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RESUMO

A dorméncia fisica em sementes tem sido pouco estudada em
espécies de florestas tropicais, como a Floresta Tropical Atlantica ou em
familias que ndo Fabaceae. O presente trabalho teve como objetivo
verificar a anatomia e histoquimica do tegumento de duas espécies
arbdreas da Floresta Tropical Atlantica, uma da familia Rhamnaceae,
Colubrina glandulosa, e outra da familia Fabaceae, Senna multijuga, bem
como localizar a estrutura ou regido responsavel pela entrada de 4gua apds
a quebra da dorméncia fisica nestas sementes. Para analise da anatomia e
histoquimica dos tegumentos, sec¢fes de sementes frescas ou fixadas
foram submetidas a diferentes reagentes e observadas sob microscopia
optica ou de epi-fluorescéncia. Para observacdo da morfologia das
cicatrizes tegumentares, sementes intactas e com tratamento para quebra
de dorméncia foram observadas em microscépio estereoscopio ou sob
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Para quebra da dorméncia
das sementes foram testados choques térmicos, alternancias de
temperatura, escarificagdo quimica e escarificagdo térmica. Os
procedimentos para andlise do material em MEV, secagem em ponto
critico e secagem em silica, causaram danos ao tegumento das sementes,
optando-se, portanto, pela anélise de sementes frescas sem aplicacdo de
gualquer procedimento. O armazenamento das sementes em silica
ocasionou danos ao tegumento semelhante aos causados pelos
tratamentos de quebra de dorméncia. Sementes de C. glandulosa
apresentaram o0 tegumento composto por uma resistente camada
palicadica e por um denso tecido esclerenquimatico. Na superficie da
semente ocorre apenas uma cicatriz, denominada de fenda hilar. Sementes
de S. multijuga apresentaram testa formada por uma camada de
macroesclereides, duas camadas de osteosclereides, uma externa e outra
interna, um tecido esclerenquimatico e um tecido esponjoso, o tégmen é
composto por duas camadas de células brancas. As cicatrizes encontradas
sdo a micropila, o hilo e o estrofiolo alinhados. Para ambas as espécies, 0
acido sulfirico proporcionou maiores porcentagens de germinacdo. Em
C. glandulosa este tratamento ocasionou grandes rachaduras em torno da
fenda hilar, enquanto que em S. multijuga surgiram imensas rachaduras
na camada palicadica que recobre todo o tegumento da semente. Os
tratamentos de choque térmico, alternancias de temperatura e
armazenamento em silica, proporcionaram rachaduras semelhantes as que
foram encontradas em ambas espécies ap0s a imersdo em 4&cido, no
entanto, estas se mostraram menos conspicuas. Os tratamentos aplicados
levaram a embebicgdo de &dgua pelas sementes. A partir dos dados sugere-
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se que tanto C. glandulosa como S. multijuga ndo possuem estruturas
especificas para a entrada de agua apds a quebra da dorméncia. Em C.
glandulosa foram as rachaduras perpendiculares a fenda hilar que
proporcionaram a entrada de agua nas sementes e em S. multijuga o
desprendimento de toda a camada palicadica resultou em areas
permedveis em toda a extensao da semente.

Palavras-chave: Semente, dorméncia fisica, tegumento, entrada de agua,
germinacdo, floresta tropical.
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ABSTRACT

The physical dormancy in seeds has been poorly studied in tropical forest species,
such as Atlantic Rainforest or in or in species that don't belong to the family
Fabaceae. This study aimed to examine the anatomy and histochemistry of the
seed coat of two tree species from the Atlantic Rainforest, one belonging to the
family Ramnaceae, Colubrina glandulosa, and other belonging to the family
Fabaceae, Senna multijuga, and locate the structure or region responsible for the
entry of water after breaking physical dormancy of these seeds. To analyze the
anatomy and histochemistry of the seed coat, sections of fresh or fixed seeds were
subjected to different reagents and observed under light or epi-fluorescence
microscopy. To observe the morphology of the morphology of the seed coat
features, seeds with and without treatment for dormancy break were observed in
stereoscopic microscope or scanning electron microscope (SEM). To break seed
dormancy were tested thermal shock, alternating temperature, thermal and
chemical scarification. The drying of the material for analysis in SEM, critical
point drying or drying in silica, caused damage to the seed coat, opting thus for
examining fresh seeds without the application of any procedure. Storing seeds in
silica caused damage to the seed coat similar to those caused by treatments for
dormancy breaking. Seeds C. glandulosa showed that the seed coat consists of a
palisade layer and a dense sclerenchyma tissue. On the surface of the seed occurs
the hilar slit. Seeds of S. multijuga showed that the seed coat is formed by a layer
of macrosclereids, two layers of osteosclereids, one external and one internal,
sclerenchyma and spongy tissue and the tegmen, composed of two layers of white
cells. The micropyle, hilum and the strophiole are a ligned. For both species,
sulfuric acid resulted in higher germination percentages. In C. glandulosa this
treatment resulted in large cracks around the hilar slit, while in S. multijuga huge
cracks appeared in the palisade layer in the entire seed coat. Heat shock ant
alternating temperature treatments and storage on silica caused similar cracks to
those cracks found in both species after immersion in acid; however, these cracks
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were less conspicuous than in sulphuric acid. The treatments led to water
imbibitions by seeds. The data suggests that both C. glandulosa as S. multijuga
don’t possess specific structures for water absorption after the dormancy
breaking. In C. glandulosa cracks were perpendicular to the hilar slit, providing
water absorption and in S. multijuga the detachment of the entire palisade layer

resulted in permeable areas in the entire seed.

Keywords: seed, physical dormancy, seed coat, water intake, germination,

tropical rainforest.
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1. INTRODUCAO
1.1 DORMENCIA DE SEMENTES

Uma questdo ecoldgica muito importante é saber por que as plantas se
desenvolvem e onde crescem, sendo o conhecimento dos requisitos necessarios
a germinagdo das sementes essencial para responder a esta questdo (Baskin &
Baskin, 2001). Além disso, caracteristicas anatdmicas e morfolégicas de
sementes, frutos e pléntulas, fornecem valiosas informagdes que permitem a
identificacdo de muitas espécies em fases juvenis. Tal conhecimento é
imprescindivel quando se pretende compreender o ciclo biolégico e a
regeneracao natural das espécies (Oliveira, 1993).

A aplicacdo préatica deste conhecimento é importante para recuperagao
de éreas degradadas e manutencdo da biodiversidade, como no caso do bioma
Mata Atlantica, amplamente fragmentado, que apresenta apenas 7,84% da sua
cobertura original (Porto et al., 2006). Desta forma, espécies nativas com
caracteristicas importantes para reflorestamento devem ser estudadas,
aprimorando-se técnicas e mantendo processos de quebra de dorméncia de
sementes mais semelhantes aos que ocorrem naturalmente.

As sementes ocupam uma posicao critica na histdria da vida de plantas
superiores, sendo o0 sucesso do estabelecimento do novo individuo largamente
dependente de suas caracteristicas fisiologicas e bioquimicas (Bewley & Black,
1994). Conforme Bewley & Black (1994), o processo germinativo geralmente
ocorre sob certas condi¢cGes ambientais, tais como, boa disponibilidade hidrica,
boa oxigenagdo e temperaturas adequadas a cada espécie. Acrescentam, ainda,
gue sementes que germinam nestas condi¢Ges sdo chamadas de quiescentes,
todavia, algumas sementes, as chamadas dormentes, necessitam de outros fatores
ambientais além destes para poderem germinar, apresentando alguma restricéo
interna, que ndo é superada apenas por condi¢cdes adequadas de hidratacéo,
temperatura e oxigenacao.

O impedimento da germinacdo, em sementes dormentes, pode estar
relacionado aos fatores fisicos, fisiologicos e morfologicos da semente, ou ainda
ser uma combinagdo destes. Baskin & Baskin (2001) propdem cinco tipos de
dorméncia, sendo eles: 1) Fisiologica, quando a presenga de substancias
inibidoras ou auséncia de substancias promotoras no embrido impedem a
germinacéo; 2) Morfoldgica, quando o embrido ndo apresenta maturidade
suficiente para germinar; 3) Morfofisioldgica, quando, além de subdesenvolvido,
0 embrido ¢ fisiologicamente dormente; 4) Fisica, caracterizada pela presenca de
tecidos extraembrionarios que impedem a entrada de agua ou trocas gasosas
entre 0 embrido e 0 meio ambiente e, 5) Fisica-fisioldgica, quando, além de
fisiologicamente dormente, ocorre a presenca de tecidos extraembrionarios
impermeabilizantes.

A necessidade de superacdo destes impedimentos faz com que a
dorméncia de sementes ocorra como uma estratégia benéfica, distribuindo a
germinacdo ao longo do tempo e do espaco, aumentando a probabilidade de
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sobrevivéncia das plantulas (Carvalho & Nakagawa, 2000; Fenner & Tompsom,
2005).

Evidéncias sugerem que a dorméncia fisica, objeto de estudo deste
trabalho, foi o ltimo tipo de dorméncia a aparecer na escala evolutiva (Baskin
& Baskin, 2001), ocorrendo em pelo menos 17 familias de angiospermas (Baskin
& Baskin, 2001; Funes & Venier, 2006).

Dados levantados por Baskin & Baskin (2001) apontam que espécies
sujeitas a variagBes ambientais apresentam um maior investimento em
mecanismos de dorméncia fisica. Em florestas tropicais Umidas, dentre as
espécies que apresentam sementes dormentes, cerca de 18% possuem dorméncia
fisica, enquanto em florestas semi-deciduais esse valor chega a 40%, e em climas
mais &ridos, como em savanas ou cerrados (mais propensos a variagBes
ambientais), esse percentual é de 70% (Baskin & Baskin, 2001). Deste modo, a
dorméncia fisica tem grande importancia ecoldgica, ja que atua prevenindo a
germinagdo em épocas e locais hostis, aumentando as chances de sobrevivéncia
da plantula (Argel & Paton, 1999).

A dorméncia fisica é ocasionada pela presenca de tecidos impermeaveis
a agua e aos gases, situados externamente ao embrido (Baskin & Baskin, 2004).
Esta caracteristica impermeabilizante pode ser conferida por uma camada de
células alongadas e justapostas com diferentes graus de espessamento,
denominadas macroesclereides ou células de Malpighi, que podem estar
impregnadas ou néo por lignina (Corner, 1976; Paoli, 2006; Evert, 2006) e/ou
por outras substancias hidrofébicas (Rolston, 1978; Morrison et al., 1998;
Baskin, 2003).

Em alguns casos, as macroesclereides podem apresentar uma regido de
reforgo em suas paredes celulares, formando uma linha continua, perpendicular
ao maior eixo das células da camada pali¢adica, chamada de linha licida
(Corner, 1976; Esau, 1997). Este reforco pode conferir ainda mais
impermeabilidade ao tegumento e, em alguns casos, nesta linha pode estar
presente a calose, um tipo de hemicelulose com alto grau de polimerizag&o, que
atuaria como barreira a0 movimento da agua para o interior da semente (Bhalla
& Slaterry, 1984; Bevilacqua et al., 1987).

Em condigdes ambientais, diversos fatores exercem influéncia sobre a
quebra da dorméncia fisica, inicio da germinacdo e sua continuidade (Larcher,
2000). Fenner & Thompson (2005) apontam que eventos especificos do
ambiente sdo responsaveis pela quebra da dorméncia fisica. Deste modo, a
exposicao a variagdo de temperatura entre dia e noite, secas prolongadas apds
periodos de chuva, altas ou baixas temperaturas e contato com fogo sdo situacdes
naturais que atuam sobre o tegumento da semente, rompendo alguma estrutura
especifica, facilitando a entrada de agua e, ap0s este rompimento, a germinagao
ocorre em temperatura natural constante (Baskin & Baskin, 2001).



23

1.2 ESTRUTURAS ESPECIALIZADAS NA ENTRADA DE
AGUA EM SEMENTES

Algumas sementes possuem cicatrizes ou estruturas, em sua superficie
tegumentar, que variam em presenga e em posi¢do, de acordo com a estrutura do
o6vulo que as originou. Em 6vulos ort6tropos, de postura ereta, as cicatrizes estao
em uma mesma linha axial (Gongalves & Lorenzi, 2007), assim hilo e micrdpila,
os dois tipos mais comuns de cicatriz, encontram-se em extremidades opostas
(Paoli, 2006).

A micropila apresenta-se como um poro ou uma pequena depressao,
oriunda da abertura dos integumentos do 6vulo. O hilo é formado pelo
rompimento do funiculo que ligava o 6vulo a placenta, onde passava o feixe
vascular. A regido de confluéncia dos tegumentos com o nucelo e o feixe
vascular é conhecida como calaza (Paoli, 2006).

Em O6vulos anatropos, ocorre uma curvatura de 180° devido ao
crescimento intercalar do funiculo (Paoli, 2006), sendo encontrado um terceiro
tipo de cicatriz, a rafe, oriunda da fusdo do funiculo junto aos integumentos do
Ovulo (Gongalves & Lorenzi, 2007). Devido a esta torgéo, a micrdpila encontra-
se voltada para a placenta, ficando lado a lado com o hilo e calaza (Paoli, 2006).
Outro tipo de 6vulo, que apresenta curvatura, € o do tipo campil6tropo, que,
diferentemente do anatropo, tem o nucelo curvo e o évulo torna-se reniforme,
mantendo a micropila, o hilo, e a calaza alinhados paralelamente (Souza & Paoli,
2009). Nas sementes originadas a partir deste tipo de 6vulo, o embrido curvo
pode ser até duas vezes maior que o proprio comprimento da semente, e assim,
radicula, hipocétilo e cotilédones mais desenvolvidos, garantiriam um melhor
sucesso no estabelecimento das plantulas destas espécies (Paoli, 2006).

Nas sementes com dorméncia fisica, estruturas especializadas formam o
principal meio de entrada de 4gua em sementes com tegumento impermeéavel, e
a abertura das mesmas ocorre ap0s a passagem por condi¢cBes ambientais
especificas, tais como alteragdo na temperatura ambiental, ou flutuagéo diaria de
temperaturas (Morrison et al., 1998; Baskin & Baskin, 2001; Castillo & Guenni,
2001; Perez, 2004).

Além do hilo e da micrdpila, algumas sementes apresentam outra
estrutura, o estrofiolo, também conhecido como lente (Souza & Marcos-Filho,
2001), sendo uma area mais fragil do tegumento que pode se romper apés a
semente ter passado por um periodo de alternancia de temperaturas, permitindo
a entrada de agua, como no caso de algumas leguminosas (Baskin & Baskin,
2001; Baskin, 2003).

Sementes de Schizolobium parahyba (Fabaceae — Caesalpinioideae) tem
sua dorméncia fisica quebrada apds a passagem por temperatura constante de
30°C ou por periodos de alternancia entre 20/30°C; nesta espécie, a lente das
sementes destaca-se do restante do tegumento, proporcionando o local para
entrada da agua, porém, esse rompimento ndo é verificado em sementes que ndo
passam pelas condigGes descritas (Souza et al., 2012). Para as espécies Cassia
leptophylla e Senna macranthera, ambas Fabaceae — Caesalpinioideae, a
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temperatura para quebra de dorméncia foi de 50°C, entretanto os locais para
entrada de 4gua na semente diferiram, em C. leptophylla ocorre pelo canal
micropilar e em S. macranthera pela lente (Paula et al., 2012).

Na familia Geraniaceae, a estrutura de entrada de agua, encontrada em
sementes com dorméncia fisica, é uma valvula articulada adjacente a micropila
com caracteristicas morfolégicas distintas do restante do tegumento da semente
(Gama-Arachchige et al., 2010). Em Sapindaceae a estrutura relacionada a
entrada de 4gua é um pequeno plugue tegumentar, adjacente ao hilo (Tuner et
al., 2009). Para a familia Convolvulaceae foi demonstrado o desenvolvimento
de fissuras em torno do hilo, formadas apds a passagem por tratamentos
envolvendo altas temperaturas (Jayasuriya et al., 2007).

1.3 ESPECIES ESTUDADAS

1.3.1 Colubrina glandulosa Perkins

A familia Rhamnaceae possui distribuicdo cosmopolita incluindo cerca
50 géneros e 900 espécies, sendo que, no Brasil, ocorrem 13 géneros com cerca
de 50 espécies (Souza & Lorenzi, 2008).

Colubrina glandulosa (Fig. 1A e 1B), conhecida popularmente como
sobrasil, sabraji, saguaraji, falso-pau-brasil, cagoca, entre outros, € uma espécie
pertencente a um dos géneros de Rhamnaceae com maior destaque entre as
arboreas florestais brasileiras (Lorenzi, 1998; Carvalho, 2003). E encontrada na
Floresta Ombrofila Densa (em Santa Catarina), na Floresta Estacional
Semidecidual (em Minas Gerais, Parana e S&o Paulo), em ambiente ripario (em
Minas Gerais), no cerraddo (em S&o Paulo), na restinga e em encraves
vegetacionais na Regido Nordeste (Carvalho, 2005). De acordo com Durigan &
Nogueira (1990), esta espécie é classificada como secundaria inicial, geralmente
habita matas mais abertas e secundarias, situadas em solos imidos e pedregosos
(Lorenzi, 1998). A temperatura média do més mais quente, a qual esta arbérea
esta exposta, chega a 28°C e a média do més mais frio € 14,3°C (Carvalho, 2003).

Sua madeira é pesada e resistente ao apodrecimento, sendo empregada
em obras expostas da construcdo civil. Por se tratar de uma planta ristica e de
facil cultivo pode ser inserida em composi¢des de florestas heterogéneas
destinadas a recomposicdo de areas degradadas de preservagdo permanente
(Lorenzi, 1998). Além da importancia para a restauragao da vegetagdo, folhas,
brotos, flores e frutos desta espécie servem como alimento para o macaco-bugio
(Hoeltgebaum et al., 1999).

As sementes sao pretas, brilhantes e lisas, apresentam formato elipsdide,
sendo truncadas na extremidade que contém a regido hilar (Carvalho, 2005).
Possuem forte dorméncia tegumentar, com uma lenta e baixa porcentagem de
germinacéo, cerca de 10% (Cavalheiro et al., 2007). Com a utilizagéo de
tratamentos para quebra da dorméncia, tais como imersdo em diferentes
concentragdes de acido sulfurico ou em agua quente, sdo atingidos até 90% de
germinacdo (Carvalho, 2003; Cavalheiro et al., 2007).
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Figura 1. Ramos de Colubrina glandulosa. (A) Em floragdo (foto de Martins
Molz disponivel em:
http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=1504 Acesso em
15/01/2013) e (B) com frutos maduros (foto de Gerson L. Lopes disponivel em:
http://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/6488-2/ Acesso em 15/01/2013).

1.3.2 Senna multijuga (Rich.) H. S. Irwin & Barneby (Caesalpinioideae) -
Fabaceae

A familia Fabaceae, dividida em trés subfamilias, Faboideae,
Caesalpinioideae e Mimosoideae, possui distribuicdo cosmopolita, incluindo


http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=1504
http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=1504
http://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/6488-2/
http://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/6488-2/
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cerca de 650 géneros e aproximadamente 18.000 espécies, sendo que no Brasil
ocorrem cerca de 200 géneros e 1.500 espécies (Souza & Lorenzi, 2008).

A espécie Senna multijuga (Fig. 2A e 2B), da subfamilia
Caesalpinioideae, é conhecida popularmente como pau-cigarra, caquera, aleluia-
amarela, amarelinha, canafistula, cigarreira, entre outros (Lorenzi, 1998;
Carvalho, 2003). Ocorre na Floresta Ombrofila Densa, Floresta Estacional
Semidecidual e na Floresta Ombréfila mista (Floresta com Araucéria) ficando
exposta as temperaturas médias de 27°C no més mais quente, e 13,9°C no més
mais frio (Carvalho, 2003).

Esta arborea possui alta capacidade ornamental devido ao longo periodo
de floracdo, sendo utilizada na arborizacéo de ruas, parques e jardins do sudeste
brasileiro. E uma planta decidua no inverno, heliofila, pioneira, indiferente as
condic0es fisicas do solo, o que proporciona grande capacidade de uso da mesma
durante reflorestamento misto de areas degradadas de preservagdo permanente
(Lorenzi, 1998).

As sementes sdo planas, lustrosas e achatadas, apresentando uma
coloracdo pardo-esverdeada (Carvalho, 2004). Seu é&pice é arredondado,
levemente truncado, com base afinada e reentrante na regido hilar, no centro da
semente hd uma aréola de coloragdo marrom-escura circundada pelo
pleurograma fechado (Amorin et al., 2008). Apresentam dorméncia tegumentar,
sendo descritos diversos procedimentos para sua quebra e, apds os tratamentos,
a germinacdo pode chegar a 80% (Lemos-Filho et al., 1997), enquanto sementes
ndo tratadas apresentam baixo poder germinativo, em torno de apenas 40%
(Carvalho, 2003).

Lacerda et al. (2004) encontraram diferentes graus de dorméncia entre
duas populagfes naturais de S. multijuga, e, de acordo com os autores, esta
variagdo inter-populacional permite melhores adaptagbes as mudancas
ambientais.
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Figura 2. Aspecto de Senna multijuga (A) arvore em campo e (B) detalhe
de ramo com inflorescéncia e frutos jovens.
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Visando ampliar as informages sobre aspectos morfoldgicos de espécies
arboreas que apresentam sementes com dorméncia fisica, de modo a propiciar
informag@es basicas para a identificacdo destas em laboratérios de sementes,
viveiros florestais e em estudos sobre a biodiversidade e os aspectos de
regeneragdo natural em varios ecossistemas, 0 objetivo deste trabalho foi
encontrar: a) quais estruturas anatémicas e histoquimicas sdo responsaveis pela
impermeabilizacdo dos tegumentos, b) qual estrutura ou regido do tegumento
destas sementes é sensivel a mudangas ambientais e c¢) quais os fatores
ambientais sdo responsaveis pela quebra de dorméncia fisica em sementes das
espécies estudadas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

Frutos maduros de cada espécie foram coletados de diferentes matrizes
de areas de Floresta Ombrofila Densa, na regido de Florian6polis- SC durante os
meses de abril a outubro (outono — inverno — inicio de primavera) de 2011. Para
C. glandulosa foram cinco matrizes e para S. multijuga seis. O clima da regido é
do tipo Cfa, mesotérmico Umido, com verfes quentes e chuvas distribuidas
durante o ano, com temperatura média anual de 21,15°C, média mensal para os
meses de verdo de 23,46°C e para os meses de inverno de 16,75°C (Porto-Filho,
1993). A umidade é alta, em torno de 80% (CECCA/FNMA, 1996), com
pluviosidade anual de 1.527 mm, bem distribuida durante todo o ano, ndo
existindo estacdo seca ou chuvosa (Porto-Filho, 1993).

O material coletado permaneceu em bandejas, em condi¢fes ambiente de
umidade e temperatura, por 14 dias, para secagem. As sementes foram separadas
dos frutos manualmente.

Antes da instalagdo dos experimentos, todas as sementes de C.
glandulosa passaram pelo teste de flotagdo, segundo metodologia sugerida por
Carvalho (2005), cujas sementes cheias e viaveis, permanecem no fundo do
recipiente enquanto as sementes vazias flutuam na superficie de agua.

2.2 METODOS

2.2.1 Analise da morfologia e anatomia das sementes

As medidas de espessura, largura e comprimento de 100 sementes foram
obtidas com auxilio de paquimetro digital Stainless Hardened (Mainland,
China). A massa média das mesmas foi verificada em 100 sementes através de
balanca eletronica de precisdo Gehaka BG 200 (S&o Paulo, Brasil).

Para proceder a andlise da posicdo e do formato das estruturas
tegumentares das sementes, utilizou-se o microscopio estereoscopio Leica EZ4D
(Wetzlar, Alemanha) além das observacdes realizadas sob microscopia
eletronica de varredura (MEV). Para tal, as sementes foram preparadas da
seguinte maneira: fixadas em gluteraldeido 2,5% e tampdo fosfato de sédio 0,1M
pH 7,2 por 2 horas, lavadas trés vezes consecutivas no mesmo tampéo,
desidratadas em série etilica crescente até etanol absoluto e secas em ponto
critico de CO, (Horridge & Tamm, 1969). Esta metodologia provocou alteragdes
no tegumento das sementes, optando-se entdo por secagem em silica em gel por
quatro semanas. Entretanto este segundo método também alterou o tegumento.
Finalmente, foram utilizadas sementes sem preparacdo alguma, metodologia que
mostrou-se eficaz. Antes da analise no MEV, as sementes foram coladas em
suportes de aluminio, com auxilio de fita de carbono dupla face e cobertas com
30 nm de ouro, em metalizador Leica EM SCD 500 (Wetzlar, Alemanha). A
andlise e documentagdo das amostras foram realizadas em microscopio
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eletrénico de varredura Jeol XL30 (Tokio, Japdo) no Laborat6rio Central de
Microscopia Eletrdnica da Universidade Federal de Santa Catarina (LCME —
UFSC). Utilizaram-se no minimo 10 sementes para observagdo em MEV.

A histologia do tegumento foi analisada em seccfes de sementes frescas
e ou fixadas observadas em microscépio éptico Leica MPS 30 DMLS (Wetzlar,
Alemanha). Para estudo do material fresco, as sementes foram coladas com cola
instantanea (éster de cianoacrilato) Super Bonder® (Jundiai, Brasil) em blocos
de madeira, e ap6s a secagem seccionadas na espessura de 25 a 40 um, em
micrétomo de deslize Micron HM400 (Boise, Estados Unidos).

Outras sementes foram fixadas e emblocadas em historesina Leica
Historesin® (Wetzlar, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante.
Neste processo, as sementes foram seccionadas transversalmente, em seguida,
fixadas em gluteraldeido 1% por 2 horas, lavadas trés vezes em tampdo fosfato
de sodio 0,1 M pH 7,2, desidratadas em série etilica crescente até etanol absoluto,
imersas em solugdo de historesina e alcool 100% (1:1) por 48 horas, imersas em
historesina pura por mais 48 horas e finalmente emblocadas com catalizador e
historesina de hidroxietilmetacrilato pura. Apos a secagem natural dos blocos,
0s mesmos foram seccionados em microtomo rotativo Leica RM 2125RT
(Wetzlar, Alemanha).

Para o estudo da constituicdo quimica das células do tegumento, as
seccOes de sementes frescas foram submetidas a acdo de diferentes reagentes,
sendo que, para verificagdo de suberina, 6leos, ceras e cutina as sec¢des foram
imersas em sudam Il ou sudam IV (Costa, 1982), para identificacdo de lignina
as secc¢Oes foram imersas em azul de toluidina pH 6,8 (O’Brien et al., 1965) e
para verificagdo de substancias pécticas em vermelho de ruténio (Gerlach, 1984).
Para deteccéo de calose as secc¢Oes, permaneceram 18 horas em solucdo de azul
de anilina 0,05% e tampéo de fosfato de potéssio 0,1 M, pH 8,3 (Ruzin, 1951).
As amostras foram observadas em microscdpio de epifluorescéncia Olympus
BX41 (Tokio, Japdo), sob epifluorescéncia azul/ultravioleta, com excitacdo de
330/385 nm e emissdo de 420 nm. As imagens foram documentadas por cAmera
digital Q imaging Q Color (Surrey, Canada) acoplada ao microscopio.

Para observagdo individual das células componentes do tegumento
realizou-se 0 método de dissociagdo celular, para o qual, 10 sementes de cada
espécie foram seccionadas transversalmente e mantidas em contato com
peréxido de hidrogénio e 4cido acético glacial (1:1) (Franklin, 1945), dentro de
frascos vedados, permanecendo em estufa a 60°C, por 48 horas. Apés este
periodo, as amostras foram transferidas para tubos de ensaio e centrifugadas. O
sobrenadante foi descartado e o material sedimentado lavado em &gua destilada
e, em seguida, corado com azul de toluidina pH 6,8 (O’Brien et al., 1965) e
coletado com pipeta Pasteur para montagem entre lamina e laminula e
visualizac8o em microscdpio éptico Leica MPS 30 DMLS (Wetzlar, Alemanha).
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2.2.2 Quebra da dorméncia, germinacao e alteragdes tegumentares
2.2.2.1 Desinfecgdo dos materiais

A desinfeccdo de sementes foi realizada através de solucdo aquosa de
hipoclorito de sédio 10%, durante trés minutos. Placas de Petri, pingas e outros
materiais utilizados durante os experimentos permaneceram 20 minutos em
solugdo aquosa de hipoclorito de sédio 20%, ou em alcool 70% e depois lavados
em 4gua destilada (Brasil, 2009).

2.2.2.2 Comportamento dos frutos sob alternancia de temperaturas

A fim de se verificar como a temperatura influencia a deiscéncia dos
frutos, os mesmos foram colocados em recipientes de vidro e mantidos em
camara de germinagdo com alternancia de 35°C/20°C por 15 dias, seguida de
alternancia de 40°C/20°C por mais 15 dias.

2.2.2.3 Verificacdo da viabilidade das sementes e do tipo de
dorméncia

Para a deteccdo da dorméncia, 100 sementes de cada espécie foram
separadas em quatro repetigdes de 25 e acomodadas sob folhas de papel filtro
umedecidos com &gua destilada dentro de placas de Petri para germinagéo,
permanecendo sobre bancada em condi¢Ges naturais, sem controle de
temperatura e fotoperiodo, por um periodo de 40 dias, iniciado em 30/09/2011 e
finalizado em 07/11/2011.

O tempo de germinagao foi calculado pela equagdo X ni * ti / X ni, onde
ni € o nimero de sementes germinadas dentro de determinado intervalo de tempo
ti (Labouriau, 1983).

ApoOs este periodo, sementes ndo germinadas foram escarificadas com
bisturi e mantidas em solugdo de tetrazdlio 0,5% (2, 3, 5 — trifenil cloreto de
tetrazélio), dentro de tubos de ensaio, no escuro, por 24 horas, sob temperatura
constante de 25°C, para verificagdo da viabilidade (Brasil, 2009). Ap6s este
periodo, as sementes foram seccionadas longitudinalmente e analisadas em
microscdpio estereoscopico Leica EZ4D (Wetzlar, Alemanha).

Para confirmacdo de que a dorméncia relatada tratava-se de dorméncia
fisica, sementes de ambas as espécies (100 de cada) foram submetidas a
escarificacdo com acido sulfdrico concentrado (sem dilui¢fes) por diferentes
tempos (S. multijuga 5, 10 e 30 minutos de imersdo e C. glandulosa 30, 60 e 90
minutos), em seguida foram lavadas trés vezes em agua corrente e colocadas para
germinar sob duas folhas de papel filtro umedecidas com 5 mL de dgua destilada,
dentro de placas de Petri que permaneceram durante 14 dias em camaras de
germinacéo, com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas (+ 40 umol de
luz m2s?).
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Sementes de S. multijuga passaram pela escarificagdo mecanica e
térmica. No primeiro teste, quatro repeti¢des de 20 sementes foram escarificadas
manualmente com auxilio de lixa d’agua, na regido oposta a regiao hilar. Para o
segundo teste, quatro repeticdes de 20 sementes foram colocadas em agua
fervente até seu total resfriamento (cerca de 30 minutos de imersédo). Ap6s 0s
tratamentos, as sementes foram colocadas em placas de petri, sobre papel filtro
umedecido com agua destilada, e armazenadas em camara de germinagdo Dist
300-220 EF (Floriandpolis, Brasil), com temperatura constante de 25°C e
fotoperiodo de 12 horas (+ 40 pmol de fétons m2s). A embebicéo foi verificada
durante oito dias e a germinagao apds 40 dias.

2.2.2.4 Influéncia das condicGes de clareira, borda e interior de
mata na emergéncia de plantulas

Para avaliar a influéncia dos ambientes de clareira, borda e interior de
mata, na germinacao e emergéncia de plantulas das espécies estudadas, separou-
se quatro repeticdes de 20 sementes para cada ambiente, que foram acomodadas
em vasos de barro com capacidade de 0,5 kg de substrato (serapilheira
esterilizada), colocados nas dependéncias do Departamento de Botanica, no
campus Trindade da Universidade Federal de Santa Catarina. Os vasos
permaneceram nos diferentes ambientes, por 40 dias, e diariamente 0s vasos
eram regados até a percolacdo e a intensidade de fluxo de fétons medida com
quantdmetro Li-Cor 250 (Lincoln, Estados Unidos) em um ponto central do local
onde as repeticGes estavam posicionadas, as 11h30min. As temperaturas nos
locais do experimento foram verificadas com termdmetro de maxima e minima
Incoterm 5201.03.0.00 (Ribeirdo Preto, Brasil). Os dados gerados para cada
ambiente foram: clareira com intensidade de fluxo de fétons de + 138,40 umol
m2s?, temperatura maxima de 47°C e minima de 14°C; borda de mata com
intensidade de fluxo de fétons de + 51,29 pmol de luz m?s?, temperatura
méxima de 34°C e minima de 13°C; e interior de mata com intensidade de fluxo
de fétons de + 21,30 umol de luz m2s?, temperatura maxima de 31°C e minima
de 18°C.

Dados de temperatura maxima e minima para 0 municipio de
Florianépolis no periodo entre dezembro/2011 e abril/2012 foram cedidos pela
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI/CIRAM), sendo a temperatura méxima de 36,9°C e a minima de
10,9°C (Anexo 01).

2.2.2.5 Tratamentos térmicos para quebra da dorméncia

Os tratamentos térmicos foram realizados para induzir a entrada de
agua nas sementes e sua posterior germinagdo, bem como para analisar as
alteracdes morfoldgicas e ou anatbmicas nas mesmas ap6s alguns destes
tratamentos.
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Sementes de ambas as espécies passaram por choques térmicos — poucas
horas em altas temperaturas durante um ou mais dias consecutivos em condic¢@es
de umidade ou de seca. Estas temperaturas foram escolhidas de acordo com os
dados coletados em ambiente externo (item 2.2.2.3), onde foi possivel verificar
gue em determinadas horas do dia a temperatura chega a valores altos (Anexo
01), havendo, assim, a possibilidade das sementes dispersas encontrarem
situacdes de temperaturas extremamente quentes durante o dia e mais amenas
durante a noite.

Os tratamentos foram:

1) Choque de 4 horas a 50°C, em ambiente Umido, por sete dias;

2) Choque de 4 horas a 50°C, em ambiente imido, por um Unico dia;

3) Choque de 4 horas a 50°C, em ambiente seco, por um Unico dia;

4) Choque de 1 hora a 40°C, em ambiente imido, por um Unico dig;

5) Choque de 2 horas a 40°C, em ambiente imido, por um Gnico dia;

6) Choque de 4 horas a 40°C, em ambiente imido, por um Unico dia;

7) Apenas para sementes de C. glandulosa choques de 1, 2 ou 4 horas a
35°C, em condig¢des Umidas, por um Unico dia.

Os choques térmicos eram proporcionados pela estufa Samrello
(Blumenau, Brasil). Cada tratamento continha quatro repeticbes com 20
sementes, acomodadas dentro de placas de Petri, sobre folhas de papel filtro. Em
ambiente Umido, as folhas de papel eram umedecidas com 5 mL de &gua
destilada, em condigdo de seca, 0 choque ocorria na auséncia de agua. Apds cada
choque, as sementes eram regadas e as placas transferidas para cdmara de
germinacéo Dist 300-220 EF (Floriandpolis, Brasil), com temperatura constante
de 25°C e fotoperiodo de 12 horas (+ 40 pmol de fotons m2s). As sementes
permaneceram nestas condigdes por 40 dias, sendo que nos oito primeiros dias
foram coletados os dados a respeito da embebigdo. Para isto as sementes eram
retiradas das placas, secas em papel toalha e suas massas eram medidas em
balanca eletronica de precisdo Gehaka BG 200 (Séo Paulo, Brasil). Ao final do
experimento, foram coletados os dados referentes a germinacdo durante o
periodo de incubacéo.

Os tratamentos de alternancia de temperatura — ciclo de alternancia entre
12 horas em altas temperaturas (correspondente ao fotoperiodo com + 45 pumol
de fotons m?s?) e 12 horas em temperaturas mais amenas, foram dados em
condicOes de umidade ou de seca, sendo eles:

1) Alternancia de 40°C/20°C em ambiente seco, por 16 dias;

2) Alternancia de 40°C/20°C em ambiente Gmido;

3) Alternancia de 35°C/20°C em ambiente imido;

4) Alternancia de 30°C/20°C em ambiente Umido;

5) Alternancia de 30°C/25°C em ambiente imido.

Cada tratamento era formado por quatro repeticbes com 20 sementes
distribuidas sobre papel filtro dentro de placas de Petri, acomodadas em camara
de germinacdo Dist 300-220 EF (Florianépolis, Brasil), que realizava a
alternancia das temperaturas de cada tratamento. O tempo de permanéncia e as
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demais condigBes de anélise seguiram 0os mesmos procedimentos citados acima
para os choques térmicos.

2.2.2.6 Comportamento das cicatrizes tegumentares apds
tratamentos para quebra da dorméncia fisica de sementes

Como o processo de secagem em silica para observacdo em MEV
provocou alteragdes tegumentares nas sementes de C. glandulosa, procurou-se
entender se estas alteracBes influenciavam a entrada ou saida de &gua das
sementes. Para isso, quatro repeti¢cdes de 20 sementes intactas tiveram as
cicatrizes tegumentares blogueadas com cola instantanea (éster de cianoacrilato)
Super Bonder® (Jundiai, Brasil). Em seguida, suas massas foram medidas em
balanga eletrbnica de precisdo Gehaka BG 200 (S&o Paulo, Brasil). Cada
repeticdo foi armazenada em placa de Petri contendo silica em gel, vedadas com
Parafilme e mantidas em sala com umidade controlada e temperatura constante
de 25°C. Apds cinco semanas as sementes foram retiradas das placas e suas
massas novamente medidas. Assim, pode-se encontrar a diferenga entre as
massas inicial e final e verificar se as sementes perdem &gua por todo o
tegumento ou apenas na regido das cicatrizes tegumentares. As sementes
controle ndo foram bloqueadas.

Para verificar se a entrada de 4gua em sementes de S. multijuga ocorre
por todo o tegumento ou apenas pela regido das cicatrizes tegumentares, quatro
repeticdes de 20 sementes tiveram sua dorméncia quebrada por escarificacdo
térmica com agua fervente por 30 minutos até seu resfriamento. Depois disso, as
sementes tiveram as cicatrizes bloqueadas com cola instantanea e, apés a
secagem, colocadas para embeber, sob duas folhas de papel filtro umedecidos
com 5 mL de 4gua destilada, dentro de placas de Petri, por 120 horas.

Mudangas no tegumento e nas cicatrizes tegumentares das sementes de
ambas as espécies foram observadas em MEV apds tratamentos para a quebra da
dorméncia. Os tratamentos utilizados foram alternancia de temperaturas de
40/20°C durante cinco meses, choque térmico de quatro horas a 40°C,
armazenamento em silica em gel por 5 semanas ou imersdo em &cido sulfurico
por 5 minutos para S. multijuga e 30 minutos para C. glandulosa. Cada
tratamento era composto por 15 sementes, as quais, apds serem tratadas, eram
coladas em suportes de aluminio, com auxilio de fita carbono dupla face e
cobertas com 30 nm de ouro, em metalizador Leica EM SCD 500 (Wetzlar,
Alemanha). A anélise e documentagdo das amostras foram realizadas em
microscopio eletronico de varredura Jeol XL30 (Tokio, Japdo) no Laboratério
Central de Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina
(LCME — UFSC).
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3. RESULTADOS

3.1 MORFOLOGIA E ANATOMIA DAS SEMENTES
Colubrina glandulosa

Os frutos maduros de Colubrina glandulosa sdo globulares, secos e
deiscentes. A liberagdo das sementes dos frutos ocorreu de maneira diferente de
acordo com a temperatura em que os frutos estavam armazenados. Frutos
colocados sobre bancada de laboratério, em temperatura ambiente ao redor de
30°C ndo liberaram as sementes sendo necessaria a quebra manual do fruto, para
libera-las. Sob altern&ncia de temperatura de 35°/20°C (por 15 dias), seguida da
alternancia de 20°/40°C (por dois dias), os frutos romperam-se espontaneamente,
desprendendo a porcédo proximal (Fig. 3A) deixando amostra as cocas portadoras
das sementes (Fig. 3B). Em sequéncia, decorrente deste tratamento, as cocas
desagregaram de modo explosivo, liberando as sementes por dispersdo balistica.

Figura 3. Frutos maduros de Colubrina glandulosa observados em microscopio
estereoscopico. (A) fruto fechado e (B) fruto aberto com a porgéo proximal
destacada mostrando as cocas (seta). pp — por¢do proximal, pd — porcdo distal.
Barras: 1 mm.

As sementes de C. glandulosa apresentaram-se cordiformes (Fig. 4A),
lustrosas e com coloragdo que vai do marrom escuro ao preto. A regido basal é
concava (Fig. 4A), correspondendo a regido hilar. Os dois lados da semente
apresentam conformagdes distintas, um tenuemente convexo e 0 outro com uma
saliéncia proeminente (Fig. 4B), decorrente do posicionamento da semente no
I6culo do fruto, em que o lado proeminente da semente fica voltado para a por¢ao
interna do fruto. O hilo apresenta-se linear (Fig. 4C), geralmente contornado por
remanescentes do funiculo, constituindo a fenda hilar. Quando maduras e secas,
as sementes apresentaram 21,1 mg de massa, tendo como dimensdes 4,42 + 0,25
mm de comprimento, 3,49 £ 0,12 mm de largura e 2,71 + 0,08 mm de espessura.
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Figura 4. Morfologia de sementes de Colubrina glandulosa sob microscépio
estereoscopio. (A) Sec¢do longitudinal evidenciando regido basal concava e a
face anterior de um dos cotilédones, (B) sec¢do transversal mostrando o
posicionamento dos cotilédones, endosperma e a proeminéncia lateral (*), (C)
regido basal com a fenda hilar (seta), (D) seccdo do tegumento mostrando a
coloracdo natural da camada palicadica e do tecido esclerenquimatico. cp —
camada palicédica, co — cotilédones, en — endosperma, re — regido extra - hilar,
fh — fenda hilar, te — tecido esclerenquimatico, ts — tegumentos. Barras: A, B, C,
D-0,5mmeE - 250 mm.

O embrido apresentou cotilédones, bem desenvolvidos e de coloragdo
amarelada, e um pequeno eixo hipocétilo-radicula, voltado para regido hilar (Fig.
4A). O endosperma esbranquicado contorna todo o embrido, estando mais
acumulado paralelamente aos cotilédones (Fig. 4B).

O estudo anatdmico do tegumento mostrou que a epiderme é constituida
por uma camada paligadica, formada de macroesclereides, e internamente a esta,
um tecido esclerenquimatico compacto (Fig. 4D e 5A).

A camada paligadica constitui a maior parte da espessura do tegumento,
suas macroesclereides apresentam coloragcdo ambar (Fig. 4D) e apresentaram
cerca de 290 um de comprimento (maximo 446,67 e minimo 205,38 um), com
0s menores tamanhos verificados na sob a regido hilar (Fig. 5A). A concavidade
da regido hilar é dada pela diminuigao do tamanho das macroesclereides sob esta
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regido e pelo aumento de nimero de camadas do tecido esclerenquimético
lateralmente a fenda hilar (Fig. 5A).

Em toda extensdo da camada paligadica foi observada uma linha escura
(Fig. 5C e 5D), correspondente & uma regido com forte impregnacéo de lignina
verificada apds reacdo com azul de toluidina (Fig. 5D). A impregnacéo de calose
foi observada acima desta linha fortemente lignificada e abaixo da mesma,
percorrendo toda a porgao intermediaria das macroesclereides (Fig. 5E). Acima
da camada pali¢adica ocorre uma fina cuticula (Fig. 5B). As macroesclereides
possuem um formato acicular (Fig. 6A) sendo a por¢éo interna afilada e a externa
dilatada com paredes facetadas (Fig. 6B).

Adjacente a extremidade interna das macroesclereides, ocorre o tecido
esclerenquimatico (Fig. 6C), formado por células de formato irregular de paredes
espessas e lignificadas (Fig. 6D), verificada ap6s reacdo com azul de toluidina,
o interior das células mostrou-se de coloragdo marrom. Na regido extra-hilar este
tecido apresenta cerca de 70 um de espessura, sendo formado por trés a quatro
camadas celulares. Porém, préximo a regido hilar, em ambos os lados da fenda,
este tecido passa a ter até 17 camadas celulares, aumentando sua espessura para
cerca de 260 um, o que determina a formacao das saliéncias laterais a fenda hilar
(Fig. 4D e 5A).
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Figura 5. Seccbes de tegumento de Colubrina glandulosa. (A) Seccédo
longitudinal sem coloracdo sob microscopia Optica, (B) detalhe dos tecidos
componentes do tegumento: camada paligadica de macroesclereides e tecido
esclerenquimatico, (C) porcdo externa da camada palicadica sob microscopia
oOptica evidenciando area lignificada, (D) regido lignificada das macroesclereides
apos reacdo com azul de toluidina e (E) seccdo apds reacdo com azul de anilina
sob epi-fluorescencia ultravioleta evidenciando a presenca de calose. cl — calose,
al — area lignificada, cp — camada pali¢adica, ct — cuticula, fh — fenda hilar, pp —
parede periclinal externa, te — tecido esclerenquimatico. Barras: 25 pum.
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Figura 6. Células do tegumento de Colubrina glandulosa. (A) Macroesclereides
dissociada, (B) microscopia eletronica de varredura de macroesclereide
dissociada, evidenciando a porcdo externa com paredes facetadas (C) tecido
esclerenquimatico sob microscopia eletronica de varredura e (D) porgao interna
das macroesclereides e tecido esclerenquimatico apés reagdo com azul de
toluidina evidenciando paredes lignificadas. Ig — regido lignificada, pc — parede
celular. Barras: 10 um.

Senna multijuga

O estudo morfolégico mostrou que as sementes de S. multijuga
analisadas eram achatadas, alongadas e com a extremidade basal afilada. Em
ambos os lados da semente, encontrou-se um pleurograma fechado e alongado
(Fig. 7A). Na regido das cicatrizes tegumentares, o hilo estava presente em
posicdo central, entre a micrépila e o estrofiolo, dispostos em alinhamento (Fig.
7B). A micropila apresentou-se como um pequeno orificio circundado por uma
elevacgdo do tegumento (Fig. 7C). O hilo tem formato arredondado e geralmente
mantém vestigios do funiculo (Fig. 7C). O estrofiolo possui formato ovalado
(Fig. 7D). Quando maduras e secas estas sementes apresentaram 11,2 mg de
massa, tendo como dimensoes 6,84 + 0,56 mm de comprimento, 2,29 + 0,29 mm
de largura e 0,76 + 0,13 mm de espessura.
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Figura 7. Aspectos da semente de Senna multijuga. (A) Semente sob
microscOpio estereoscopico, seta indica posicionamento da regido hilar, (B)
aspecto geral da regido hilar sob microscopia eletronica de varredura, (C)
detalhes da micropila proxima ao hilo, o qual ainda mantém vestigios do funiculo
e (D) estrofiolo. es — estrofiolo, fu — remanescente do funiculo, hi — hilo, mi —
micropila, pl — pleurograma. Barras: A —0,5mm B, C e D — 50 um.

O embrido apresentou cotilédones do tipo folhoso e o eixo hipocétilo-
radicula é curto e cilindrico e esta voltado para a regido hilar da semente, sob um
tecido especial. O endosperma preenche uniformemente todo o estreito espago
entre 0 embrido e 0s tegumentos.

As sementes de S. multijuga sdo bitegumentadas, ou seja, formadas por
testa e tégmen. Os constituintes dos tegumentos na regido extra-hilar sdo camada
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paligadica (macroesclereides), osteosclereides, tecido esclerenquimatico, tecido
esponjoso e células brancas (Fig. 8A).

Acima da camada palicadica, a analise histoquimica revelou a presenca
de uma fina camada cuticular externa, com reacdo positiva ao sudam Il (Fig.
8B) e uma camada subcuticular composta por substancias pécticas, com reagao
positiva ao vermelho de ruténio (Fig. 8B).

As macroesclereides (Fig. 8C e 8D) apresentaram em média 45 pum de
comprimento, havendo homogeneidade de tamanho por todo o tegumento. Estas
células mostraram duas porcoes diferenciadas, separadas por uma linha refrativa,
a linha lucida (Fig. 8C e 8D), percorrendo transversalmente toda camada
palicédica e ndo apresentaram impregnacdo de calose. Acima da linha llcida, as
paredes mostraram-se celul6sicas e, abaixo, lignificadas, conforme verificado
apos reacdo com azul de toluidina. Na porcdo inferior destas células, foi
evidenciada a presenca de protoplasto.

Internamente & camada paligadica, ocorre um estrato de osteosclereides
de paredes bem espessas e lignificadas com uma constricdo mediana, deixando
conspicuos espacos intercelulares por todo o estrato (Fig. 8E e 8F). Seguindo, no
sentido interno esta o tecido esclerenquimatico multiestratificado, composto por
células retangulares de paredes espessas e lignificadas, com vacuolos contendo
substancia de coloragdo marrom (Fig. 8G).

O tégmen, localizado internamente a testa, é composto por duas camadas
de células brancas, alongadas horizontalmente, quase imperceptiveis, com
paredes delgadas e lignificadas (Fig. 8H). Entre estas células e o tecido
esclerenquimatico superior ha uma fina cuticula, identificada com o uso de
sudam I11.

A sequéncia dos tecidos abaixo da regido hilar difere do padréo
anatdémico descrito acima. Nesta regido, especificamente abaixo do estrofiolo foi
observado um tecido esponjoso, com células de formatos irregulares, de
coloragdo acinzentada, e com espacos intercelulares conspicuos (Fig. 9A, 9B e
9C) este tecido, situado de modo intercalado ao tecido esclerenquimatico (Fig.
9B). Ainda nesta regido, adjacente ao tégmen, ocorre uma segunda camada de
osteosclereides, que ndo é verificada na regido extra-hilar (Fig. 9C). Entre as
camadas do tecido esponjoso distinguem-se elementos traqueais (Fig. 9D).
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Figura 8. Anatomia do tegumento da regido extra-hilar das sementes de Senna
multijuga. (A) Estratos celulares, (B) seccdo sob microscopia Optica, apds reacdo
com sudam Il evidenciando cuticula e camada subcuticular, (C) refragdo da
linha lucida em macroesclereides dissociadas (seta), (D) microscopia eletrénica
de varredura da camada paligadica evidenciando o espessamento das
macroesclereides (seta), (E) osteoesclereide dissociada, (F) microscopia
eletronica de varredura do estrato das osteosclereides, mostrando as paredes
espessadas. (G) tecido esclerenquimatico dissociado, (H) células brancas do
tégmen. cb — células brancas, cp — camada pali¢adica, ¢s — camada subcuticular,
ct — cuticula, os — osteosclereides, te — tecido esclerenquimatico, tg - tégmen.
Barras: A — 50 pm, outras — 10 pm.
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Figura 9. Anatomia do tegumento da regido abaixo das cicatrizes tegumentares
de sementes de Senna multijuga. (A) Semente sob microscopio estereoscépico
mostrando um dos cotilédones e o eixo embrionario, (B) seccdo da regido das
cicatrizes tegumentares sob microscopia Optica, (C) maior aumento dos tecidos
detalhando as camadas do tegumento sob a regido hilar, (D) tecido esponjoso
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com elementos traqueais. co — cotilédones, cp — camada paligadica, ee — eixo
embrionério, et — elementos traqueais, 0s — osteosclereides, re — regido extra-
hilar, rh — regido hilar, te — tecido esclerenquimatico, tg — tégmen, tv — tecido
esponjoso. Barras: A—1mm, B e C —50 mm.

3.2 QUEBRA DA DORMENCIA FISICA E GERMINACAO DE
SEMENTES

3.2.1 Germinacdo inicial e emergéncia de plantulas em condi¢des de
clareira, borda e interior de mata

Sementes de C. glandulosa colocadas para germinar em placas de Petri
sobre bancada laboratorial apresentaram 22% de germinag&o, com tempo médio
em 23,24 dias. Para Senna multijuga a porcentagem de germinagao foi 3%, com
tempo médio de germinagdo em cinco dias. Sementes ndo germinadas de ambas
as espécies apresentaram coloragdo rdsea, apds passarem pelo teste de tetrazolio,
evidenciando que estavam vivas.

A porcentagem média de emergéncia de plantulas, ap6s 120 dias de
avaliacdo, de C. glandulosa em condigdes ambientais de clareira, borda e interior
de mata foi respectivamente de 0%, 22,5% e 17,5%. Para S. multijuga os valores
foram de 5%, 2,5% e 0% (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de emergéncia de plantulas (PE) de Colubrina
glandulosa e Senna multijuga em diferentes estratos florestais.

Condicgao de C. glandulosa (PE %)  S. multijuga (PE %)
germinacdo

Clareira* Ob 5a

Borda de mata* 225a 25a

Interior de mata* 175a Oa

*Sementes acomodadas em vasos de barro sob condigdes naturais de mata:
Clareira 138,40 pmol de luz por m2s?, borda de mata 51,29 pumol de luz por m-
%51 g interior de mata 21,30 umol de luz por m2s2,

3.2.2 Tratamentos para quebra de dorméncia

3.2.2.1 Quebra de dorméncia por escarificacdo quimica, mecanica
e térmica

Ap6s a imersdo em acido sulfdrico concentrado para quebra de
dorméncia fisica das sementes de ambas as espécies, houve variacdo
significativa na porcentagem de germinagdo, dependendo do tempo de imersdo
(Tabela 2). A maior porcentagem de germinagdo para C. glandulosa foi em 90
minutos de imersdo, chegando a 72%, enquanto para S. multijuga a melhor
porcentagem foi de 90%, apds a imersao por 5 minutos.
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As sementes de S. multijuga apresentaram 59,33% de germinacg&o, ap6s
passagem por escarificacdo mecénica. Apds passagem por escarificacéo térmica
em agua fervente, as sementes embeberam agua consideravelmente nos
primeiros dias de avaliagdo, mas ndo apresentaram germinagédo no periodo de 20
dias, indicando que este tratamento em agua fervente pode causar morte do
embrido.

Tabela 2. Porcentagem de germinagdo (PG) de Colubrina glandulosa e Senna
multijuga apés tratamentos para quebra de dorméncia fisica em laboratdrio.

Colubrina glandulosa Senna multijuga
Tempo de PG (%) Tempo de PG (%)
imerséo imerséo
Controle od Controle od
30 36¢C 5 92a
60’ 40b 10° 72b
90’ 72 a 15° 60 c

Letras comparam valores na vertical (Teste Tukey p> 0,05). Sementes incubadas
em camara de germinacédo a 25°C e fotoperiodo de 12h.

3.2.2.2 Tratamentos térmicos: Choques e alternancias de temperatura
Colubrina glandulosa

Dados mostrados na Tabela 3 apontam que a massa inicial das sementes
de C. glandulosa, que ndo receberam choques ou alternancia de temperatura e
permaneceram sob 25°C constantes, ndo se alterou apés oito dias de incubagéo.
Sementes que passaram pelo choque seco de quatro horas a 50°C, choque imido
de uma, duas ou quatro horas a 35°C, alternancia de temperatura de 40°/20°C
em ambiente seco por 16 dias ou por alternancia 30°/25°C em ambiente Umido
ndo apresentaram diferenca entre a massa inicial e a final, nos primeiros dias de
avaliag&o.

Apo6s 20 dias de embebicdo, sementes que passaram pelos choques
Umidos de uma, duas ou quatro horas a 35°C apresentaram diferentes
porcentagens de germinagdo, conforme verificado na Figura 10.

Os tratamentos que permitiram uma embebi¢do parcial das sementes de
C. glandulosa, nos primeiros oito dias de avaliagdo, foram os choques imidos
de duas e quatro horas a 40°C, os choques Umidos de quatro horas a 50°C uma
Unica vez e por sete dias seguidos, bem como as alternancias de temperatura
entre 40°/20°C, 35°/20°C e 30°/20°C em presenca de agua. Contudo, ndo foi
verificada a germinagdo ap0s os tratamentos de alternancia que promoveram a
rapida embebicdo inicial (Fig. 10).
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Tabela 3. Valores inicial e final de massa de sementes de Colubrina glandulosa
apos diferentes tratamentos térmicos.

Tratamentos Massa Massa Final

Inicial (mg)” (mg)™
25°C constantes 26,5a 28,1a
Apb6s imersdo em &cido sulfdrico 26,0a 49,0 b
Choque 4h a 50°C — 1 dia amb. Seco 26,6 a 29,1a
Choque 4h a 50°C — 1 dia amb. Umido 26,4 a 31,8b
Choque 4h a 50°C — 7 dias amb. Umido 25,7a 29,1b
Choque 1h a 40°C — 1 dia amb. Umido 27.1a 314D
Choque 2h a 40°C — 1 dia amb. Umido 26,4 a 29.2b
Choque 4h a 40°C — 1 dia amb. Umido 26,4 a 29,3b
Choque 1h a 35°C — 1 dia amb. Umido 26,6 a 28,3a
Choque 2h a 35°C — 1 dia amb. Umido 27,3a 30,0b
Choque 4h a 35°C — 1 dia amb. Umido 26,5a 29.8b
Alternancia 40°/20°C — 16 dias amb. Umido 26,1a 26,5a
Alternancia 40°/20°C — 8 dias amb. Umido 26,7 a 29.8b
Alternancia 35°/20°C — 8 dias amb. Umido 26,5a 32,2Db
Alternancia 30°/20°C — 8 dias amb. Umido 26,8 a 29.8b
Alternancia 30°/25°C — 8 dias amb. Umido 26,5a 28,2a

) Sementes secas; ™ Apds oito dias de embebicio; Letras comparam
valores na horizontal (Teste T p> 0,05).
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Figura 10. Porcentagem de germinagdo de sementes de Colubrina glandulosa
apos diferentes tratamentos térmicos. Letras comparam valores entre as colunas
(Teste Tukey p>0,05). Germinacédo avaliada ap6s 20 dias de embebi¢do. (8d —

oito dias no tratamento; 16d — dezesseis dias no tratamento; amb. ambiente).



48

Senna multijuga

A massa inicial das sementes de S. multijuga, que ndo receberam choque
ou alternéncia de temperatura e que permaneceram sob temperatura constante de
25°C, ndo se alterou ap6s oito dias de embebicdo, ndo havendo alguma
germinagdo. Sementes que passaram pelo choque imido de quatro horas a 50°C,
alternéncias de temperatura entre 35°/20°, 30°/20 ou 30°/25°C (Tabela 4)
também n&o apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre a massa
inicial e a massa final nos primeiros dias de avaliagdo. No entanto, ap6s 20 dias
de embebicdo, as sementes que passaram por estes tratamentos apresentaram
diferentes porcentagens de germinacdo, conforme pode ser verificado na Figura
11.

O choque seco de quatro horas a 50°C, choque Umido de uma, duas ou
quatro horas a 40°C e a alternancia de 40°/20°C tanto em ambiente seco quanto
Umido propiciaram réapida entrada de 4gua nas sementes (Tabela 4) e as mesmas
apresentaram diferenca entre a massa inicial e a massa final nos primeiros dias
de avaliacdo, apresentando diferentes porcentagens de germinacgao apés 20 dias
de embebicéo, conforme verificado na Figura 11.

Mesmo tratando-se de altas temperaturas, os tratamentos né&o
inviabilizam as sementes e, apds o teste de tetrazdlio, as sementes apresentaram
coloragdo rosea. Apenas 0 choque Umido de quatro horas a 50°C por sete dias
consecutivos teve efeito negativo, pois a maioria das sementes desintegraram-se
e apresentaram coloracdo amarronzada apos o teste de tetrazolio.

Tabela 4. Valores inicial e final de massa de sementes e porcentagem de
germinagédo de Senna multijuga apés diferentes tratamentos térmicos.

P Massa inicial Massa final
Tratamentos térmicos " ok
(mg) (mg)
25°C constantes 114a 125a
Imersdo em acido sulfirico 11,8a 27,1b
Choque 4h a 50°C — 8 dias amb. Seco 110a 13,4b
Choque 4h a 50°C — 7 dias amb. Umido 122a 31,1b
Choque 4h a 50°C — 7 dias amb. Umido 118a 13,8a
Choque 1h a 40°C — 1 dia amb. Umido 11,1a 16,0 b
Choque 2h a 40°C — 1 dia amb. Umido 114a 14,2 b
Choque 4h a 40°C — 1 dia amb. Umido 112a 16,9 b
Alternancia 40°/20°C — 16 dias amb. Seco 115a 13,3b
Alternancia 40°/20°C — 8 dias amb. Umido 11,3a 15,1b
Alternancia 35°/20°C — 8 dias amb. Umido 112a 124a
Alternancia 30°/20°C — 8 dias amb. Umido 109a 11,3a
Alternancia 30°/25°C — 8 dias amb. Umido 11,3a 11,8a

") Sementes secas; ™ Ap0s oito dias de embebico; Letras comparam valores na
horizontal (Teste T p> 0,05).
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Figura 11. Porcentagem de germinagdo de sementes de Senna multijuga ap6s
diferentes tratamentos térmicos. Letras comparam valores entre as colunas
(Teste Tukey p> 0,05). Germinagao avaliada ap6s 20 dias de embebicao. (8d —
oito dias no tratamento; 16d — dezesseis dias no tratamento; amb. — ambiente).
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3.2.2.4 Mudangas na regido hilar ap6s tratamentos para quebra de
dorméncia

A regido hilar de sementes intactas de C. glandulosa (Fig. 12A) difere da
regido hilar de sementes que passaram pelos tratamentos de alternancia de
temperatura de 40/20°C por cinco meses (Fig. 12B), de armazenamento em silica
(Fig. 12C) e de imersdo em &cido sulftrico (Fig. 12D), mostrando estas Ultimas
a regido hilar bastante danificada, sendo observadas rachaduras na camada
paligaddica em torno da fenda hilar bem como um aspecto poroso em todo o
tegumento. As que passaram pela alternancia e pela silica exibiram em todo o
tegumento, além das rachaduras na regido hilar, pequenas erupgdes que
apresentaram rachaduras em sua extremidade, expondo o tecido
esclerenquimético (Fig. 13A e 13B). Dados a respeito da embebicdo das
sementes apos os tratamentos de secagem em silica e de alternancia de
temperaturas de 40/20°C mostraram que houve diminuicdo da massa das
sementes, evidenciando perda de &gua (p=0,01). Quando as sementes foram
colocadas em silica com a regido hilar bloqueada, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre massa inicial e final, sugerindo, ser pela regido hilar
onde ocorre a passagem de agua tanto para fora como para o interior da semente.
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Figura 12. Regido hilar de sementes de Colubrina glandulosa em microscopia
eletronica de varredura. (A) Semente intacta, (B) ap6s alternancia de temperatura
de 40/20°C por 5 meses, (C) apds armazenamento em silica por 5 semanas e (D)
apos imersdao em acido sulfdrico por 30 minutos. Setas indicam rachaduras
perpendiculares a fenda hilar causadas pelos tratamentos. Barras: 100 pum.
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Figura 13. Altera¢Bes tegumentares em sementes de Colubrina glandulosa. (A)
Tegumento repleto de pequenas erupgdes apds armazenamento em silica (setas)
e (B) detalhe das rachaduras na camada paligadica evidenciando que a erupgao
é consequéncia da ruptura entre o tecido esclerenquimatico e a camada
palicédica. Barras: A —500 um e B — 10 pm

Sementes de Senna multijuga, quando intactas, ja apresentaram
rachaduras na camada palicadica (Fig. 14A). No entanto, ap0s passagem pela
alternancia de temperaturas de 40/20°C (Fig. 14B), pelo armazenamento em
silica (Fig. 14C) e pela imersdo em &cido sulfurico (Fig. 14D), a camada
palicadica destacou-se da semente (Fig. 15A), deixando grandes regides da
parede periclinal externa das osteosclereides expostas (Fig. 15B). A micropila,
o hilo e o estrofiolo ndo apresentaram mudancas em sua morfologia. Dados a
respeito da embebi¢do das sementes, apos o bloqueio da regido hilar, mostraram
que as sementes que passaram pelo choque térmico em 4gua fervente até o
resfriamento tiveram aumento na sua massa mesmo com a regido hilar
bloqueada. Sementes que ndo passaram pelo choque ndo tiveram aumento na
massa. Isto sugere, que o choque térmico altera todo o tegumento das sementes,
como verificado pela microscopia eletrdnica de varredura e, ndo somente uma
regido especifica, como no caso de outras Fabaceae.
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Figura 14. Regido hilar de sementes de Senna multijuga em microscopia
eletronica de varredura. (A) Semente intacta, (B) ap6s alternancia de temperatura
de 40/20°C por 5 meses, (C) apds armazenamento em silica por 5 semanas e (D)
apos imersdo em acido sulfarico por 30 minutos. Regido hilar dentro do circulo,
0 restante ja € caracterizado como regido extra-hilar. As setas apontam
rachaduras da camada pali¢adica desprendidas das parede periclinal externa das
osteosclereides. po — parede periclinal externa das osteosclereides Barras: 100

pm.
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b microscopia

Figura 15. Rachaduras tegumentares em Senna multijuga s
eletronica de varredura. (A) Destacamento da camada palicadica na regido do
pleurograma e (B) exposicdo da parede periclinal externa das osteosclereides
abaixo da camada palicdica destacada. cp — camada paligadica, os —
osteosclereides, pl - pleurograma. Barras: A — 100 ume B —5 pum.

0



55

4. DISCUSSAO
4.1 MORFOLOGIA E ANATOMIA DAS SEMENTES
Colubrina glandulosa

Em sementes de Colubrina glandulosa a micrdpila e estrofiolo ndo sdo
distintos, as sementes de Rhamnaceae sdo oriundas de dvulos anatropos
(Escalante, 1946; Suessenguth, 1953), no qual funiculo e micrdpila
permaneceriam lado a lado (Ferri, 1999). Supostamente em C. glandulosa a
fenda hilar seja uma juncdo entre o hilo e a micrdpila, ndo sendo possivel separar
estas duas estruturas visivelmente ou sob microscopia eletrénica de varredura.
Nem todas as sementes apresentam cicatrizes tegumentares, a micropila pode ser
inconspicua (Barroso et al., 1999) e o estrdfiolo caracteriza geralmente as
sementes de Fabaceae (Corner, 1976).

Na bibliografia especializada ndo foram encontrados trabalhos sobre a
anatomia do tegumento das sementes de C. glandulosa. A semelhanca de
sementes de Fabaceae com dorméncia fisica (Baskin & Baskin, 2000; Ma et al.,
2004) a camada palicédica da testa de C. glandulosa é composta por um estrato
de macroesclereides por todo o tegumento, cujas células sdo espessas e
fortemente unidas (Baskin & Baskin, 2000). Esta caracteristica das células da
camada palicadica de C. glandulosa estdo de acordo com Corner (1976) para as
sementes de Rhamnaceae, que as descreve como exotestais, ou seja, quando o
tecido mecanico resistente esta presente na testa. Outras espécies de Rhamnaceae
como Hovenia dulcis Thunb. (Castro et al., 2005) e Discaria toumatou Raoul
(Keogh & Bannister, 1994) igualmente apresentam este arranjo de
macroesclereides em pali¢ada fortemente unidas.

O fato de encontrar-se lignina em todas as camadas celulares do
tegumento de C. glandulosa infere na alta impermeabilidade destas sementes e
na grande dificuldade de se obter altas porcentagens de germinagdo, ap6s
efetivados os tratamentos térmicos. A impregnacdo de lignina, nas
macroesclereides e no tecido esclerenquimatico, auxilia na impermeabilizagao
do tegumento (Bewley & Black, 1994; Baskin, 2000; Baskin, 2003; Jayasuriya
et al., 2007). Segundo Esau (1976), a lignina é uma substancia ou uma mistura
de substancias organicas de elevado contetido de carbono, mas que difere dos
carboidratos, e que se encontra associada a celulose nas paredes de numerosas
células. Sendo depois da celulose, a lignina é o polimero vegetal mais abundante,
encontrado em maior quantidade na parede celular, cerca de 60 a 90% (Egg-
Mendoncga, 2001). Muito impermeavel a agua, resistente a pressdo e pouco
elastica, a deposicao de lignina confere rigidez e resisténcia aos tecidos vegetais
da planta, especialmente no tegumento de sementes, sendo correlacionada a
resisténcia ao dano mecénico (Panobianco, 1997), conferindo ao tecido
resisténcia mecanica e protecdo a parede celular contra infestagbes por micro-
organismos (Rijo & Vasconcelos, 1983, citados por Tavares et al. 1987). Esta
impermeabilidade exerce efeito significativo sobre a capacidade e velocidade de
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absorgdo de 4gua pelo tegumento, interferindo desse modo, na quantidade de
lixiviados liberados para 0 meio externo durante a fase de embebicdo no processo
de germinagdo de sementes (McDougall et al., 1996).

A deposicéao de lignina e calose na camada palicadica ndo se sobrepde,
ou seja, onde ha depdsito de uma ndo ha depdsito de outra, isto também foi
observado por Delgado em espécies de Fabaceae (2010). A linha lUcida refrativa
ndo foi encontrada no tegumento destas sementes, embora, segundo Corner
(1976) esta linha estaria presente nas células de Rhamnaceae como uma faixa
que separa a parte lignificada das células do restante néo lignificado. No presente
trabalho, sugere-se que, em sementes de C. glandulosa, uma linha altamente
lignificada destaca-se na porcao superior das macroesclereides e que abaixo dela
surge a deposicdo de calose. A presencga desta segunda substancia — a calose,
também pode ser responsavel pelo impedimento da passagem de moléculas de
agua (Serrato-Valenti et al., 1993). Em microscopia de epi-fluorescéncia de
tubos polinicos, a calose fluoresce em verde-amarelo brilhante e contrasta com
a fluorescéncia azulada ou acinzentada dos restante do tecido (Martin, 1959),
este padrdo também foi observado na testa de C. glandulosa, onde a
fluorescéncia da calose difere de acordo com a regido examinada das
macroesclereides. A impregnacdo por calose é bem documentada para diversas
espécies de Fabaceae, entretanto, para Rhamnaceae, os trabalhos cientificos
consultados sobre anatomia do tegumento ndo trataram deste assunto.

As células do tecido esclerenquimatico de C. glandulosa séo repletas de
compostos fenodlicos, que proporcionam a forte coloragdo amarronzada deste
tecido. A formag&o de compostos de coloragdo escura, resultante da oxidagéo de
substancias fendlicas, pode também contribuir para a impermeabilizacdo do
tegumento (Bewley & Black, 1994). Segundo Corner (1976) o tégmen de
Rhamnaceae é mais ou menos esmagado, composto por células cuboides de
facetas retangulares ou hexagonais néo lignificadas (Corner, 1976), no presente
trabalho ndo identificou-se células formadoras do tégmen, uma vez que a
descricéo das células do tecido esclerenquimatico diferem da descri¢do dada por
Corner (1976) para esta familia.

Senna multijuga

As sementes de S. multijuga apresentaram o padrdo morfoldgico descrito
para Fabaceae, com micropila, hilo e estrofiolo, posicionados lado a lado em
posicao sub-basal, sendo micrdpila e rafe pouco evidentes. Amorin et al. (2008)
analisando sementes desta mesma espécie, também encontraram hilo sub-basal
e micropila e rafe inconspicuas. Os autores acima citados denominam como
calaza linear a estrutura localizada abaixo do hilo, enquanto, no presente
trabalho, seguiu-se a denominacéo utilizada por Serrato-Valenti et al. (1993)
para tal estrutura, a de estrofiolo. A presenca do tecido esponjoso, na regido do
estrofiolo, em S. multijuga, pode representar importante fungdo no
amortecimento da pressdo exercida pela circulagdo de agua, quando ocorre a
absorcdo que precede a germinacdo, e pela movimentagdo e crescimento da
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radicula ao direcionar-se para rompimento da testa. Bessa et al. (2001) sugerem
que este tecido, presente em Dipterix odorata (Aubl.) Will., pode servir como
mecanismo de resisténcia a contracdo da radicula sobre a testa.

O pleurograma, encontrado em ambos os lados da semente, apresenta a
anatomia de acordo com o padrdo descrito para 0 tegumento da regido extra-
hilar. Gunn (1981) aponta que o pleurograma de alguns géneros de
Caesalpinioideae é resultante de uma diferenca nas camadas de células da
camada paligadica, sendo esta estrutura responsével pela desidratacdo da
semente durante sua maturagdo. As rachaduras ocasionadas, ap6s o
armazenamento em silica, sobre o pleurograma eram diferentes daquelas
encontradas no restante do tegumento; no pleurograma, a camada pali¢cadica néo
se destacava da camada de osteosclereides, o que pode indicar uma maior jungéo
destas células nesta regido.

As sementes de S. multijuga possuem as mesmas caracteristicas
anatdmicas de tegumento descrito para outras sementes de Caesalpinioideae.
Dentre estas caracteristicas estd a camada subcuticular bastante evidente,
formada por uma matriz acelular de natureza péctica e hemicelulésica, que
também foi verificada em outra espécie do mesmo género, S. macranthera (Paula
et al., 2012). Em outras espécies da familia Fabaceae como Cassia cathartica
Mart. (Souza, 1982) e C. leptophylla (Paula et al., 2012) esta camada também
ocorre.

A camada pali¢ddica composta por macroesclereides alongadas e
fortemente unidas também € uma caracteristica comum as Fabaceae (Baskin,
2003; Smith et al., 2003). Em sementes de S. multijuga as macroesclereides ndo
apresentaram impregnacdo de calose na linha Iucida, diferentemente do
encontrado em outras espécies de Fabaceae (Serrato-Valenti et al., 1993;
Serrato-Valenti et al., 1995; Ma et al., 2004; Paula et al., 2012; Souza et al.,
2012). No presente trabalho, esta substancia foi encontrada especialmente nas
células brancas componentes do tégmen.

A presenca de lignina foi evidenciada na porg¢do interna das
macroesclereides, logo abaixo da linha ldcida e nas outras camadas celulares,
como nas osteosclereides e tecido esclerenquimatico, assim o papel de
impermeabilizacdo do tegumento de sementes de S. multijuga esta relacionado
principalmente a presenca desta substancia, ja que a calose s6 foi encontrada nas
células brancas.

O tégmen das sementes de S. multijuga é procedente do tegumento
interno do 6vulo (Corner, 1951) e em suas células constituintes verificou-se a
presenca de cuticula ap6s reacdo com sudam I11. Segundo Shao et al. (2007) esta
segunda cuticula pode proporcionar maior impermeabilidade as sementes (Shao
et al., 2007).
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4.2. GERMINAGAO DE SEMENTES RECEM COLETADAS

Para muitas espécies, a literatura relata que entre diferentes populacoes
pode haver variacdo na quantidade de sementes dormentes e ndo dormentes,
dependendo das condi¢bes ambientais de umidade e nutricdo do solo, da
densidade de folhas recobrindo as plantas ou do grau de distdrbio do ambiente
daquela populagdo (Biere, 1991; Baskin & Baskin, 2001; Hoyle et al., 2008). As
sementes de C. glandulosa deste estudo, provenientes da populagéo existente na
Floresta Ombrofila Densa do municipio de Florian6polis, apresentaram certa
porcentagem de sementes nao dormentes (20%) dentre as recém coletadas,
resultado similar ao de outros estudos com outras populagdes da mesma espécie,
como 10% em Cavalheiro et al. (2007), 35% em Garcia et al. (2009) e 0 a 10%,
dependendo da origem do lote, em Brancalion et al. (2011).

Para sementes de S. multijuga, provenientes da mesma regido de Floresta
Ombrdfila Densa que C. glandulosa, cerca de 3% das sementes recém coletadas
ndo eram dormentes. Em outros estudos com esta espécie, Lemos Filho et al.
(1997) encontraram 11% de sementes ndo dormentes no lote utilizado, Piveta et
al. (2010) apenas 1% e Maluf (1993), trabalhando com 11 populages da espécie,
encontrou diferentes porcentagens de sementes ndo dormentes dependendo da
populacéo, as quais variaram de 0,5% a 24,25%. Embora apresentando certa
porcentagem de sementes ndo dormentes, a germinacgao foi baixa o suficiente
para estas espécies serem consideradas espécies com sementes dormentes
(Baskin et al. 2007).

4.3. QUEBRA DE DORMENCIA EM SEMENTES
Colubrina glandulosa

A quebra da dorméncia fisica tem sido relacionada & ruptura ou
deslocamento de estruturas presentes na regido hilar do tegumento das sementes,
0 que permite a entrada de &gua (Baskin & Baskin, 2001). A anatomia,
morfologia, origem e localizacdo das estruturas de entrada de &gua tém sido
descritas como o estrofiolo, micrépila, hilo ou alguma outra estrutura especial
(Baskin & Baskin, 2001). Dentre as familias que possuem dorméncia fisica,
apenas Curcurbitaceae, Rhamnaceae e Sapindaceae ndo tiveram as estruturas de
entrada de &gua descritas (Baskin, 2003). Keogh & Bannister (1994) sugerem
que os tratamentos de escarificacdo geram efeitos deletérios na camada cerosa e
nos componentes como a suberina encontrados na camada pali¢adica de Discaria
toumatou, o que aumentaria as taxas de embebicdo das sementes, mas nédo
apontam uma regido especifica no tegumento para que isto ocorra.

O tratamento de acido sulfarico que proporcionou 70% de germinagao
em sementes de C. glandulosa revelou em microscopia eletrdnica de varredura
ser responsavel pelo aparecimento de rachaduras ao redor da fenda hilar e pela
porosidade em todo o restante do tegumento. Também na regido hilar, as
macroesclereides possuem menores comprimentos do que na regido extra-hilar.
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Vaérios estudos realizados em Fabaceae encontraram que sob a estrutura de
entrada de agua na regido hilar, as macroesclereides apresentam menores
comprimentos (Serrato-Valenti et al., 1995; Baskin et al., 2000; Souza et al.,
2012), sendo sugerido que seria nesta regido, mais fina e fraca do tegumento da
semente, que haveria a abertura no tegumento (Serrato-Valenti et al, 1995;
Baskin & Baskin, 2001; Hu et al, 2009). Dadas as rachaduras na regido hilar
apés tratamento com 4cido sulfrico, o menor comprimento das
macroesclereides neste local e a auséncia de estruturas especificas para a entrada
de agua como micropila e estrofiolo, pode ser suposto que a entrada de agua na
semente de C. glandulosa n&o se dé por nenhuma estrutura especifica e sim por
tais rachaduras. Estas rachaduras na regido hilar também foram observadas,
embora menos conspicuas, em sementes que receberam choque térmico de 40°C
por quatro horas. Em tais sementes foi observada uma baixa porcentagem de
germinacdo, enquanto naquelas que ndo receberam este tratamento ndo se
verificou germinacdo alguma (p=0,05). Neste tratamento também foi observado
0 aumento de massa de sementes colocadas em agua, evidenciando a entrada de
agua. Estes dados levam a indicacao de que talvez a elevacéo de temperatura no
ambiente possa quebrar a dorméncia das sementes desta espécie, abrindo
rachaduras na regido hilar.

A alternancia de temperatura também pode ser necessaria para a quebra
da dorméncia fisica de sementes de espécies de florestas tropicais (Véazquez-
Yanes & Orozco-Segovia, 1982; Souza et al., 2012). Entretanto, no presente
trabalho, as alternancias de temperatura aplicadas ndo foram eficazes para levar
a germinacédo das sementes, embora, algumas das alternancias aplicadas tenham
ocasionado a entrada de dgua nas sementes. Paula et al. (2012), trabalhando com
duas espécies de Fabaceae da Mata Atlantica também ndo encontraram
germinacdo de sementes apOs alternancias de temperatura, embora, tenham
encontrado absorcéo de agua pelas sementes ap6s choque térmico de 50°C.

No experimento realizado em condicGes de clareira, borda e interior de
mata com C. glandulosa, os resultados mostraram que o ambiente de borda e do
interior de mata foi eficaz para promocao da germinagdo, enquanto o de clareira
ndo. Nesse caso, ha que ser considerado que a falta de emergéncia ndo
necessariamente significa falta de germinagdo, ja que a alta temperatura no
ambiente de clareira pode ter provocado grande seca no solo levando a morte das
plantulas antes de sua emergéncia do solo, ou ainda, as plantulas podem ndo ter
suportado a alta intensidade de luz do ambiente. A espécie C. glandulosa é tida
como secundaria inicial (Durigan & Nogueira 1990, Borghi et al. 2004,
Rodrigues et al. 2010), embora Martins (2005) a tenha classificado como
pioneira. Em trabalhos de Reis et al. (1994) e Caus & Paulilo (2000) foi
observado que C. glandulosa apresentou menor biomassa quando cultivada em
intensidade luminosa mais alta. Estes trabalhos ddo suporte aos resultados
encontrados, ou seja, a inexisténcia de plantulas de C. glandulosa em
experimento simulando ambiente de clareira.

A intensidade luminosa, quando o sol estava a pino, foi cerca de trés
vezes maior em clareira do que em borda e, cerca de seis vezes maior do que no
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interior de mata. Nestes ambientes a amplitude de variagdo da temperatura e as
maximas e minimas diferiram entre si, evidenciando a importancia destes fatores
na germinacdo de sementes, Quinlivan (1966); Vazquez-Yanes & Orozco-
Segovia (1982); Baskin & Baskin (2001) e Kondo & Takahashi (2004) também
relataram a importdncia da amplitude de variacdo da temperatura para
germinacdo de sementes. Outro fator a influenciar o efeito da alternéncia de
temperatura na quebra da dorméncia fisica de sementes é o tempo que estas ficam
expostas a tal alternancia, como afirmam Moreno-Casasola et al. (1994) e Van-
Assche et al. (2003). Por esta razdo, as alternancias de temperatura aplicadas nas
sementes deste trabalho podem ndo ter sido apropriadas para quebrar a
dorméncia fisica das sementes desta espécie.

Um dos procedimentos para a visualizagdo das sementes em MEV, foi a
colocacdo das mesmas em silica para perda da umidade. Sementes assim tratadas
apresentaram perda de &gua e a observagdo destas em MEV mostrou rachaduras
na regido hilar semelhantes as encontradas apds tratamento com &cido sulfarico
e alternancia de temperatura de 40/20°C por cinco meses. A massa das sementes
antes e depois da permanéncia em silica mostrou que as sementes diminuem sua
massa, evidenciando a perda de agua. Por outro lado, quando a regido hilar das
sementes em silica foi bloqueada com cola ndo houve alteragdo na massa da
semente, de onde se concluiu que pelas rachaduras houve perda de vapor de agua.
Sugere-se que por estas mesmas rachaduras possa entrar agua e que o ambiente
seco na natureza poderia levar a rachaduras do tegumento da regido hilar
quebrando a dorméncia fisica das sementes.

Senna multijuga

O tratamento de acido sulfirico, que ocasionou a germinacdo de 92% de
germinagédo de sementes, revelou sob MEV ser responsavel pela remogéao quase
total da camada palicadica. Quando aplicados tratamentos de choque térmico ou
alternancia de temperatura notou-se que ha absor¢do de agua pelas sementes e
que sob MEV estas possuiam inUmeras rachaduras por todo o tegumento,
inclusive o tratamento de choque térmico de 40°C por uma hora induziu alguma
germinagdo. Outros choques térmicos e alternancias de temperatura aplicados
podem ndo ter sido suficientes para provocar profundas rachaduras na camada
impermeéavel a agua. Este também deve ser o caso das rachaduras presentes na
camada paligadica de sementes ndo tratadas. Estes dados sugerem que no caso
de S. multijuga ndo h& uma estrutura especifica para entrada de agua, mas sim
rachaduras por todo o tegumento. Corroborando esta hipotese, sementes que
passaram por escarificacdo térmica e que tiveram a regido hilar bloqueada
absorveram agua por todo o restante do tegumento. Ja para outra espécie do
género Senna Paula et al. (2012) encontraram que a entrada de agua apés a
quebra da dorméncia se deu através da micropila. O choque de 50°C, embora
tenha levado a absorgdo de agua pela semente, parece ter sido excessivo, uma
vez que a maior parte das sementes mostrou-se deteriorada. Segundo Coolbear
(1994) exposicdes muito prolongadas a altas temperaturas podem causar
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deterioracdo das sementes, devido a desnaturagcdo proteica e processos
associados.

Embora S. multijuga possua pleurograma, estrutura as vezes sugerida
como responsavel pela entrada de &gua (Melo-Pinna et al, 1999), ndo foi
evidenciado no presente trabalho esta funcdo do pleurograma. Em outras
espécies de Fabaceae, que possuem pleurograma, como Mimosa bimucronata
(DC.) Kuntze também ndo foi evidenciado que a quebra da dorméncia na
semente se dé por rupturas no pleurograma (Geisler, dados ndo publicados).

Experimentos em campo com S. multijuga ndo evidenciaram que
ambientes de clareira, borda ou interior de mata tenham sido eficazes para quebra
da dorméncia fisica das sementes desta espécie. Aqui vale salientar o que ja foi
dito para C. glandulosa, ou seja, que a amplitude de variagdo da temperatura, as
méaximas e minimas do local bem como o tempo de exposicao sdo importantes
fatores para germinacdo de sementes e que podem néo ter sido alcangados no
periodo experimental do presente trabalho.

Trabalhos recentes sugerem que, dependendo da espécie, a quebra de
dorméncia fisica de sementes pode necessitar de uma ou duas etapas. Nestes
casos, na primeira etapa, as sementes tornam-se sensiveis aos tratamentos de
quebra de dorméncia, ainda que permanegam impermeaveis, e, entdo, na segunda
etapa, as sementes tornam-se permedveis ap6s a exposi¢do as condicdes
ambientais adequadas (Jayasuriya et al., 2008, 2009; Gama-Arachchige et al.,
2012, 2013)

A partir destes apontamentos, pode-se sugerir que as espécies aqui
estudadas também apresentem um comportamento semelhante, e que a primeira
sensibilizacdo possa ter sido conferida com os choques e alternancias
ministrados. No entanto, as condi¢cdes ambientais adequadas para a quebra da
dorméncia, onde as sementes tornar-se-iam totalmente permeéaveis, ndo foram
alcangadas.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Em geral, os trabalhos que tratam da quebra de dorméncia fisica tém
sugerido estruturas especificas no tegumento para a entrada de agua apés
tratamentos térmicos, no presente trabalho constatou-se que estas estruturas
podem ndo ser tdo exclusivas e locais. No caso das espécies aqui estudadas, apds
a quebra da dorméncia, as semente de C. glandulosa apresentaram rachaduras
perpendiculares a fenda hilar, enquanto as sementes de S. multijuga
apresentaram rachaduras na camada palicadica por toda a extensdo do
tegumento, sugerindo, assim, que é por estas rachaduras que ocorre a entrada de
agua na semente.

A combinagdo dos estudos morfolégicos, anatémicos e fisioldgicos,
possibilitou a formulacdo de respostas a respeito da quebra de dorméncia, tal
como ocorre na natureza. Em ambientes naturais, as sementes ndo germinam
100%; a capacidade de perpetuacdo incide na capacidade de germinar em
condi¢Bes adequadas e favoraveis. Em ambiente natural ndo ocorrem chuvas
compostas de &cido sulfarico capaz de quebrar a dorméncia de 100% das
sementes presentes, no entanto, choques e alternancia de temperaturas podem
ocorrer e, ao contrario do que se imaginava, estas caracteristicas ndo sdo
verificadas apenas em savanas ou regides desérticas, pois como foi constatado,
em um Unico dia, a temperatura pode variar cerca de 20°C em uma clareira de
floresta. A possibilidade de que um ambiente seco possa levar a ruptura do
tegumento e a entrada de agua, como foi aqui verificado nas sementes que
permaneceram armazenadas em silica, também é parte fundamental para se
entender o funcionamento do mecanismo de quebra de dorméncia fisica de
sementes.
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7. ANEXOS
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Anexo 1. Temperaturas verificadas no local experimental para ambiente
de clareira, borda de mata e interior de mata, entre 0s meses de dezembro de
2011 e janeiro de 2012. Dados coletados com termdmetro de maxima e minima
Incoterm 5201.03.0.00 (Ribeirdo Preto, Brasil).

Clareira Borda de Mata Interior  de
Mata
M M Ma Mi Ma Mi
axima°C __ inima°C _ xima °C nima°C  xima °C nima °C
39 22 31 22 %6 3
35 23 27 23 o5 24
40 24 31 23 28 ”
47 26 30 22 2 ”
39 19 29 22 23 29
40 23 29 22 o5, 23
38 21 31 29 o5, 21
43 23 30 08 24 1
43 23 29 24 26 "
41 23 25 22 28 97
40 23 34 23 23 2
39 22 26 23 31 2
40 24 27 23 2 29
40 21 33 22 27 29
44 25 28 26 27 97
h 23 32 22 27 23
32 23 29 23 24 97
39 24 27 24 24 26
38 19 26 19 22 ”
39 23 29 22 25 24
38 24 28 23 24 26
37 21 28 20 23 22
38 22 28 23 o5, 23
39 20 28 24 23 26
28 20 29 19 26 20
34 22 27 19 22 20
40 19 28 19 23 20
39 23 26 20 22 24
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39
38
29
26
33

21
22
14
16
18

28
28
25
26
26

21
21
13
16
19

22
22
20
17
20

19
19
19
18
19
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Anexo 2. Temperaturas verificadas em Floriandpolis, entre 0s meses de
dezembro de 2011 e abril de 2012. Dados cedidos pela Epagri/Ciram.

Data Minima°C Maéaxima°C Média°C
01/12/2011 17,9 23,2 20,4
02/12/2011 15,2 23,6 20,1
03/12/2011 17,3 25,9 21
04/12/2011 17,1 25,8 21,9
05/12/2011 19,9 26,3 22,9
06/12/2011 21,0 25,2 23
07/12/2011 21,6 27,2 23,5
08/12/2011 19,1 27,9 22,3
09/12/2011 18,4 22 20,3
10/12/2011 17,5 26,4 21,4
11/12/2011 22,1 25,7 23,6
12/12/2011 26,9 22,8
13/12/2011 18,4 21,4 19,9
14/12/2011 19,6 25,7 21,3
15/12/2011 21,8 25,4 22,7
16/12/2011 20,2 30,9 25,9
17/12/2011 19,5 32,2 25
18/12/2011 20,3 22,1 21,4
19/12/2011 23,5 31,7 28,1
20/12/2011 21,6 34,4 26,8
21/12/2011 19,7 28,3 24,9
22/12/2011 20,3 33,1 26,4
23/12/2011 24,3 36,9 28,4
24/12/2011 20,1 29,1 24,3
25/12/2011 18,5 20,3 19,3
26/12/2011 17,8 24,9 21
27/12/2011 17,1 27,5 22,4
28/12/2011 18,6 24,1 20,7
29/12/2011 15,4 24,9 20,6
30/12/2011 17,1 25,1 21,4
31/12/2011 19,7 22,3 20,7
01/01/2012 20,1 24,5 21,4
02/01/2012 19,0 26,8 22,1

03/01/2012 15,4 26,1 21,5
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04/01/2012
05/01/2012
06/01/2012
07/01/2012
08/01/2012
09/01/2012
10/01/2012
11/01/2012
12/01/2012
13/01/2012
14/01/2012
15/01/2012
16/01/2012
17/01/2012
18/01/2012
19/01/2012
20/01/2012
21/01/2012
22/01/2012
23/01/2012
24/01/2012
25/01/2012
26/01/2012
27/01/2012
28/01/2012
29/01/2012
30/01/2012
31/01/2012
01/02/2012
02/02/2012
03/02/2012
04/02/2012
05/02/2012
06/02/2012
07/02/2012
08/02/2012
09/02/2012
10/02/2012

17,5
19,6
21,2
19,5
23,5
22,7
214
21,1
234
21,8
20,9
20,6
20,3
21,6
19,3
17,6
22,3
20,8
22,4
23,4
22,7
22,1
18,2
18,1
16,5
17,1
18,3
20,1
22,4
21,6
24,6
25,0
24,2
22,4
21,9
22,6
23,1
21,3

28,1
25,4
28,2
28,6
26,4
27,6
27,9
27,4
29,9
30

24,3
26,5
26,9
26,7
27,2
29

30,9
30,5
29,8
30,2
31,8
29,4
26,5
24,9
26

27,7
29,8
29,6
29,6
311
30,4
32,1
33,1
33,9
29,8
30

32,7
24,5

22,1
22,7
24,4
24,3
24,6
25

24,3
24,4
26,5
255
22,2
23,4
23,4
23,7
22,9
235
26,1
25,6
26,2
26,6
27,1
24,7
22,7
20,7
21,5
22,6
23,8
25,4
25,8
26,3
26,8
27,2
275
26,4
25,4
25,5
26,3
22,8



11/02/2012
12/02/2012
13/02/2012
14/02/2012
15/02/2012
16/02/2012
17/02/2012
18/02/2012
19/02/2012
20/02/2012
21/02/2012
22/02/2012
23/02/2012
24/02/2012
25/02/2012
26/02/2012
27/02/2012
28/02/2012
29/02/2012
01/03/2012
02/03/2012
03/03/2012
04/03/2012
05/03/2012
06/03/2012
07/03/2012
08/03/2012
09/03/2012
10/03/2012
11/03/2012
12/03/2012
13/03/2012
14/03/2012
15/03/2012
16/03/2012
17/03/2012
18/03/2012
19/03/2012

17,7
20,2
19,7
22,6
24,5
23,5
23,6
24,0
24,3
22,5
22,5
22,6
21,9
214

23,3
24,7
23,0
22,7
21,8
20,6
19,5
20,5
23,8
23,4
21,6
22,7
21,0
19,1
20,1
21,2
23,1
22,4
21,8
17,3
17,2
17,8
17,7

27,8
31

28,5
26

30,2
29,7
29,6
29,8
29,6
31

27

27,5
28,4
28,1
23,6
27,9
29,6
29,9
33,8
34,6
28,6
27,5
29,5
30,9
30,9
31,6
32,1
29

30,1
34

31,3
32,5
33,5
26,7
27,3
27,5
27,9
28,4

23,1
24,6
24,6
24,3
26,5
26,3
26

26,1
259
26,1
249
23,7
24,5
23,8
231
25,9
26,6
25,9
27,8
25,8
24,7
24,3
25,3
27

26,7
26,1
26,3
249
24,8
26,3
26,1
27

26,3
23,6
22,8
22,1
22,8
23,1
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20/03/2012
21/03/2012
22/03/2012
23/03/2012
24/03/2012
25/03/2012
26/03/2012
27/03/2012
28/03/2012
29/03/2012
30/03/2012
31/03/2012
01/04/2012
02/04/2012
03/04/2012
04/04/2012
05/04/2012
06/04/2012
07/04/2012
08/04/2012
09/04/2012
10/04/2012
11/04/2012
12/04/2012
13/04/2012
14/04/2012
15/04/2012
16/04/2012
17/04/2012
18/04/2012

19,7
20,7
19,3
19,2
18,8
18,0
19,7
19,8
12,4
10,9
14,4
19,6
17,9
18,3
19,2
19,3
20,0
17,6
18,2
21,5
20,1
18,7
22,3
22,1
19,7
215
21,1
15,4
17,2
18,9

29,6
32,1
29,4
28,7
26,4
26,2
29,3
25,5
22,8
24,9
27,3
26,4
26,8
28,8
28,4
29,9
29,8
26,6
27,6
27,5
26,7
27

27,1
30,5
27,1
25,8
26,1
25,5
26,3
28,1

24,2
24,6
22,6
22,6
22,3
21,7
24,4
21,8
18,1
17,9
21

22,2
22,1
23,1
23,8
24

23,9
21,8
22,7
24,3
23,1
23,2
24,4
25,3
22,8
235
23,2
21,1
21,4
22,8




