, com reacBes policromaticas para lignina e para
celulose. A deteccéo de calose no tegumento das sementes foi verificada
utilizando corante azul de anilina a 0,05% e observacdo em microscopio
com epifluorescéncia acoplado a camera fotografica e programa
computacional de captura de imagens. Os resultados obtidos mostraram
que a dorméncia de sementes ndo foi quebrada pelas temperaturas
alternadas aplicadas. Cortes anatdbmicos do tegumento mostraram
cuticula, camada palicédica Unica na regido extra-hilar e dupla na regido
hilar, tecido esclerenquimatico na regido hilar, substituido por
osteosclereides em formato de ampulheta na regido extra-hilar, tecido
esponjoso e células brancas. Na regido hilar encontrou-se barra de
traqueides envoltas pelo tecido esponjoso. Em sementes que tiveram sua
dorméncia quebrada através de agua fervente foram observadas
rachaduras na regido do estrofiolo, deixando as macroesclereides dessa
regido expostas. A camada palicadica mostrou presenca de calose tanto
na regido hilar como na extra-hilar e lignina na regido extra-hilar. Na
regido hilar, lignina foi encontrada na camada contra palicadica. Em
sementes de S. tomentosa ainda foram observadas rachaduras na regiao
hilar e em sementes de E. speciosa uma leve abertura na fissura hilar. O



primeiro local de entrada de agua em sementes escarificadas por agua
fervente foi o estrofiolo, verificada apds 30 min de embebicdo em
solucdo de anilina. Estes resultados parecem indicar que o estrofiolo
destas espécies estaria relacionado com a entrada de dgua em sementes
das espécies estudadas.

Palavras-chave: Alternancia de temperatura, dorméncia fisica,
estrofiolo, Papilionoideae.
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ABSTRACT

Most of the species of Fabaceae presents physical dormancy of seeds
that is characterized by the resistance of entrance of water in the seeds.
In the present study the physical dormancy of Sophora tomentosa L. and
Erythrina speciosa Andr., sub-family Papilionoideae, was analysed in
relation tot the break of the dormancy by alternate temperature, in
relation to the structure of the responsible tegument for the
impermeability of the tegument and in relation to the existence of
special structures in the tegument for the entrance of water after the
break of the dormancy. The seeds were collected in the district of
Florianépolis, SC. The germination tests were under controlled
temperature and photoperiod. The anatomical analysis was made in
optical microscopy and in scanning electron microscopy. The
verification of the place of entrance of water in seeds was made through
the embebition of scarified seeds in solution of 1% anilina blue.
Histochemical tests were made with sudan IV for suberina, oils, waxes
and cutina; with acidified floroglucinol for lignin; with toluidina blue
for lignin and cellulose. To verify the presence of callose in the seeds,
sections of the hilar and extrahilar regions were immersed in 0.05%
aniline blue with a 0.1 M potassium phosphate buffer. The sections were
observed using microscope with a mercury vapor lamp and a blue
epifluorescence filter. Images were taken with digital camera and a
software for images capture. The obtained results showed that the
dormancy of seeds was not broken by the applied temperatures.
Anatomical cuts of the tegument showed cuticle, palissade layer, that
was couple in the extrahilar region, sclerenchimatic tissue, that was
substituted by osteosclereides in extrahilar region, spongy tissue and
white cells. In the hilar region, below the counter palissade layer was the
tracheid bar surrounded by the spongy tissue. In scarified seed by
boiling water cracks were observed in the lens region, exposing the
macrosclereids of that palissade layer. Presence of calose was observed
in the palissade layer both of the hilar and extrahilar region. Lignin was
present in the palissade layer of the extrahilar region and in the counter
palissade of the hilar region. In seeds of S. tomentosa cracks were
observed in the hilar region and in seeds of E. speciosa a light opening
in the fissure hilar was observed. The first place of entrance of water in
scarified seeds was the lens, verified after 30 min of immersion of the
seeds in aniline solution. These results seem to indicate that the lens of



Xii
these species would be related with the water entrante in the seeds of the
studied species.

Key words: alternating temperatures, physical dormancy, lens,
Papilionoideae
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INTRODUCAO

Uma semente intacta e vidvel é considerada dormente quando é
incapaz de germinar sob condicfes favoraveis a germinacdo, as quais
sdo umidade, temperatura e oxigenacdo adequadas (Bewley & Black
1994). Uma semente dormente ndo ira germinar sob condi¢des 6timas
para a germinagdo sem primeiro receber um estimulo para a quebra da
dorméncia, estimulo este que ndo é requerido para a germinacdo
propriamente dita, indicando que os dois processos, quebra da
dorméncia e germinagdo, sdo eventos separados (Black et al. 2006).
Fenner & Thompsom (2005) afirmam que a funcdo primordial da
dorméncia é prevenir a germinagdo quando as condi¢Ges ambientais sdo
favoraveis a germinacdo, mas desfavoraveis a sobrevivéncia e ao
crescimento da plantula. O impedimento da germinacdo estabelecido
pela dorméncia, também se constitui numa estratégia benéfica, para que
a germinacdo se distribua ao longo do tempo, aumentando a
probabilidade de sobrevivéncia daquela espécie (Fenner & Tompsom
2005, Black et al. 2006).

Baskin & Baskin (2005) observam que em florestas tropicais
pluviais, a ocorréncia de espécies com dorméncia de sementes é alta,
atingindo cerca de 40% ou mais de espécies arboreas. Torres (2008) em
um levantamento de dados feito com 60 espécies da Floresta Ombrdfila
Densa observou que 58% das espécies apresentavam dorméncia fisica,
35% apresentaram dorméncia fisiol6gica e 7% apresentaram dorméncia
fisica e fisioldgica.

Baskin & Baskin (2001) classificam os tipos de dorméncia de
acordo com os fatores que a acarretam em fisioldgica, morfoldgica,
morfofisiologica, fisica e dorméncia combinada (fisica juntamente com
fisioldgica).

Dorméncia fisiologica é aquela em que a presenca de
substancias inibidoras ou auséncia de substancias promotoras da
germinacdo impedem que a germinacgdo ocorra e é 0 tipo mais comum
de dorméncia tanto em florestas temperadas, como tropicais, (Sautu et
al. 2007). A dorméncia morfofisioldgica é aquela em que existe uma
combinagdo do tipo morfolégico com o fisiolégico, onde as sementes
possuem embrido com o desenvolvimento incompleto e algum tipo de
bloqueio fisioldgico; a dorméncia morfoldgica consiste em um embrido
ndo totalmente desenvolvido, quando ocorre a dispersdo. A dorméncia
fisica € caracterizada pela impermeabilidade do tegumento da semente a
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agua e/ou a gases. A dorméncia fisica pode estar associada a dorméncia
fisiol6gica onde o tegumento da semente é impermeavel e o embrido é
fisiologicamente dormente (Baskin & Baskin 2001).

A dorméncia fisica, objeto deste trabalho, ocorre somente em
17 familias das angiospermas, sendo uma familia pertencente as
monocotiledéneas (Cannaceae) e 16 as dicotiledéneas (Baskin & Baskin
2000). A maioria das espécies de Fabaceae apresenta dorméncia fisica
(Morrison et al. 1998; Baskin & Baskin 2001; Smith et al. 2003).

A resisténcia a entrada de dgua nas sementes esta associada a
uma camada de células paligadicas justapostas com paredes secundarias
grossas no tegumento (Baskin & Baskin 2001), com também a presenca
de substdncias com propriedades hidrofébicas como lignina,
polissacarideos, pectinas e calose (Castillo & Guenni 2001). Estruturas
do tegumento como o estrofiolo em Fabaceae, a calaza em Malvaceae, a
micropila carpelar em Anacardiaceae, o hilo Stylosanthes hamata (L.)
Taub (Papilionoideae) permitem a entrada de 4agua quando nessas
estruturas se surge uma abertura para entrada de agua (Morrison et al.
1998, Baskin & Baskin 2001, Castillo & Guenni 2001, Perez 2004).

De acordo com Baskin & Baskin (2001), embora seja possivel
superar a dorméncia fisica de sementes por abrasdo do tegumento em
laborat6rio, ainda ndo existem evidéncias de que a abrasdo do
tegumento pela acdo de animais através da passagem das sementes pelo
trato digestivo ou pelo pisoteio sejam os principais mecanismos na
natureza para superar a dorméncia fisica. Também Fenner & Thompson
(2005) acreditam que sendo a dorméncia de sementes uma adaptacédo
para aumentar a chance da germinagdo em circunstancias que resultem
numa maior probabilidade de sobrevivéncia e reproducdo, ela deve ser
quebrada por mudangas especificas no ambiente e ndo por processos
casuais e imprevisiveis, como a atividade de microrganismos ou a
abrasdo por particulas do solo. Essa idéia é ainda reforcada pela
existéncia de estruturas especializadas para a entrada de agua em
espécies com dorméncia fisica (Baskin & Baskin 2001, Fenner &
Thompson 2005). Corroborando estas hipdteses, varias sementes com
dorméncia fisica requerem alternancia de temperatura para germinar
(Malavasi 1988, Figliolia et al. 1993, Baskin & Baskin (2001 Souza
2010).

A semente é originada do dvulo ap6ds a fecundacdo, sendo 0s
tegumentos do évulo transformados em coberturas da semente, onde o
tegumento externo origina a testa e o tegumento interno forma o
tégmen, que em muitos casos € absorvido; a base da semente é o ponto
em que ela tem o funiculo preso a parede do ovario, o qual esta indicado
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pelo hilo (Barroso et al. 2004). A morfologia do 6vulo pode variar
dependendo da forma do saco embrionario e do posicionamento da
micropila, funiculo e calaza, podendo ser classificados em diversos
tipos, tais como ortétropo, anatropo e campilétropo (Beltrati & Paoli
2006). O dvulo anatropo é invertido devido ao crescimento intercalar do
funiculo que determina a curvatura de 180° mas o nucelo e 0 saco
embrionario ndo se curvam e a micropila fica voltada para a placenta; o
ovulo campilétropo curva-se, porém a calaza e micrdpila ndo ficam
opostas e 0 saco embrionério sofre uma leve curvatura (Beltrati & Paoli
2006). Corner (1976) cita que Fabaceae tem dvulos anatropos ou mais
ou menos campil6tropos.

Na superficie do tegumento de sementes de Fabaceae podem ser
observadas a cicatriz da micrépila do 6vulo, a rafe, que é parte do hilo
que permanece unida ao tegumento, em &vulos anatropos ou
campil6tropos e o hilo, que ¢ a cicatriz deixada pelo funiculo quando a
semente se desprende do fruto (Barroso et al. 2004, Beltrati & Paoli
2006). Serrato Valenti et. al (1995), Baskin & Baskin (2000), Castillo &
Guenni (2001), Souza (2010) ainda descrevem que na superficie dessas
sementes pode existir uma outra estrutura, o estrofiolo, o qual também
pode ser chamado de lente (Souza & Marcos-Filho 2001. O estrofiolo é
a area mais fraca do tegumento que circunda a semente, funcionando,
quando se rompe, como 0 ponto de entrada de dgua em sementes com
impermeabilidade de tegumento (Baskin & Baskin 2000, Baskin 2003).
Corner (1951) destaca, como caracteristicas tipicas de Papilionoideae, a
presenca de hilo relativamente grande, com fissura mediana e uma barra
de traqueides no tecido sub-hilar, duplicacdo da palicada sobre o hilo,
suprimento vascular sem extensdes pos-calazais e rafe mais curta que a
anti-rafe, sendo a semente derivada de 6vulo campilétropo. A barra de
traqueides corresponde a um grupo compacto de traqueides, na regido
do hilo das sementes desta familia (Hyde 1954; Esau 1976; Castillo &
Guenni 2001; Oliveira et al. 2007). Segundo Esau (1976), em sementes
de Papilionoideae, a camada mais externa do tegumento, a epiderme,
permanece unisseriada e é constituida por macroesclereides que formam
a camada palicadica; na regido do hilo, esta camada é biestratificada,
sendo o estrato mais externo originado do funiculo. Corner (1976) refere
que as sementes de Fabaceae sd0 exotestais por apresentarem uma
camada palicadica rigida como epiderme externa que constitui a testa. A
camada subepidérmica, conforme Esau (1976), é constituida de células
colunares, denominadas ampulhetas ou osteoesclereides.

Sophora tomentosa L. (Fabacea-Papilionoideae), conhecida
popularmente como feijdo de praia, € uma espécie caracteristica de
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restinga herbacea ou sub-arbustiva (Bresolin (1979). Este tipo de
restinga  ocorre em praias e dunas frontais e € constituida
predominantemente por plantas herbaceas geralmente providas de
estolfes ou rizomas, com distribuicdo geralmente esparsa ou formando
touceiras, podendo compreender vegetacdo lenhosa, com subarbustos
em densos agrupamentos, fixando e cobrindo totalmente o solo;
recebendo maior influéncia da salinidade marinha, através de ondas e
respingos levados pelo vento (BRASIL 1999). Segundo Bechara (2003),
no Brasil a ocorréncia de S. tomentosa vai do Nordeste até o Sul do
Brasil, sendo a dispersdo das sementes autocorica e hidrocérica (tanto o
fruto inteiro como as sementes podem flutuar na 4gua do mar). Nogueira
& Arruda (2006), observaram que na maioria das vezes S. tomentosa
forma touceiras e seus frutos sdo formados na primavera e outono,
sendo que os formados na primavera possuem um amadurecimento mais
rapido, de 6 a 10 semanas, pois seu crescimento e amadurecimento
ocorrem durante a primavera e verdo, enquanto que os frutos formados
no outono levam de 8 a 15 semanas para amadurecerem. As mesmas
autoras ainda relatam que a frutificagdo comega logo ap6s o inicio do
periodo de floracdo e se estende até o inicio da floragdo seguinte. Duarte
(2004) recomenda S. tormentosa para o enriquecimento e reabilitagdo de
areas degradadas em restingas. A ocorréncia de dorméncia nesta espécie
é controversa, havendo trabalhos na relatando a presenca de dorméncia
(Algren 2009), enquanto outros ndo a descrevem para a espécie (Santos
et al. 2001).

Erythrina speciosa Andr. (Fabaceae-Papilionoideae), conhecida
popularmente como mulungu-do-litoral e eritrina-candelabro, é uma
planta decidua, heliofita, pioneira, seletiva higrofita, caracteristica da
floresta pluvial de restinga, podendo ocorrer na floresta ombrofila densa,
principalmente nas formacOes abertas secundarias (Lorenzi 2002).
Apresenta dispersdo uniforme, com moderada freqiiéncia; produzindo
anualmente grande quantidade de sementes viaveis; floresce entre os
meses de junho e setembro com a planta totalmente destituida de
folhagem, seus frutos amadurecem entre outubro e novembro (Lorenzi
2002). Segundo Klein (1969) é uma espécie nativa da llha de
Floriandpolis, tendo afinidade por solos Umidos e parcialmente
encharcados, bem como banhados. A semente apresenta dorméncia
(Carvalho et al. 1980; Floriano 2004; Koszo et al.2007).

Neste trabalho foram utilizadas as duas espécies acima citadas
para 0 estudo da quebra da dorméncia fisica em suas sementes, bem
como a verificagdo da existéncia de uma estrutura especial de entrada de
agua ap0s a quebra da dorméncia em sementes
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OBJETIVOS GERAIS

Esse trabalho tem como objetivo a avaliacdo da influéncia da
alternancia de temperatura passivel de ocorrer na natureza na quebra de
dorméncia em sementes de Sophora tomentosa e Erythrina speciosa,
bem como a analise da estrutura anatémica responsavel pela a entrada
de &gua na semente, ap6s a quebra da dorméncia por escarificacdo
térmica.

Objetivos especificos

Verificar mudangas morfolégicas na regido hilar das sementes
de S. tomentosa e E. speciosa que possam ocorrer durante a quebra de
dorméncia apos a escarificacdo térmica;

Verificar a estrutura anatbmica do tegumento;

Verificar o caminho da agua percorrido no interior da semente
de S. tomentosa e E. speciosa ap0s a quebra da dorméncia.
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MATERIAL E METODOS

1. Material vegetal

Em todos os experimentos, a exce¢do daqueles que compararam
a capacidade germinativa de sementes de diferentes populacdes de
Sophora tomentosa L., foram utilizadas sementes de S. tomentosa
coletadas em julho de 2009 na praia da Daniela no municipio de
Floriandpolis, SC. As sementes de Erythrina speciosa Andr. utilizadas
foram coletadas em novembro de 2009 e 2010 no campus da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Para comparacdo entre a capacidade germinativa de sementes
de diferentes populagdes de S. tomentosa foram utilizadas sementes da
espécie coletadas em julho de 2009 na praia da Daniela e em fevereiro
de 2010, nas praias do Campeche e Ingleses, municipio de
Floriandpolis, SC.

2. Desinfeccdo das sementes e de materiais utilizados para a
germinagao

As sementes utilizadas foram desinfetadas durante cinco
minutos em solucdo de hipoclorito de s6dio a 10% e ap0s esse periodo
foram lavadas em agua destilada por cinco minutos (Oliveira 2001). As
caixas de polietileno tipo gerbox foram esterilizadas colocando-as por
vinte minutos em solugdo aquosa de hipoclorito de sédio a 20% e depois
lavadas em agua destilada durante cinco minutos (Oliveira 2001).

3. CondicGes de germinacao

Sementes de S. tomentosa e E. speciosa foram colocadas para
germinar em caixa tipo gerbox pretas ou transparentes, com duas folhas
de papel filtro ou areia lavada, umedecidas com solucdo de Benlat®
0,02%. O regime de luz e temperatura variou de acordo com oS
experimentos feitos. As avaliagbes de germinacdo foram realizadas a
cada dois dias, sob luz de seguranca verde quando germinadas no
escuro. Foram consideradas germinadas as sementes que emitiram
radicula.
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4. Verificacdo da dorméncia fisica em sementes

Para a verificacdo da dorméncia, sementes intactas de E.
speciosa e S. tomentosa foram colocadas para germinar a 25°C e 35°C
em escuro constante. Para comparagdo entre a capacidade germinativa
de sementes de diferentes populacfes de S. tomentosa a temperatura
utilizada foi de 30°C/20°C. Foram feitas quatro repeticbes para as
temperaturas testadas, sendo utilizadas 25 sementes em cada repeticéo.

Para a verificacdo se a dorméncia apresentada era fisica foram
pesados trés lotes de 10 sementes de S. tomentosa e E. speciosa 0s quais
foram colocados individualmente para embeber em béqueres com agua e
pesados a cada 24h durante dois dias. Os béqueres com as sementes
foram deixados em bancada de laboratdrio em temperatura ambiente.

5. Escarificacao térmica

Num experimento preliminar para definir o tempo em que a
semente deveria permancer em agua fervente para ocorrer a
escarificacdo térmica, sementes de S. tomentosa e E. speciosa, foram
colocadas em agua fervente por 2min, 3min, 5min, 7min, 10min e
15min, sendo a seguir transferidas para béquer com agua e observado-se
a ocorréncia de embebicao das sementes. Foi assim 5 minutos em &gua
fervente para escarificacdo térmica de S. tomentosa e 15 minutos para E.
especiosa.

6. Verificacdo da quebra de dorméncia por temperaturas alternadas

Sementes intactas das duas espécies foram colocadas em
gerbox, transparentes com 200 ml de areia lavada e autoclavada,
umedecida com 4gua destilada e transferidas para camaras de
germinagdo com temperaturas constantes de 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e
35°C e temperaturas alternadas de 30°C/20°C, 25°C/15°C e 30°C/15°C,
submetidas a fotoperiodo de 12h e 25/35°C luz/escuro, submetidas a
fotoperiodo 6h para 35°C e 18h para 25°C. O experimento foi mantido
por um periodo de 40 dias.

Paralelamente ao experimento de temperatura 30/15°C
luz/escuro e constante del15°C e 30°C com fotoperiodo de 12h, foi feito
um experimento com sementes escarificadas mecanicamente com
auxilio de um bisturi para S.tomentosa e E. speciosa.



22

7. Verificacdo da viabilidade de sementes

Ap0bs os experimentos de germinacdo, as sementes que ndo
germinaram foram submetidas ao teste de tetrazolio. Estas sementes
tiveram o tegumento escarificado manualmente com auxilio de bisturi.
Em seguida,as sementes foram acondicionadas em tubos de ensaio com
solucdo de 2, 3,5 - trifenil cloreto de tetrazélio) 0,5% e mantidas no
escuro por 24h a temperatura constante de 25 °C (Brasil 2009). A leitura
dos resultados foi realizada apds 24h, seccionando-se longitudinalmente
as sementes com uma lamina de barbear e observando-se sob em
microscopio estereoscopico Leica modelo EZ4D a coloragdo do embrido
e endosperma. Foi feita uma amostragem de 20 sementes de cada
tratamento para cada temperatura testada.

8. Estudo da morfologia da semente e andlise dos tegumentos

A morfologia externa da semente foi analisada através de
microscopio estereoscopico, de luz e de varredura.

Para andlise do tegumento de sementes ndo escarificadas, em
microscopia de luz, as sementes foram seccionadas ao meio
transversalmente e as partes com a regido hilar foram fixas em blocos de
madeira com Super Bonder. Secgdes transversais de 40um destas partes
foram feitas em micrétomo de deslize Micron HM400. As seccdes
foram montadas entre lamina e laminula, com &gua, e levadas para
observacdo em microscépio Leica MPS 30 DMLS.

Para uma melhor compreensdo de como é o formato das
células dos tegumentos das sementes, foi feito um experimento de
dissociacdo segundo Franklin (1945, modificado por Kraus & Arduin,
1997). Para tal, uma semente de cada espécie foi cortada
transversalmente ao meio, colocada em frasco contendo uma mistura de
peréxido de hidrogénio e acido acético glacial 1:1 (v/v) e deixada em
estufa a 60°C, por 48 horas. As amostras foram, entdo, centrifugadas e a
seguir o material foi lavado com &gua destilada, por trés vezes; e o
sobrenadante retirado com pipeta Pasteur apds a decantacdo das
particulas solidas (células). O material foi coletado com pipeta Pasteur,
e colocado sobre laminas, com &gua, sendo coberto com laminula e
observado no mesmo microscopio referido acima.

Para detecgdo de calose no tegumento das sementes foi
utilizado procedimento conforme Ruzin (1951). As sec¢des da regido
hilar e extra-hilar obtidas em microtomia, foram coradas com azul de
anilina a 0,05 %, com tampao de fosfato de potassio 0,1 M e pH 8,3, por
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2 horas ou mais. Essas amostras foram observadas em microscépio
Olympus modelo BX41 com epifluorescéncia em filtro de cor azul
(UMWUZ2) com excitagcdo de 330 — 385nm e emissdo de 420nm, que
conforme fabricante é indicado para corante azul de anilina, com
sistema de iluminacdo de vapor de mercurio (HBO 100); e em filtro
vermelho com excitagdo de510 a 550nm e emissdo de 590nm indicada
para lignina. As imagens foram obtidas através de cdmera de captura
acoplada ao microscopio com imagem digital colorida, 3.3 mpixel,
QColor 3C da Q-imaging, utilizando um computador, no qual esta
instalado o programa de captura de imagens Q-capture Pro 5.1 da Q-
imaging.

Para estudos em microscopio eletrbnico de varredura, cinco
sementes de cada espécie tiveram sua dorméncia quebrada por
escarificacdo térmica, e cinco sementes intactas foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato de sddio 0,1M, pH 7,2, por 2
horas. Em seguida, as amostras foram lavadas por trés vezes no mesmo
tampdo e desidratadas em série etilica gradual até etanol 100°GL. As
amostras foram secas, conforme procedimento de Horridge (1969), em
ponto critico de CO, Leica EM CDP 300. As amostras secas foram
colocadas sobre suportes de aluminio, com auxilio de fita carbono dupla
face, e cobertas com 20nm de ouro, em metalizador Leica modelo EM
SCD 500. A anélise e documentacdo foram efetivadas em microscopio
eletrénico de varredura JEOL JSM-6390 LV.

9. Deteccdo da natureza quimica dos componentes estruturais

Para detec¢do da natureza quimica dos componentes estruturais e
possiveis conteddos foram utilizados: sudan IV para suberina, 6leos,
ceras epicuticulares e cutina (Costa, 1982); floroglucinol acidificado
para lignina (Costa, 1982); azul de toluidina, com reacdes
policromaticas para lignina (azul esverdeado) e para celulose
(avermelhado parpuro) (O’Brien et al., 1965). A anélise e captura de
imagens com camara digital Sony foi realizada em microscopio 6ptico
Leica MPS 30 DMLS.

10. Observacao do caminho percorrido pela dgua

Para se verificar por onde entra a 4gua nas sementes foi realizado
experimento conforme Jayasuriya et al. (2007). Vinte sementes de cada
espécie foram submetidas a escarificacdo térmica, e vinte sementes ndo
escarificadas (controle) foram imersas em uma solugdo (aquosa) de
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anilina azul a 1%, retirando-se duas sementes ap6s 15min, 30min e 1h.
A partir de 1h foram sendo retiradas sementes de 1h em 1h, até que
fosse possivel visualizar o caminho percorrido pela agua. Na sequéncia
foram feitas sec¢des transversais e longitudinais, a méo livre e em
micrétomo de deslize Micron HM400 (40 um), na regido hilar, para
identificar o caminho percorrido pela solugdo. As sec¢des foram
montadas entre lamina e laminula, com 4&gua e analisadas em
microscépio estereoscopico Leica, modelo EZ4D e microscdpio Gptico
Leica MPS 30 DMLS, com imagens capturadas com camara digital
Sony.

11. Andlise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados de germinacdo foi usado o
programa BioEstat 5.0, utilizando ANOVA seguida do teste de Tukey
para separacdo de médias. Foram utilizadas 4 repeticOes de 25 sementes
para E. speciosa, e de 15 sementes para S. tomentosa, devido a menor
quantidade de sementes desta espécie.
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RESULTADOS

1. Verificacdo da dorméncia fisica em sementes

Sementes intactas de Sophora tomentosa submetidas ao escuro
constante apresentaram 5% de germinacdo e as de Erytrhina speciosa
nao germinaram. Foi observado também que as sementes colocadas para
embeber por 48 h apresentaram 0 mesmo peso inicial, antes da
colocagdo em &gua, mostrando que a &gua ndo penetrou na semente,
indicando dorméncia fisica de semente para ambas as espécies.

2. Comparacdo da germinacao de sementes de diferentes popula¢des

Quando comparada a germinacdo de sementes intactas de S.
tomentosa coletadas em trés areas do municipio de Florianopolis (praia
da Daniela, praia do Campeche e praia do Ingleses), observou-se que as
sementes provenientes da Daniela apresentaram germinagéo ao redor de
15%, nas temperaturas testadas (Fig 1), enquanto as sementes
provenientes de Ingleses (Fig.2) e Campeche (Fig.3) apresentaram alta
porcentagem de germinacdo nas temperaturas testadas, acima de 70%.

20 §
15 4

10 4

Germinagéo (%)

2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
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—e— Alternadas —#— 30°C —— 20°C

Fig. 1 — Curvas de germinacdo de sementes intactas de Sophora tomentosa L.
(Fabaceae — Papilionoideae), provenientes da populacdo da praia da Daniela
coletadas em 2009, incubadas em fotoperiodo de 12h, a 20°C, 30°C e 20°C/30°C.
Né&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as temperaturas testadas.
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Fig. 2 — Curvas de germinagdo de sementes intactas de Sophora tomentosa L.
(Fabaceae — Papilionoideae), provenientes da populagdo da praia dos Ingleses,
incubadas em fotoperiodo de 12h, a 20°C, 30°C e 20°C/30°C. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos pelo teste
Tukey ao nivel de 5%.
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Fig. 3 — Curvas de germinacdo de sementes intactas de Sophora tomentosa L.
(Fabaceae — Papilionoideae), proveniente da populacdo da praia do Campeche,
incubadas a 20°C, 30°C e 20°C/30°C. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre as temperaturas testadas.
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3. Verificacdo da quebra de dorméncia por temperaturas alternadas

As figuras 1 e as de 4 a 7 mostram o0s resultados de germinacao
em temperaturas alternadas, onde foram variadas tanto as temperaturas
minima e maxima como a amplitude de variacdo da temperatura.
Observa-se pela figura 1 que em temperatura minima de 20° e méaxima
de 30°C, bem como na alternancia destas temperaturas, a germinagao foi
baixa, ao redor dos 10%. Em temperatura minima de 15°, maxima de 25°
e alternada de 15°C/25°C (fig. 4), observou-se também germinacéo ao
redor de 10%.

15 ~

bbb bbbbb

=
o
L

Germinagao (%)
(62}

0 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Dias de embebicao
—o— Alternadas —#—25°C —4&—15°C

Fig. 4 — Curvas de germinacdo de sementes intactas de Sophora tomentosa L.
(Fabaceae — Papilionoideae), provenientes da populacdo da praia da Daniela
coletadas em 2009, incubadas em fotoperiodo de 12h, a 15°C, 25°C e 15°C /25°C.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre o0s
tratamentos pelo teste Tukey ao nivel de 5%.

Para as sementes submetidas as temperaturas constantes de 15°
e 30°C e alternada 15/30°C, amplitude de variacdo de 15°C, também
observou-se baixa germinacdo, sendo de 13,33% em temperatura
alternada e de 10% em temperatura constante de 30°C, apresentando
diferenca estatisticamente significativas apenas em relagdo a germinagéo
em temperatura constante de 15°C, a qual foi de 1,66% (Fig. 5).
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Fig. 5 — Curvas de germinagdo de sementes intactas de Sophora tomentosa L.
(Fabaceae — Papilionoideae) provenientes da populagdo da praia da Daniela
coletadas em 2009 incubadas a 30°C, 15°C e sob temperatura alternada de
15°C/30°C. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre
os tratamentos pelo teste Tukey ao nivel de 5%.

Quando foram aumentados os limites inferior e superior de
temperatura para 25° e 35°C, mantendo a amplitude de variagdo de 10°C,
observou-se também uma baixa germinagdo, sendo a a germinagdo a
35°C e a 25°C/35°C de 23,33% e 13,33%, respectivamente, diferindo
apenas da germinacéo a 25°C que foi de 1,66 % (Fig 6).
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Fig. 6 Curvas de germinagdo de sementes intactas de Sophora tomentosa L.
(Fabaceae—Papilionoideae), provenientes da populagdo da praia da Daniela,
coletadas em 2009 incubadas em fotoperiodo de 12h para 25°C e 35°C; e
fotoperiodo 6h para 35°C e 18h em temperatura alternada 25°C/35°C. Letras
diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos
pelo teste Tukey ao nivel de 5%.

Sementes de S. tomentosa escarificadas durante 15 minutos em
agua fervente apresentaram 100% de germinacdo na temperatura de
30°C e no par de alternancia 15°C/30°C (Fig. 6). Apresentaram maxima
germinac&o apds seis dias de embebicdo, porém houve inibicdo e retardo
da germinacdo na temperatura de 15°C, uma vez que a germinagdo
atingiu 0 maximo apds 8 dias (Fig. 7).



30

100 -
80
60
40

Germinagéo (%)

20 1

Dias embebicé&o

—e— Alternadas —%— 30°C —— 15°C

Fig. 7. Curvas de germinacdo de sementes de Sophora tomentosa L. (Fabaceae—
Papilionoideae) escarificadas mecanicamente, provenientes da populagdo da Daniela
coletadas em 2009, incubadas em fotoperiodo de 12h, a 15°C, 30°C e 15°C /30°C.
Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os tratamentos pelo teste
Tukey ao nivel de 5%.

Para as sementes de Erythrina speciosa, ap6s 40 dias de
embebicdo, com fotoperiodo de 12h, submetidas as temperaturas
constantes de 20°, 30°C e alternadas de 20/30°C, observou-se uma baixa
germinacdo. As temperaturas alternadas de 20°C/30°C ndo
proporcionaram aumento estatisticamente significativo de germinacgdo
em relacdo as temperaturas constantes, onde 2% das sementes
germinaram a temperatura de 20°C e 1% a temperatura de 30°C (Fig. 8).
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Fig. 8 — Curvas de germinacdo de sementes intactas de Erytrina speciosa Andr.
(Fabaceae — Papilionoideae) incubadas a 20°C, 30°C e 20°C/30°C. N&o houve
diferenca estatisticamente significativa entre as temperaturas testadas.

Para as sementes submetidas as temperaturas constantes de 15°
e 25°C e alternadas de 15/25°C com fotoperiodo de 12h, observou-se
baixa germinacéo, sendo de 1% e 5% para a temperatura alternadas de
15°C/25°C e constante de 25°C, respectivamente, ndo ocorrendo
germinacdo a 15°C (Fig.9).
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Fig. 9 — Curvas de germinacdo de sementes intactas de Erytrina speciosa Andr
(Fabaceae — Papilionoideae), incubadas a 15°C, 25°C e 15°C/25°C. N&o houve
diferenca estatisticamente significativa entre as temperaturas testadas.
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Para as sementes submetidas as temperaturas constantes de 15°
e 30°C e alternadas de 15°C/30°C com fotoperiodo de 12h, também
observou-se uma baixa germinacdo, sendo a maior germinagéo (10%) a
30°C, diferindo significativamente da germinacdo em temperatura
alternada de 15°C/30°C (3%) e constante de 15°C, na qual ndo houve
germinagéo (Fig.10).

Em sementes escarificadas de E. speciosa houve 100% de
germinacgdo nas temperaturas alternadas de 15°C/30°C e constante de
30°C, alcancando esta porcentagem ap6s 12 e 16 dias de embebicao,
respectivamente. Na temperatura de 15°C constante, 0 maximo de
germinacéo alcangado foi de 60% aos 18 dias de embebicdo (Fig. 11).
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Fig.10 — Curvas de germinagdo de sementes de intactas Erytrina speciosa Andr
(Fabaceae — Papilionoideae), incubadas a 15°C, 30°C e 15°C/30°C. Letras diferentes
indicam diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos pelo teste
Tukey ao nivel de 5%.
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Fig.11 — Curvas de germinag&o de sementes de Erytrina speciosa Andr. (Fabaceae —
Papilionoideae) escarificadas mecanicamente, incubadas em fotoperiodo de 12h, a
15°C, 30°C e 15°C/30°C. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste Tukey ao nivel de 5%.

Para as sementes submetidas as temperaturas constantes de 25°
e 35°C e alternada de 35/25°C, com fotoperiodo de 6/18h, também
observou-se uma baixa germinacdo. As sementes submetidas a 35°C
constante morreram, ndo havendo nenhuma germinacdo para essa
temperatura. Para a temperatura alternada de 25/35°C e constante de
25°C a germinagdo foi de 11% e 5 % respectivamente (Fig 12).
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Fig. 12 — Curvas de germinacdo de sementes de intactas Erytrina speciosa Andr
(Fabaceae — Papilionoideae), incubadas a 25°C, 35°C e 25°C/35°C. Letras diferentes
indicam diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos pelo teste
Tukey ao nivel de 5%.
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A tabela 1 mostra a germinagdo maxima de sementes intactas de
S. tomentosa e E. speciosa nos varios regimes de temperatura aplicados.
Observa-se que no limite inferior de temperatura testado, de 15°C, ndo
houve nenhuma semente germinada para ambas as espécies, a exce¢do
de 1,66% em um dos experimentos para S. tomentosa. No limite
superior de temperatura, 35°C, houve germinacdo de sementes de S.
tomentosa, mas ndo de E. speciosa. As alternancias de temperaturas
estudadas nao favoreceram a germinacdo das espécies estudadas.

Tabela 1- Efeito de diferentes temperaturas nas porcentagens maximas
de germinagéo de sementes intactas de Sophora tomentosa L. (Fabaceae

— Papilionoideae)

Papilionoideae)

Erytrina speciosa Andr. (Fabaceae -

Sophora . .
Tem;()fcr:a;turas tomentosa FTrytrma speciosa
% Germinacao
20/30 18 ns 3ns
30 13 ns 2ns
20 9ns 1ns
25/15 10b 1ns
25 8,33 b 5ns
15 Oa 0 ns
15/30 13,33 b 3a
30 10b 10b
15 1,66 a Oa
25/35 13,33 b 11b
35 23,33b Oa
25 1,66 a 5a

ns- ndo houve diferenca estatisticamente significativa

4. Verificacdo da viabilidade de sementes

Sementes de S. tomentosa e E.speciosa, que ndo germinaram
nas temperaturas testadas, foram submetidas ao teste do 2, 3,5 - trifenil
cloreto de tetrazdlio, observou-se que as sementes estavam vivas, pois
apresentaram coloracéo caracteristica, indicando respiragéo celular.
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5. Anatomia da semente e local de entrada de agua

5.1. Anatomia das sementes Sophora tomentosa

Na base das sementes de Sophora tomentosa (Fig. 13-14)
distinguem-se a regido hilar constituida por hilo, micropila e o
estrofiolo. O hilo mostra uma fissura mediana (Fig. 15); remanescentes
do funiculo mantém-se aderidos ao hilo em algumas sementes. Nas
sementes maduras desta espécie, o endosperma esta ausente e o embrido
(Fig. 16) apresenta cotiledones bem desenvolvidos. O estrofiolo
caracteriza-se, externamente, por ser uma area em depressao (Fig. 13,
15) e mais internamente pela presenca de um feixe vascular (Fig. 16-
18), o qual penetra na semente através do hilo e segue em sentido oposto
a micrdpila.

A testa é constituida, de fora para dentro, por camada
palicadica, tecido esclerenquimatico (regido hilar) ou osteosclereides
(regido extra-hilar), barra de traqueides (somente na regido hilar) e
tecido esponjoso.

A camada palicadica constitui o tecido mais externo da testa,
apresentado apenas um estrato na regido extra-hilar (Fig. 19-23), porém
mostra dois estratos na regido hilar, pois nesta regido ocorre uma
contrapalicada externa a camada palicadica propriamente dita (Fig. 24-
26). Sob a camada palicadica, na regido hilar, através de sec¢do
longitudinal, observou-se a presenga de tecido esclerenquimatico o qual
apresenta-se com trés a quatro camadas celulares entre a regido da
micropila e estrofiolo, porém mostra-se mais volumoso nas regides
laterais de transicdo entre regido hilar e extra-hilar (Fig. 24),
determinando as saliéncias formadas na parte externa da semente,
préximas a micropila e estrofiolo (Fig. 13, 16-18). Este tecido apresenta-
se compacto, constituido por células com paredes espessadas (Fig. 26).
As células alteram o formato, sendo mais isodiamétricas sob a dupla
palicada (Fig. 26) e alongando-se um pouco no sentido tangencial, na
regido do estrofiolo. Conforme vai se afastando da regido do estrofiolo e
da micropila, esse tecido tende a desaparecer, sendo substituido por um
Unico estrato celular, constituido por osteoesclereides (Fig. 19-21), que
irdo circundar toda a regido extra-hilar da semente, sob a camada
palicadica. As osteosclereides (hourglass, formato de ampulheta ou
0ss0) sdo células alongadas perpendicularmente a superficie da semente,
com extremidades dilatadas e uma constricdo mediana, a qual determina
conspicuos espagos intercelulares. Na regido de transi¢do entre tecido
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esclerenquimatico e osteoesclereides, estas células ndo mostram o
formato tipico (Fig. 23). Reag6es histoquimicas com azul de toluidina e
floroglucinol acidificado, ndo revelaram presenca de lignina nas
osteoesclereides.

As macroesclereides da camada palicadica e da contrapalicada,
sdo células alongadas (Fig. 27), com paredes espessadas e dispostas
compactamente tanto na camada pali¢adica Unica da regido extra-hilar
(Fig. 23), quanto na dupla palicada da regido hilar (Fig. 25-28). Na
porgdo superior das macroesclereides, observou-se através de sec¢do
longitudinal (Fig. 25), a presenca de uma linha refrativa que percorre
longitudinalmente o tecido, a qual é denominada linha ldcida, a qual ndo
mostrou reagdo positiva ao azul de toluidina (Fig. 26). Em analise de
microscopia dptica utilizando fluorescéncia, no comprimento de onda
azul, em amostras submetidas a acdo de azul de anilina (Fig. 29),
observou-se que a camada palicadica (mais acentuadamente a linha
licida) mostrou-se fluorescente indicando a presenca de calose e a
contrapalicada ndo fluoresceu (Fig. 30, comparada com Fig. 31
controle). A camada paligadica mostrou maior fluorescéncia na porcéo
superior das células, tanto na regido hilar (Fig. 30), quanto na regido
extra-hilar (Fig. 32), indicando a presenca de calose. Com azul de
toluidina, na regido extrahilar esta porcdo das macroesclereides
apresentaram ténue reacdo a presenga de lignina, diferentemente da
porcdo basal que mostrou intensa coloragdo verde (Fig. 19). Entretanto,
na regido hilar, com o uso deste reagente, as macroesclereides da
camada palicaddica ndo indicaram presenga de lignina, mas a
contrapalicada reagiu intensamente (Fig. 26). Em amostras controles, ou
seja, amostras que foram colocadas somente em solugdo tampédo de
fosfato de potéssio e analisadas em microscopia Optica, observou-se o0s
tegumentos da semente na regido hilar (Fig. 33) e extra-hilar (Fig. 34).
Posteriormente, estas mesmas amostras foram analisadas com distintos
comprimentos de onda, luz vermelha e azul. Quando a amostra €
irradiada com comprimento de onda vermelho, mostrou-se
autofluorescente, indicando a presenca de lignina nessa regido (Fig. 35).
Na camada palicddica da regido extra-hilar a intensidade de
fluorescéncia foi menos intensa que na contrapalicada, porém observou-
se que a maior fluorescéncia dessa regido foi da metade das
macroesclereides em direcdo a porcdo basal (Fig. 36), justamente onde
foi observada maior concentragdo de lignina, conforme teste com azul
de toluidina. Com comprimento de onda azul, quando a amostra foi
imersa apenas no tampdo fosfato de potassio, nenhuma estrutura
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mostrou fluorescéncia (Fig. 37-38), confirmando a necessidade de uso
de azul de anilina.

As macroesclereides na regido hilar e extra-hilar mostraram
caracteristicas distintas. A porcdo superior das macroesclereides da
contrapalicada (Fig. 28) mostra linhas tangenciais, quando observada
ultraestruturalmente (Fig. 28) e, em microscopia Optica, com o uso de
sudan 1V, esta espessa camada de revestimento, que corresponde aos
remanescentes funiculares, reagiu positivamente, indicando presenca de
substancias lipofilicas. Acima das macroesclereides na regido extra-hilar
observou-se uma cuticula que reagiu positivamente ao sudan 1V,
indicando a presenca de substancias lipofilicas (Fig. 20).

Na regido hilar destaca-se a presenca da barra de traqueides
(Fig. 24, 39), que se localiza entre o tecido esclerenquimatico e o tecido
esponjoso. Estas células tém forma alongada, no sentido perpendicular a
superficie da semente, com extremidades fechadas e com espessamentos
helicoidais nas paredes (Fig. 40); testes histoquimicos com floroglucinol
acidificado e azul de toluidina reveralam presenca de lignina nestes
espessamentos. Em sementes sementes escarificadas observou-se a barra
de traqueides através da fissura hilar (Fig. 41).

Internamente a barra de traqueides, na regido hilar (Fig. 39), e
as osteoesclereides, na regido extra-hilar (Fig. 34), ocorre o tecido
esponjoso, o qual esta constituido por células de paredes espessas, com
conspicuos espacos intercelulares.

Internamente aos tecidos que constituem a testa das sementes
ocorre uma fina camada de células brancas que foram colapsadas, as
quais constituem o tégmen, separando o0 tecido esponjoso do
endosperma.

5.2 Entrada de 4gua nas sementes Sophora tomentosa

A anélise revelou, em microscopia eletrdnica de varredura, a
estrutura intacta da regido hilar em sementes dormentes sem
escarificagdo térmica; o estrofiolo distingue-se por ser uma regido em
depressdo ao lado do hilo e em posigdo oposta a micropila (Fig. 42).
Apbs o tratamento com &gua fervente, a micropila manteve-se
inalterada, porém ocorreram fissuras no hilo e no estrofiolo (Fig. 43-44);
as rachaduras do estrofiolo foram de encontro ao hilo (Fig.44-45),
deixando as macroesclereides expostas (Fig. 46-47). Essas rachaduras
podem favorecer a entrada de dgua na semente.
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As sementes escarificadas em agua fervente e sementes nédo
escarificadas, colocadas em solucdo de anilina 1%, apresentaram toda a
regido hilar corada de azul (Fig. 48), mas ndo foi observada a penetragédo
do corante em nenhum tecido imediatamente abaixo da regido hilar ou
da regido extra-hilar (Fig. 49). Quando essas sementes foram cortadas
em microtomo rotativo e observadas em microscopia Optica (Fig. 50-
51), observou-se que o corante ndo penetrou na regido sub-hilar, nem
através da micropila.

5.3. Anatomia das sementes de Erytrina speciosa

Na base das sementes de Erytrina speciosa distinguim-se a
regido hilar constituida por hilo, micrépila e o estrofiolo (Fig. 52-53). O
hilo mostra uma fissura mediana (Fig. 54); geralmente remanescentes do
funiculo mantém-se aderidos ao hilo em algumas sementes (Fig. 53)
contornando o hilo. Nas sementes maduras desta espécie, o endosperma
estd ausente e o embrido apresenta cotilédones de reserva (Fig. 55). O
estrofiolo caracteriza-se externamente por ser uma area em suave
depresséo, posicionado ao lado do hilo, em posicdo oposta a micropila
(Fig. 52-55).

A testa (Fig. 56-57) mostrou caracteristicas distintas na regido
hilar e extra-hilar; sendo formada por camada palicadica, tecido
esclerenquimatico (regido hilar) ou osteosclereides (regido extra-hilar),
barra de traqueides (somente na regido hilar), tecido esponjoso e camada
branca. Na regido hilar, a testa é formada pela dupla palicada
(contrapalicada e camada palicadica); sob as quais se observou a
presenca de tecido esclerenquimatico com trés a quatro camadas
celulares entre a regido da micropila e estrofiolo (Fig. 58 e 60),
mostrando-se mais volumoso nas regides laterais de transi¢do entre
regido hilar e extra-hilar, determinando as saliéncias formadas na parte
externa da semente, préximas a microépila e estrofiolo (Fig. 58 e 60). Na
regido extra-hilar,a camada pali¢adica é simples, sendo que do lado da
micropila, essa camada mostrou-se mais estreita (Fig. 58). Conforme vai
se afastando da regido da micropila (Fig. 58) e do estrofiolo (Fig. 60), o
tecido esclerenficado tende a desaparecer, sendo substituido por
osteosclereides que irdo constituir um estrato, sob a camada paligadica,
que circunda a regido extra-hilar da semente (Fig. 58). As
osteosclereides (hourglass), com formato de ampulheta ou 0sso, sdo
células alongadas cujas extremidades sdo dilatadas e ha uma constricdo
mediana, com conspicuos espacos intercelulares. Sob o tecido
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esclerificado, na regido hilar, e sob as osteoesclereides, na regido extra-
hilar, ocorre um tecido esponjoso esclerenficado com células
braciformes (Fig. 58 e 69).

A contrapalicada e a camada palicadica sdo formadas por
macroesclereides que sdo células alongadas (Fig. 59), dispostas
compactamente com paredes espessadas. Na porg¢do superior da camada
palicadica, observou-se a presenca de uma linha refrativa que percorre
longitudinalmente o tecido, a qual é denominada linha lucida (Fig. 60-
62).

Os testes histoquicos do tegumento utilizando de floroglucinol
acidificado mostraram resultado negativo para presenca de lignina nas
macroesclereides da camada palicadica e contrapalicada. Entretanto,
utilizando azul de toluidina, a camada palicadica da regido hilar (Fig.
61) mostrou reacdo negativa para presenca de lignina, porém a
contrapalicada reagiu positivamente na parte superior das
macroesclereides. Na regido extra-hilar (Fig. 62), a camada paligadica
reagiu positivamente ao azul de toluidina na parte inferior das
macroesclereides e internamente a linha licida (Fig. 62), indicando a
presenga de lignina nessas regides. Porém néo foi observada a presenca
de lignina na linha IUcida, pois ndo houve reagdo nesta regido ao azul de
toluidina (Fig. 61-62) e ao floroglucinol acidificado. O tecido
esclerificado ndo reagiu ao azul de toulidina e ao floroglucinol
acidificado, indicando a possivel auséncia de lignina.

As amostras que ficaram durante a noite em azul de anilina
(Fig. 63-66), ao serem analisadas em microscopia de fluorescéncia,
revelaram que as estruturas da regido hilar (Fig. 63-64) e extra-hilar
(Fig. 65-66) so fluorescem quando utilizada a luz azul e apenas na
regido correspondente as macroesclereides da camada palicadica, mais
intensamente na linha lucida (Fig. 64 e 66), indicando a ocorréncia de
calose nessas regides. Isto correspondeu justamente a regido em que as
macroesclereides que ndo reagiram ao azul de toluidina. Em amostras
controle, sem uso de azul de anilina e apenas tampédo de fosfato de
potassio (Fig. 67-68), confirmou-se que em microscopia Optica (Fig. 67)
ou luz azul (Fig. 68) ndo ocorre autofluorescéncia.

A barra de traqueides, situa-se imediatamente abaixo do tecido
esclerenquimatico na regido hilar, sendo delimitada lateral e
internamente pelo tecido esponjoso (Fig. 56-57). Estas células sdo
curtas, com extremidades fechadas e paredes espessadas e reticulados
(Fig.70-72). Testes histoquimicos com floroglucinol acidificado e azul
de toluidina (Fig. 72) reveralam presenca de lignina nos espessamentos
da barra de traqueides. Pelos testes aplicados ndo foi revelada a presenca
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de lignina nas osteoesclereides. Abaixo dos tecidos que constituem a
testa das sementes ocorre uma fina camada de células brancas que foram
colapsadas, as quais constituem o tégmen, separando o tecido esponjoso
do endosperma.

5.3. Entrada de agua nas sementes de Erytrina speciosa

A analise ultraestrutural comparativa da superficie da regido
hilar de sementes ndo tratadas (Fig. 73) e de semente que passaram pelo
tratamento de fervura (Fig. 74), para quebra de dorméncia, revelou que a
micropila mantém-se inalterada, porém no estrofiolo ocorrem
rachaduras (Fig. 74). Estas rachaduras (Fig. 74-75) véo de encontro ao
hilo, deixando as macroesclereides expostas (Fig. 76). Observou-se
ainda que a fissura hilar mostrou-se mais aberta nas sementes tratadas
(Fig. 74) quando comparada com a fissura hilar de sementes néo
tratadas (Fig. 73).

Sementes de E. speciosa escarificadas em agua fervente e ndo
escarificadas colocadas em solugdo de azul de anilina, por 30 min,
apresentaram toda a regido hilar externa corada de azul (Fig. 77). A
analise microscdpica de secgdes transversais das sementes revelou que o
corante penetrou nos tecidos internos ao hilo apenas das sementes
escarificadas (Fig. 78-84). Com 30 min de imersdo, o azul de anilina,
além de areas periféricas do hilo (Fig. 78), corou também a regido
imediatamente abaixo do estrofiolo, indo em dire¢do ao feixe vascular
(Fig. 79), indicando que essa regido é o primeiro local de entrada da
agua, uma vez que ndo foi observada a penetracdo do corante em
nenhum outro ponto da semente. Depois de 16h de embebicdo em
solucdo de azul de anilina, o corante difundiu-se do estrofiolo em
direcdo a barra de traqueides (Fig. 80); na micrépila e regido subjacente
a esta, observou-se que o corante nao penetrou (Fig. 81). Neste tempo de
embebicdo (16h), observou-se que o azul de anilina, embora se destaque
corando a regido mais externa do hilo, corou apenas tenuamente a
contrapalicada e ndo ultrapassou a linha licida da camada paligadica
(Fig. 83). Isso sugere que a linha lucida conferiu impermeabilidade, em
funcdo da presenca de calose. Apds 40h de embebicéo, o azul de anilina
corou completamente toda regido do estrofiolo e tecidos internos a este,
inclusive avangou pela totalidade da barra de traqueides (Fig. 82).
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DISCUSSAO

1. Dorméncia em sementes de Sophora tomentosa e Eritrina speciosa

Em sementes intactas de Sophora tomentosa a germinacdo a
temperatura constante em claro ou escuro foi bastante baixa para a
populacdo da Daniela, mas alta nas populagdes do Campeche e Ingleses,
mostrando que para esta espécie, as sementes ndo sdo necessariamente
dormentes. As sementes que apresentaram dorméncia provieram de uma
determinada populagdo, que foram coletadas em julho, periodo de
inverno, e permaneceram armazenadas por seis meses antes do inicio
dos experimentos. Sementes de outras duas populagcdes que ndo
apresentaram dorméncia foram coletadas em janeiro, periodo de verdo, e
utilizadas nos experimentos logo que coletadas. Nos trabalhos
encontrados sobre germinacgdo de S. tomentosa, Santos et al. (2001) ndo
relatam tratamento pré-germinativo, o que parece indicar que as
sementes utilizadas naquele trabalho ndo apresentavam dorméncia,
enquanto Oliveira (2001) e Zamith & Scarano (2004), que analisaram a
germinacdo de varias espécies incluindo S. tomentosa, infelizmente ndo
especificam se as sementes da espécie foram escarificadas ou nao,
dizendo apenas que a escarificacdo foi utilizada para sementes duras ou
sementes com dorméncia tegumentar. Em trabalhos de germinacdo com
S. tomentosa coletadas fora do Brasil, Ahlgren (2009) encontrou em S.
tomentosa da Polinésia Francesa apenas 5,6% de germinacdo de
sementes recém coletadas. Para outras espécies do género Sophora, S.
secundiflora (Ortega) Lag. ex DC. e S. chrysophylla (Ortega) Lag. ex
DC. foi relatada a presenca de dorméncia (Ruter & Ingram 1990; Wang
1991) e para S. secundiflora, constatou-se que sementes recém-colhidas
apresentaram germinagdo muito maior que a de sementes armazenadas
por um ano (Wang 1991), comportamento similar ao de S. tomentosa. A
literatura relata que em muitas espécies, sementes coletadas de
diferentes populagfes ou em tempos diferentes podem variar no grau de
dorméncia, dependendo das condigbes ambientais de umidade e nutri¢do
do solo, da densidade de folhas recobrindo as plantas ou do grau de
distarbio do ambiente (Biere 1991; Baskin & Baskin 2001; Hoyle et al.
2008). Além disto, em sementes de Fabaceae com dorméncia fisica,
embora esta caracteristica seja hereditaria, ela é fortemente influenciada
pelas condigdes climéticas durante o desenvolvimento da planta e da
maturacdo da semente, como também do grau de desidratacdo da
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semente, sendo o grau de umidade da semente o principal fator que
governa a dorméncia das sementes (Argel & Paton 1999). Ainda em
Fabaceae, a umidade da semente geralmente declina para se equilibrar
com a menor umidade relativa do ambiente durante o armazenamento
das sementes e esta reducdo na umidade é facilitada pelo hilo que
funciona como uma valvula higroscépica (Hyde 1954), o que pode
tornar uma semente ndo dormente quando coletada, em dormente, se seu
teor em 4gua atingir um determinado limite. Desta forma, uma das
explicagbes para a aparente controvérsia sobre presenca ou nao de
dorméncia em sementes de S. tomentosa poderia residir na perda de
agua das sementes ndo dormentes apds coleta, tornando-as dormentes,
uma vez que sementes das populagdes de Ingleses e Campeche
colocadas para embeber seis meses ap6s a coleta ndo mais embeberam
(resultados ndo mostrados). Por outro lado, a presenca de dorméncia em
espécies de restinga ndo € surpreendente, uma vez que a dorméncia das
sementes provavelmente evoluiu em resposta a variabilidade e a
imprevisibilidade ambiental (Evans & Cabin 1995). Segundo Scarano
(2000) adversidades como seca, salinidade e escassez de nutrientes
conferem as Restingas circunstancias de grande imprevisibilidade
ambiental, o que pode estar relacionado com a dorméncia encontrada
nas sementes de muitas das espécies. Além disto, o fato de S. tomentosa
também ter sua semente dispersa por correntes maritimas (Nakanishi
1988; Heenan et al. 2004), a presenca de dorméncia seria de
consideravel valor, pois alargaria o potencial de colonizagdo das
espécies (Thompson 1992; Moreno-Casasola et al. 1994).

A germinacdo de algumas sementes da populacdo da Daniela
pode ser explicada pelo fato de que as sementes de uma mesma amostra
podem variar nas exigéncias para germinacdo devido a diferencas de
maturidade entre elas, entre as matrizes coletadas ou, ainda, na posi¢do
das sementes em uma mesma matriz (Austin 1972).

Para Eritrina speciosa, as sementes analisadas ndo germinaram
nas temperaturas aplicadas, indicando dorméncia, uma vez que nestas
temperaturas as sementes ndo dormentes de espécies tropicais costumam
germinar (Borges & Rena 1993). A dorméncia para a espécie E.
speciosa ja era conhecida (Kosko et al. 2007; Fowler & Bianchetti,
2000), ndo havendo relatos na literatura pesquisada sobre a auséncia de
dorméncia em sementes da espécie. A dorméncia nesta espécie €
esperada uma vez que esse fendmeno é comum em ambientes sujeitos a
variagcdo ambiental e seu local de ocorréncia, pioneira com influéncia
marinha (Schmidlin et al. 2005), sdo comunidades associadas a
condigdes ambientais varidveis, sob permanente acdo dos ventos, das
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marés, da salinidade e das condi¢des pedologicas desfavoraveis (IBGE
1992; Roderjan et al. 2002).

Em sementes de S. tomentosa e E. speciosa cujo tegumento foi
rompido para a entrada de agua, a germinacdo foi alta tanto em
temperatura mais alta (30°C), como em temperatura mais baixa (15°C),
havendo variagédo, entretanto, na velocidade de germinagéo, sendo mais
alta em temperatura mais alta. Em temperatura alternada (15°C/30°C)
prevaleceu o efeito da temperatura mais alta. Com efeito, os
requerimentos de temperatura para sementes cuja dorméncia foi
quebrada s&o 0s mesmos para sementes que ndo apresentam dorméncia
(Baskin & Baskin, 2001). Para um grande nimero de espécies tropicais
e subtropicais a faixa de 20°C a 30°C tem sido adequada para a
germinacdo (Borges & Renal993) e para a maioria das espécies
tropicais, a temperatura ambiente de 25°C a 30°C é bastante favoravel
para a germinacdo maxima (Smith et al. 2003). Os trabalhos realizados
com espécies arbdreas nativas do Brasil, testando os dois regimes de
temperatura, mostraram que dentro daquela faixa (20 a 30°C) e mesmo
um pouco abaixo (15°C), as sementes que germinam bem em
temperatura constante apresentam também bom desempenho
germinativo em temperatura alternada (Santos & Aguiar 2005).

2. Quebra da dorméncia fisica por alternéncia de temperatura

A literatura relata que dois dos maiores fatores envolvidos na
quebra da dorméncia fisica em sementes sdo a alta temperatura
constante e a temperatura alternada (Bewley & Black 1994; Argel &
Paton 1999; Baskin & Baskin 2001). Entretanto, o tratamento de
temperatura capaz de quebrar a dorméncia depende da amplitude de
flutuagdo da temperatura ou, no caso da alta temperatura constante, até
que esta atinja determinado nivel (Quinlivan 1966). Flutuacdo de
temperatura pode ocorrer perto da superficie do solo nos dias de verdo
na regido subtropical e também pela remog¢&o do estrato graminoso em
meses secos; entretanto, o efeito da alta temperatura ou temperatura
alternada pode variar de acordo com o grau de umidade da semente ou
seu teor em lignina (Argel & Paton 1999). Vazques-Yanes & Orosco-
Segovia (1982) relacionaram a diferenca de flutuacdo de temperatura
que ocorre na borda (5°C) e no centro de uma clareira (15°C) com alta
germinacdo de sementes com dorméncia fisica no centro da clareira,
indicando a flutuagdo de temperatura como um mecanismo de detecgdo
de clareira por espécies de plantas. Souza (2010) conseguiu quebrar a
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dorméncia fisica em sementes de Schizolobium parahyba (Vell.) Blake
(Caesalpinaceae) utilizando temperaturas alternadas de 20/30°C e
constante de 30°C, embora a germinagdo fosse mais rapida nas
temperaturas alternadas. Em sementes embebidas de Ipomoea lacunosa
L (Convolvulaceae) a dorméncia foi quebrada em alternincia de
temperatura de 35/20 °C ou constante de 35 °C (Jayasuriya et al. 2007).
Na espécie de Fabaceae Thermopsis lupinoides Link encontrada em
dunas no Japdo, alternancia de temperatura de 25°C/35°C promoveu a
guebra da dorméncia (Kondo & Takahashi, 2004).

No caso de quebra da dorméncia, para que esta ocorra
normalmente as sementes devem estar embebidas, a excecdo de alguns
casos de dorméncia fisica em Fabaceae em que alta temperatura em
sementes ndo embebidas podem surtir efeito (Black et al. 2006). Com
efeito, Hu et al. (2009), trabalhando com duas populagdes de Sophora
alopecuroides L., encontraram que embora alta temperatura em
sementes embebidas quebrasse a dorméncia das sementes de ambas as
populacgdes, alta temperatura em sementes ndo embebidas foi efetiva
para uma das populagdes. Para os autores estas duas maneiras de quebra
de dorméncia estariam relacionadas em campo com resposta a
profundidade em que as sementes estariam enterradas no solo, sendo
que uma populagcdo ndo germinaria se exposta & superficie do solo,
enquanto para a outra, esta germinaria tanto enterrada quanto exposta a
superficie do solo.

Sementes de Sophora tomentosa e Erythrina speciosa néo
tiveram sua germinagdo grandemente favorecida por tratamento de
alternancia de temperatura, ou aplicacdo de temperatura constante mais
alta. Observou-se, entretanto, em sementes de S. tomentosa um aumento
significativo, da germinagéo a 35°C, embora a germinacgdo ainda seja
abaixo de 20%. A pequena influéncia da temperatura alternada no caso
destas duas espécies, ocorrente em area de restinga pode dever-se a faixa
e amplitude da flutuagdo da temperatura aplicada ou até mesmo a
duracdo do experimento, jA que Moreno-Casasola et al. (1994)
encontraram que a germinacdo de espécies de dunas tropicais foi
aumentada apds 45 dias de flutuagdo de temperatura maiores que 20°C.
Outros autores citados por Van-Assche et al. (2003) também
encontraram quebra da dorméncia em sementes de Trifolium
subterraneum L., uma espécie que ocorre em dunas da Australia,
quando ha flutuacdo de temperatura entre 30°C e 60°C durante varias
semanas ou meses. No caso destas duas espécies ainda ha que se
proceder a novos experimentos para elucidar como se da a quebra da
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dorméncia de sementes destas espécies através de tratamentos
compativeis com agqueles que podem ocorrer na natureza.

3. Anatomia de Sophora tomentosa e Erytrhina speciosa

Segundo Corner (1951), a regido hilar é destacada como uma
importante por¢do para o entendimento da anatomia das sementes de
Papilionoideae. Em sementes de Sophora tomentosa e Erythrina
speciosa 0 hilo possui uma evidente fissura, situando-se entre a
micrépila e o estrofiolo. Este posicionamento alinhado da micropila,
hilo e estrofiolo podem variar dentro de Fabaceae, porém esta mesma
disposi¢do alinhada das estruturas da regido hilar também foi observada
em Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf (Caesalpinoideae) por Corner
(1951); Stylosanthes hamata (L.) Taub (Papilionoideae) por Castillo &
Guenni (2001); Sophora alopecuroides L. (Papilionoideae) por Hu et al.
(2008); Schizolobium parahyba (Vell.) Blake (Caesalpinoideae) por
Souza (2010). Corner (1951) destaca como caracteristicas tipicas de
Papilionoideae, a presenca de hilo relativamente grande, com fissura
mediana, a presenca de uma barra de traqueides no tecido sub-hilar e
duplicacdo da palicada sob o hilo. A semente estd presa ao pericarpo
pelo do funiculo (Oliveira et al. 2005) e quando o funiculo se destaca da
parede interna do fruto, forma-se uma camada abscissica em
continuagdo com a péalicadica do tegumento externo, sendo intermediada
por feixes vasculares, que constitui o hilo (Corner 1951). De acordo com
Bessa et al. (2001), a camada pali¢adica da regido hilar e camada de
células adjacentes do topo do funiculo transformam-se em uma
contrapalicada do hilo, sendo a parede entre as duas praticamente
confluentes. Os mesmos autores observaram remanescentes funiculares
em toda a regido hilar em sementes de Dipterix odorata (Aubl.) Will.
Estes remanescentes do funiculo adjascentes a camada palicadica foram
observados nas duas espécies aqui estudadas, determinando uma das
distin¢Bes entre a regido hilar e extra-hilar. Segundo Corner (1951,1976)
esses remanescentes funiculares sdo denominados de arilo de borda.

De acordo com Corner (1976), as sementes podem ser
classificadas quanto & posicdo e a estrutura da principal camada de
tecido mécanico dos tegumentos, podendo ser testais ou tégmicas. Nas
sementes testais, esclarece o autor, distinguem-se as exo, meso e
endotestais, com base na posicdo das camadas mecanicas. Quando a
epiderme externa, que constitui a testa, é formada por camada palicadica
rigida, cujas células tém paredes espessadas, lignificadas ou ndo,
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denominadas macroesclereides, as sementes sdo exotestais, como ocorre
em Fabaceae, acrescenta o autor. A analise histologica dos tegumentos
das sementes de S.tomentosa e E.speciosa confirmou que estas espécies
de Fabaceae séo exotestais.

O mecanismo de impermeabilidade & 4gua envolve substancias
impermedaveis & 4gua como ceras, lignina, suberina e calose (Roslton
1978). A impermeabilidade total ocorre ao final da maturacdo das
sementes quando, através do hilo, que atua como uma valvula
higroscépica que previne a absorcdo de dgua, mas permite que a agua
saia da semente para diminuir a umidade relativa dentro das sementes
até um ponto limite (Roslton 1978). Segundo Baskin & Baskin (2000), o
estrofiolo é a &rea mais fraca do tegumento que circunda a semente. Isto
confere com as observagOes feitas em S. tomentosa e E. speciosa, que
mostraram uma camada palicadica de menor espessura na regido do
estrofiolo. A partir do momento em que o estrofiolo se rompe, é criada
uma abertura de entrada de agua (Baskin 2003).

Em S. tomentosa e E. speciosa, o feixe vascular esta localizado
lateralmente a barra de traqueides, estendendo-se desde o hilo e
seguindo, internamente, no sentido do posicionamento do estrofiolo.
Pontes (2008) relata a mesma situacdo em sementes de Adesmia bicolor
(Poir.) DC e Adesmia latifolia Spreng. VVog (Papilionoideae). Segundo
Oliveira et al. (2007) a vascularizagdo seminal de Centrolobium
tomentosum Guill. ex Benth (Papilionoideae) esta representada apenas
por um feixe vascular de pequeno calibre, que parte da regido hilar,
percorre a rafe em direcdo a calaza. Souza (1982) relata que em
sementes de Cassia cathartica Mart o feixe vascular penetra na semente
ao nivel de seu hilo, percorrendo o bordo (rafe, anti-rafe) atingindo as
proximidades da micropila.

A testa da sementes de Fabaceae é usualmente composta de
epiderme (denominada camada de Malpighi ou camada palicadica) com
cuticula e linha lucida, hipoderme (camada de osteosclereides em forma
de ampulheta), parénquima (Corner 1951; Gunn 1981) e células branca
(Serrato-Valenti et al.1995; Castillo & Guenni 2001). Oliveira et al.
(2007) observaram que a regido extra-hilar de semente de Centrolobium
tomentosum Guill. ex Benth é constituida por camada palicadica
(revestimento), células parenquimaticas e, mais internamente resquicios
celulares do tégmen que se encontra em compressao. Segundo Teixeira
et al. (2007) as células do tegumento interno da semente sdo colapsadas
no decorrer do desenvolvimento do embrido. Alguns autores
denominam essas células em compressdao como células brancas sendo
observadas em Leucena leuocehala Lam. (De Wit) (Serrato-Valenti et
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al.1995) e Stylosanthes hamata (L.) Taub. Castillo & Guenni 2001). Em
S. tomentosa e E. speciosa foram observadas a presenca de células
brancas colapsadas. Porém devido as caracteristica apresentadas,
paredes delgadas e achatadas tangencialmente, e que conforme o
embrido desenvolve, essas podem entrar em colapso, tornando inviavel
0 registro de imagens deste tecido. Assim, de acordo com dados de
literatura, esta camada deve corresponder ao tegumento interno
(tégmen), enquanto todos os demais tecidos descritos correspondem ao
tegumento externo (testa). Entretanto, os tegumentos tém grande
variagdo estrutural em Fabaceae dependendo da espécie (Werker 1997).
A espessura da cuticula pode variar, a hipoderme em formato de
ampulheta pode ndo estar presente (Smith et al. 2003), bem como a
linha lucida, cuja posicdo pode encontrar-se préxima a cuticula ou
cortando as células epidérmicas (Mello-Pina et al. 1999; Souza e
Marcos-Filho 2001; Leython & Jauregui, 2008).

Corner (1951) refere que a cuticula é uma camada sempre fina e
lisa, uma pelicula espessa e resistente. Souza (1982) constatou que em
sementes de Cassia cathartica Mart., a cuticula é fina e a camada
subcuticular ¢ formada por matriz acelular de natureza péctica e
hemicelulosica, provida de estrias transversais. Na regido extra-hilar das
sementes de S. tomentosa e E. speciosa ocorre cuticula espessa que
reage positivamente ao sudan IV indicando a presenga de cutina.

A analise histologica dos tegumentos das sementes de S.
tomentosa e E. speciosa revelou algumas diferencas entre a regido hilar
e extra-hilar. Na regido hilar foi observada barra de traqueides e a
duplicacdo da camada palicadica; j& na regido extra-hilar essa camada
palic&dica é simples, sendo a barra de traqueides ausente, caracteristicas
especificas de Papilionoideae. Segundo Corner (1951) entre as
Fabaceae, alguns estudos mostram a presenca da dupla camada
palicadica e barra de traqueides em Stylosanthes hamata (L.) Taub
(Castillo & Guenni 2001), Dipterix odorata (Aubl.)Will. (Bessa et al.
2001), Pterocarpus violaceus Vogel (Nakamura & Oliveira 2005),
Centrolobium tomentosum Guill. ex Benth. (Oliveira et al. 2007),
Indigofera L. (Teixeira & Corréa 2007). Em um género de Erytrhina,
Corner (1976), observou uma Unica camada palicadica revestindo toda a
semente, inclusive na regido hilar, ao contrario do que foi observado
para E. speciosa que na regido hilar apresenta duplicacdo da camada
palicadica.

Na maioria das espécies que possui dorméncia fisica, credita-se
a camada paligddica do tegumento a funcdo de impermeabilidade a
entrada de agua devido ao seu arranjo fisico e estarem ai localizados os
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compostos quimicos com propriedades hidrofébicas como lignina,
cutina, suberina e ceras (Baskin et al. 2000). Corner (1951) afirma que a
camada palicadica confere impermeabilidade ao tegumento por meio da
contracdo das paredes das macroesclereides. Em sementes de S.
tomentosa e E. speciosa, no presente estudo, foi verificado que essa
situacdo ndo é diferente. A reagdo positiva das macroesclereides da
contrapalicada de S. tomentosa, com o azul de toluidina, demonstrou a
presenca de lignina. Porém, a contrapalicada das sementes de E.
speciosa reagiu ao azul de toluidina apenas na porgdo superior das
macroesclereides. Na regido extra-hilar de S. tomentosa e E. speciosa,
ao longo das macroesclereides, essa coloragao variou, indicando maior
concentragdo de lignina na porcao inferior das macroesclereides. A
camada palicadica da regido hilar de S. tomentosa e E. speciosa nédo
reagiram para o teste azul de toluidina como o floroglucinol acidificado,
demonstrando a auséncia de lignina nessa regido. Sementes de S.
tomentosa mostraram se auto-fluorescentes no comprimento de onda
vermelho na contrapalicada e barra de traqueides, justamente a regido
que foi observado presenca de lignina através do teste azul de toluidina.
Vavrcik et al (2007), em amostras de madeira de abeto da Noruega
Picea abies (L.) Karst. através de analises microquimicas de
fluorescéncia observaram a auto-florescéncia de lignina tanto nos
comprimentos de excitagdo verde como no vermelho. O interessante
para S. tomentosa e E. speciosa é que nas regifes onde ndo foi
observada a presenca de lignina, verificou-se a presenca de calose.
Castillo & Guenni (2001) observaram que as macroesclereides diferem
na composicdo da contrapalicada, denominada por este autor como
células invertidas. O mesmo autor relata uma variacdo de cor nas
macroesclereides, indicando distintos tipos de polissacarideos, além da
presenca de lignina na contrapalicada. Bevilacqua et al. (1987) também
observaram calose na camada palicadica das sementes de Sesbania
punica (Cav.) Benth (Fabaceae), sendo que ndo constatou a presenca de
lignina utilizando o floroglucinol acidificado. Esse fato foi verificado no
presente estudo para sementes de S. tomentosa e E. speciosa.

A camada pali¢adica esté constituida por células de Malpighi e
pode apresentar uma linha refringente denominada linha ltcida (Corner
1951). A origem da linha ldcida é discutida por varios autores. Kelly et
al. (1992), baseado em vérios autores, refere que a linha lGcida é um
fendmeno Optico gerado pela justaposicdo de células mais internas em
palicada de natureza celuldsica com células mais externas suberizadas.
Esau (1976) ainda afirma que a linha ldcida resulta do alto grau de
refor¢o de uma regido restrita das paredes da epiderme, tendo orientagdo
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tangencial um pouco acima do meio de cada célula; essas regides de
refracdo das células adjacentes situam-se na mesma posi¢do formando
uma linha continua na epiderme. Harris (1983) descreve que em Pisum
sativum L. a linha lUcida se torna discernivel ao microscopio 6ptico na
juncdo dos 4pices celuldsicos das macroesclereides com a camada
subcuticular que pode ser suberizada. Ma et al. (2004) verificaram que a
linha lucida ndo é apenas um fendmeno Optico provocado por
modificacbes quimicas, mas uma estrutura real, cujas paredes
secundarias estdo apressas umas as outras. A linha licida também é
considerada particularmente impermeavel a agua (Hyde 1954; Esau
1976). Castillo & Guenni (2001), afirmam que a linha licida observada
em Stylosanthes hamata (L.) Taub (Papilionoideae) ocorre devido a
deposicdo da calose na regido superior das macroesclereides. Serrato-
Valenti et al. (1995) relatam que em sementes de Leucaena
leucocephala (De Wit) Lam a linha ldcida é rica em calose. Serrato-
Valenti et al. (1993) observaram calose na linha Iicida em sementes de
Stylosanthes scabra VVog (Papilionoideae). De acordo com Bevilacqua et
al. (1987), calose é um grupo de hemicelulose, com ligagdes ricas em
glucanos, onde o grau de polimerizacdo pode afetar sua caracteristica de
solubilidade. Segundo Bhall & Slaterry (1984), a calose atua como uma
barreira a0 movimento da agua para dentro das sementes. Ma et al.
(2004) afirmam que a presenca de calose na linha ldcida de uma cultivar
de soja Glycine max (L.) Fabaceae, confere a impermeabilidade ao
tegumento da semente. Em sementes de Sophora tomentosa e Erytrhina
speciosa foi obsevada a presenca de calose na linha licida, sendo que
em sementes de Erytrina speciosa que foram escarificadas termicamente
e imersas em solucéo de anilina, observou-se que o corante atravessou a
contrapalicada porém ndo ultrapassou a linha licida, sugerindo dessa
maneira a impermeabilidade a linha IGcida. A presenca de calose na
linha lucida de sementes de Fabaceae também foi constatada em
Trifolium subterraneum L. (Slaterry1984) e Sesbania punica Cav.
(Benth.) (Bevilacqua et al. 1987).

Nas sementes de S. tomentosa e E. speciosa, imediatamente
abaixo da camada palicédica, antes da barra de traqueides, na regido
hilar, foram observados duas a trés camadas de um tecido rigido,
compacto, de paredes espessadas, denominado aqui por tecido
esclerenquimatico, embora ndo tenha sido confirmada a presenca de
lignina neste tecido para as duas espécies estudadas. Proximo a regido
da micrépila e do estrofiolo o nimero de camadas desse tecido aumenta,
justamente onde termina a duplicacdo da camada palicadica. Souza
(1982), para sementes de Cassia cathartica Mart. observou o mesmo
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tipo de tecido, denominando-o de parénquima esclerificado, sendo
formado por células alongadas de paredes espessas e nao lignificadas.
Corner (1951) relata que esse tecido duro, compacto de 2-6 ou mais
camadas de células, com paredes muito espessas, serve como um
suporte a contracdo da testa sobre a radicula, denominando esta regiao
de mesofilo. Bessa et al (2001) relata a presenca de células
arredondadas de paredes espassadas na regido sub-hilar em sementes de
Dipterix odorata (Aubl.)Will. que serve como estrutura de resisténcia a
contragdo da testa sobre a radicula.

As osteosclereides frequentemente sdo denominadas de células
em ampulheta (hourglass) devido a sua forma. Segundo Teixeira &
Corréa (2007) tanto as macroesclereides como as osteosclereides
originaram-se do tegumento externo do 6vulo. Bessa el al. (2001)
observaram uma camada de osteosclereides na regido hilar de sementes
de Dipterix odorata (Aubl.)Will. Teixeira & Corréa (2007) observaram
em um estudo de sete espécies de sementes de Indigofera L. (Fabaceae-
Papilionoideae) que o envoltério da semente é constituido por uma
camada de macroesclereides e duas a trés de osteosclereides. Melo-
Pinna et al. (1999) estudando quatro espécie de semente de
Caesalpinioideae, observaram duas camadas de osteosclereides
intercaladas pelo parénquima. No presente estudo, em sementes S.
tomentosa e E. speciosa foi constatada a presenga das osteoesclereides
somente na regido extra-hilar, sob a camada palicadica, ndo sendo
observada em nenhuma outra regido da semente .

Corner (1976) descreveu o tegumento dos géneros Shopora e
Erytrina mostrando apenas imagens esquematicas, ndo detalhando o
formato das células e nem a constituicdo quimica das mesmas. Desta
forma, foi necessario realizar um estudo mais detalhado nesse trabalho,
sobre a anatomia das sementes de Sophora tomentosa e Erytrhina
speciosa para uma melhor compreensdo da parte fisiolégica da semente
relacionada com a entrada de agua na mesma e Sseu processo de
embebicdo.

4. Entrada de agua nas sementes

O estrofiolo tem sido relatado como local inicial de entrada de
agua em sementes com dorméncia fisica, sendo considerada uma regido
mais fragil do tegumento da semente, (Serrato Valenti et al. 1995;
Morrison et al. 1998; Baskin et al. 2000). Segundo Barroso et al. (1999)
essa estrutura corresponde a um pequeno intumescimento sobre a rafe.
Estruturas como o hilo, a micropila, o estrofiolo e a calaza constituem
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areas permeaveis ou impermeaveis, onde a embebicao inicia, quando a
impermeabilidade dessas regiGes desaparece (Perez 2004). Castillo &
Guenni (2001) observaram em sementes de Stylosanthes hamata (L.)
Taub (Papilionoideae), que a estrutura que permite a entrada de agua é o
hilo.

No presente estudo foi observado que, sementes de S.
tomentosa e E. speciosa, ao passarem por escarificacdo térmica, tiveram
o estrofiolo rompido, deixando suas macroesclereides expostas e
parcialmente separadas, 0 que ndo ocorreu em nenhuma outra regido dos
tegumentos. Nas sementes de S tomentosa também foram observadas
rachaduras ao redor da fissura hilar. O mesmo ja foi observado para as
espécies Seshania seshan (L.) Merr (Papilionoideae) (Hu et al. 2009). O
autor ainda relata que as rachaduras ao redor da fissura hilar nédo
favoreceram a entrada de agua nessa espécie e que o principal local de
entrada de agua foi através do estrofiolo. Em um estudo com V.
oblongifolia A. Rich. (Papilionoideae) (Hu et al. 2009), observaram que
o primeiro local de entrada de 4gua na semente foi através do hilo e ndo
do estrofiolo. Em sementes de Sophora alopecuroides L
(Papilionoideae) Hu et al. (2008) observaram em sementes pré-tratadas
com &cido sulfdrico por 20 minutos e tiveram o hilo bloqueados, a
entrada de agua foi inibida completamente, indicando que o hilo seria o
primeiro local de entrada de 4gua nas sementes.

Observou-se ainda no presente estudo que o primeiro local de
entrada de &gua para sementes de E. speciosa ap0s escarificacdo
térmica, foi o estrofiolo, pois ap6s 30min de embebicdo esta foi a
primeira regido a ficar corada, depois de 16h essa coloragdo comecgou a
difundir-se, concentrando-se imediatamente abaixo do estrofiolo, no
feixe vascular, conforme descrito por Dell (1980) para semente de
Albizia lophantha (Willd) Benth (Fabaceae), porém nao ultrapassando a
linha lucida. Depois de 40h foi verificado que toda a barra de traqueides
estava corada de azul. As sementes de E. speciosa também apresentaram
uma sutil abertura da fissura hilar, embora ndo haja evidéncias de que a
agua possa passar por tais aberturas.
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ILUSTRACOES

Fig. 13-18. Sementes de Sophora tomentosa L. (Fabaceae-Papilionoideae). 13. Aspecto geral externo
da regido basal. 14. Aspecto geral externo, em vista lateral 15. Detalhe de vista externa da regido hilar.
16-18. Seccoes longitudinais destacando aregiéo hilar (Mi, Hi, Es) e tecidos subjascentes setas indicam
feixe vascular. 13-14, 16. Microscopia Estereoscopica. 15, 17. Microscopia Eletronica de Varredura. 18.
Microscopia Optica. Legenda: Bt- Barra traqueides; Cp- Camada palicadica Dp- dupla palicads Em—
embrido; Es- estrofiolo; Hi- hilo; Mi- micrépila; Te- tecido esclerenquimatico; Tj- tecidoesponjoso.
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Fig. 19-23. Seccdes longitudinais na regido extra-hilar de sementes de Sophora tomentosa L.
(Fabaceae—Papilionoideae), evidenciando os tecidos periféricos. 19. Reacdo com azul de
toluidina; reagdo positiva a presenca de lignina nas macroesclereides. 20. Reagdo positiva ao
sudan, indicando cuticula espessa. 21-22. Regido préxima ao estrofiolo. 23. Regido proxima a
micropila; células com caracteristicas de transicdo entre o tecido esclerenquimatico (presente na
regido hilar) e os osteoesclereides. 19-21, 23. Fotomicrografias 22. Eletromicrografia Legenda:
Cp- Camada palicadica; Ch- células brancas; Ct- cuticula; Os- Osteosclerideos; Tj- tecido
esponjoso.
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Figuras 24-28. Sementes de Sophora tomentosa L. (Fabaceae— Papilionoideae). 24-
27. Microscopia o6ptica. 28. Microscopia eletronica de varredura. 24. Secgdo
longitudinal da semente, abrangendo a regido hilar (porgdo central) e regido extra-
hilar (lateralmente, indicadas por *). 25-26. Detalhe dos tecidos periféricos da
regido hilar em secccdo longitudinal. 25. Amostra sem reagente. 22. Reacdo das
paredes das macroesclereides da contrapalicada com azul de toluidina, exceto linha
lacida. 27. Macresclereide dissociada. 28. Detalhe da parte superior das
macroesclereides da camada palicadica revestida por células colapsadas,
remanescentes do funiculo. Legenda: Bt- Barra traqueides; Ctp- Contrapalicada;
Cp- Camada paligadica; Dp- dupla palicada; Em— embriéo; Es- estrofiolo; Hi- hilo;
Mi- micrépila; Rf- remanecentes do funiculo, Te- tecido esclerenquimaético; Tj-
tecido esponjoso.



Fig. 29-32. Seccdes longitudinais de sementes de Sophora tomentosa L. (Fabaceae-
Papilionoideae), em reacdo com azul de anilina, observadas em microscopia de
fluorescéncia. 29. Aspecto geral da regido hilar. 30. Detalhe da dupla palicada,
evidenciando fluorescéncia somente na camada palicadica, mais acentuada na linha
lucida. 31. Fotomicrografia da mesma regido, obtida no mesmo microscépio, porém
sem uso de fluorescéncia. 32. Detalhe da camada palicadica da regido extra-hilar
mostrando fluorescéncia mais acentuada na regido da linha ldcida. Setas indicam linha
lucida. Legenda: Bt- Barra traqueides; Cp- Camada palicadica; Ctp- Contra palicada;
Hi- hilo; Mi- micropila; Te- tecido esclerenquimatico.
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Fig. 33-38. SecgOes longitudinais de sementes de Sophora tomentosa L. (Fabaceae —
Papilionoideae), em tampdo de fosfato de potassio e analisadas em microscopia de
fluorescéncia. 33, 35 e 37. Tecidos da regido hilar, observados em diferentes comprimentos de
onda. 34, 36 e 38. Tecidos da regido extra-hilar observados em diferentes comprimentos de
onda. 33-34. Luz comum. 38-39. Comprimento de onda vermelho indicado para lignina
(Excitagcdo = 510 a 550nm e Emissdo = 590nm). 37-38. Comprimento de onda azul indicado
para calose (Excitagdo = 330 a 385nm e Emissdo = 420nm). Legenda: Bt- Barra traqueides;
Ctp- Contrapalicada; Cp- Camada palicadica; Dp-  dupla palicada; Hi- hilo; Os-
osteoesclereides; Te- tecido esclerenquimatico; Tj- tecido esponjoso.
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Fig. 39-41. Sementes de Sophora tomentosa L. (Fabaceae—Papilionoideae), destacando a barra de
traqueides, observadas em microscopia eletronica de varredura. 39. Aspecto geral de sec¢do
longitudinais na regido hilar. 40. Detalhe das traqueides em secgdo longitudinal. 41. Vista frontal
externa da fissura hilar mostrando as traqueides, quando sementes sdo escarificads termicamente,
rompendo os tecidos mais externos. Legenda: Bt- Barra de traqueides; Dp- Dupla palicada; Te-
Tecido esclerenquimatico; Tj- tecido esponjoso.



Fig. 42-47. Vistas frontais da regido hilar de sementes de Sophora tomentosa L. (Fabaceae—
Papilionoideae) em microscopia eletronica de varredura. 42. Controle. 43-47. Tratadas por
escarificacdo térmica, evidenciando rompimento estrutural. 43-44. Estrofiolo rompido e
fissuras no hilo. 45. Detalhe da regido em que o rompimento liga o estrofiolo ao hilo. 46-47.
Detalhe das macroesclereides expostas ap6s escarificacdo térmica. Setas indicam micropila
Legenda: Es- estrofiolo; Hi- hilo; Mi- micrépila.
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Fig. 48-51. Sementes de Sophora tomentosa L. (Fabaceae—Papilionoideae) escarificadas
termicamente por 5min, a 96°C e imersas em solugdo 1% anilina durante 12h. 48-49. Microscopia
estereoscopica. 50-51. Microscopia 6ptica. 48. Vista geral externa, destacando a regido hilar. 49-51.
Secgdes longitudinais na regido hilar. O corante ndo ultrapassou a contrapalicada. Seta indica linha
lucida. Legenda: Bt— Barra traqueides; Cp— Camada palicadica, Ctp— contrapalicada; Es- estrofiolo;
Fv- Feixe vascular; Hi- Hilo; LI- linha lGcida; Mi- Micrépila; Te- tecido esclerenquimatico.
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Fig. 52-57. Sementes de Erythrina speciosa Andr. (Fabaceae — Papilionoideag). 52-53. Aspecto
geral externo em microscopio es:ieoscopico. 52. Vista frontal da regido basal. 53. Vista lateral
evidenciando vestigios funiculares(*) contornando o hilo. 54. Regido hilar em vista frontal, em
microscopia eletronica de varredura. 55-57. Secgdes longitudinais. 55. Microscopia
Estereoscopica. 56. Microscopia Eletronica de Varredura. 57. Microscopia Optica. Setas indicam
micropila. Legenda: Bt- Barra traqueides; Cp- Camada palicadica; Dp- dupla palicada; Em—
embrido; Es- estrofiolo; Hi- hilo; Mi- micrépila; Te- tecido esclerenquimatico; Tj- tecido
esponjoso.
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Fig. 58-62. Fotomicrografias de
sementes de Erythrina speciosa
Andr. (Fabaceae—Papilionoideae).
58-60-62. Seccdes longitudinais.
58. Aspecto geral evidenciando os
tecidos de parte da regido hilar
(esquerda) e extra-hilar (direita). 59.
Macroesclereides dissociadas. 60.

1 Detalhe destacando transicdo da

camada palicadica de dupla para

. simples. 61. Detalhe da dupla

palicada na regido hilar. 62. Detalhe
- da camada palicadica simples na

- regido extra-hilar. Seta indica linha
- lucida.

\ Legenda: Cp- Camada paligadica;
. Ctp- Contrapalicada; Dp- dupla
| palicada; Es- estrofiolo; LI- Linha
lacida; Mi-  micrépila;  Os-
Osteosclereides; Te- tecido
esclerenquimatico; Tj- tecido
€spon;joso.



Fig. 63-68. Seccdes longitudinais de sementes de Erythrina speciosa Andr. (Fabaceae—
Papilionoideae), microscopia de fluorescéncia. 63-64 e 67-68. Regido hilar. 69-70. Regido
extra-hilar. 67-70. Amostras utilizando azul de anilina. 67-68. Amostras somente em tampéao
de fosfato de potéassio. 63, 65 e 67. Sem uso de fluorescéncia. 64, 66 e 68. Com uso de
fluorescéncia (comprimento de onda azul). Legenda: Cp- Camada paligadica; Ctp-
Contrapalicada; LI- Linha ldcida; Os- Osteosclereides; Te- tecido esclerenquimatico; Tj-
tecido esponjoso.



73

Fig. 69-72. Seccdes longitudinais de sementes de Erythrina speciosa Andr. (Fabaceae
— Papilionoideae). 69. Detalhe das células do tecido esponjoso, em microscopia
oOptica. 70-72. Detahes das células da barra traqueides, com espessamentos
escalariforme. 70-71. Microscopia eletronica de varredura. 72. Com uso de azul de
toluidina, em microscopia 6ptica. Legenda: Cl- célula lobada; Es- espaco intercelular.
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\: ; ¥ e a5 NS
Fig. 73-76. Sementes de Erythrina speciosa Andr. (Fabaceae — Papilionoideae)
analisadas em microscopia eletronica de varredura. 73. Detalhe da semente sem
escarificagdo térmica. 74-76. Sementes que passaram por escarficacdo térmica a

96°C durante 15min.74-75. Detalhe do estrofiolo rompido. 76- Detalhe da
macroesclereides do estrofiolo Legenda: Es- estrofiolo; Hi- Hilo; Mi- micropila
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Fig. 77-82. Sementes de Erythrina speciosa Andr. (Fabaceae—Papilionoideae) escarificadas
termicamente por 15 min em temperatura 96°C, imersas em solucéo de anilina 1% e analisadas em
microscopio esteroscopico, mostrando o caminho de entrada de agua. 77-79. Sementes imersas na
solugdo por 30 min. 79-80. Seccdes longitudinais evidenciando, através da coloracdo azulada, o
caminho de entrada da agua, iniciando pelo estrofiolo. 80-81. Secg¢des longitudinais, apds 16 h das
sementes imersas em solucdo. O corante comeca a avancar do estrofiolo para a barra traqueides,
mas ndo entra pela micrépila. 82. Detalhe da regido do estrofiolo, depois de 40h, com a barra de
traqueides totalmente corada com a solucéo de azul de anilina.

Legenda: Bt- barra de traqueides; Co- cotilédone; Cp- Camada paligéadica; Es- estrofiolo; hi- hilo;
Mi- micrépila.
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Fig. 85-86. Sementes de Erythrina speciosa Andr. (Fabaceae—Papilionoideae)
escanificadas termicamente por 15min em temperatura 96 C, imersas em solugio de
anilina 1% por 16h e analisadas em microscépia dptica. O corante n#o ultrapassou a
linha licida, ficando apenas na contra paligada. Legenda: Bt- Barra de traqueides; Cp-
Camada paligadica, Ctp- contra paligada;, Ct- cuticula, Es- estrofiolo; Fv- Feixze
vascular, Te- Tecido esclerengquimatico
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