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Resumo: Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo do acido sulftrico
concentrado na germinagdo e possiveis alteragbes anatdmicas tegumentar na superacdo de
dorméncia das sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. Para isto, foram utilizados oito diferentes
tempos de exposicao das sementes ao acido sulfarico (0, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 minutos),
avaliando a porcentagem de germinacao, indice de velocidade e o tempo médio de germinacao.
Além disso, para cada tempo de exposicdo, foi avaliado as alteragbes anatdbmicas das sementes.
Foi possivel descrever quatro diferentes estratos do tegumento (cuticula cerosa, camada de células
palicadas, osteosclereides e uma camada de células parenquiméaticas). Os resultados sugerem que
a aplicacdo do &cido sulfarico de até 60 minutos € recomendada para superar a dorméncia de
sementes de S. virgata, uma vez que aumenta a porcentagem de germinacao e origina plantulas
normais. Constatou-se também que a exposicdo das sementes de S. virgata ao acido sulfarico em
periodos iguais ou superiores a 120 minutos, promove a geracao de novas plantulas anormais, além
de desestruturar os estratos do tegumento e causar danos diretos a camada de aleurona e
endosperma.

Palavras-chave: Tegumento; Anatomia; Espécie Florestal.

GERMINATION AND ANATOMICAL ANALYSIS OF Sesbania virgata (CAV.) PERS.
SEED COAT UNDER CHEMICAL SCARIFACTION

Abstract: This study aimed to evaluate the effects of the application of concentrated sulfuric acid on
germination and possible tegumentary anatomical alterations in the overcoming of dormancy of the
seeds of Sesbania virgata (Cav.) Pers. For this purpose were used eight different immersion periods
(0, 15, 30, 45, 60, 120, 180 and 240 min), assessing the percentage of germination, speed index
and average germination time. In addition, for each exposure time, it was evaluated the anatomic
changes of the seeds. It was possible to describe four different strata (cuticle waxy layer of palisade
cells, osteoesclereides and a layer of parenchyma cells). The results suggest that the sulfuric acid
application of up to 60 minutes is recommended to overcome seed dormancy of S. virgata, since it
increases the germination percentage and gives rise to normal seedlings. In addition, it was verified
that the exposure of S. virgata seeds to sulfuric acid in periods equal to or greater than 120 minutes,
promotes the generation of new abnormal seedlings, as well as to disintegrate the layers of the
integument and cause direct damage to the aleurone layer and endosperm.
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Germinacion y modificaciones anatbmicas em semillas de Sesbania virgata (CAV.) PERS.
sometidas a escarificacion quimica

Resumen: Este trabajo tuvo como objetivo evaluar los efectos de la aplicacion de &cido sulfurico
concentrado en la germinacion y posibles alteraciones anatomicas tegumentales en la superacién
de la dormencia de semillas de Sesbania virgata (Cav.) Pers. Para ello, fueron utilizados 8 tiempos
de exposicion diferentes de las semillas al &cido sulfarico (0, 15, 30, 45, 60, 120, 180y 240 minutos),
evaluando el porcentaje de germinacion, indice de velocidad y el tiempo medio de germinacion.
Ademas, para cada tiempo de exposicion, fueron evaluadas las alteraciones anatémicas de las
semillas. Fue posible describir cuatro diferentes estratos del tegumento (cuticula cerosa, capa de
células empalizadas, osteosclereideos y una capa de células parenquiméticas). Los resultados
sugieren que la aplicacién del acido sulfirico hasta los 60 minutos es recomendada para superar la
dormencia de las semillas de S.virgata, dado que aumenta el porcentaje de germinacion y origina
plantulas normales. También fue constatado que la exposicién de las semillas de S.virgata al acido
sulfarico en periodos iguales o superiores a 120 minutos promueve la generacion de nuevas
plantulas anormales, aparte de desestructurar los estratos del tegumento y causar dafios directos a
la capa de la aleurona y el endosperma.

Palabras clave: Tegumento, Anatomia, Especie forestal.

INTRODUCAO

A Sesbania virgata (Cav.) Pers. € uma espécie arbustiva, pertencente a familia Fabaceae,
nativa do Brasil, com ocorréncia nas regides Centro-oeste, Nordeste, Sudeste e Sul, abrangendo
os biomas Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (IGANCI e MIOTTO, 2016).
Apresenta elevado potencial na utilizacdo em programas de reflorestamento, recuperacao de areas
degradadas e adubacéo verde (FLORETINO e MOREIRA, 2009). A capacidade de realizar simbiose
radicular auxilia na absor¢do de nutrientes em solos de baixa fertilidade (DELARMELINA et al.,
2014).

A exploragdo desta espécie € limitada, principalmente pelo estado de dorméncia
apresentada pelas sementes, em que, mesmo em condi¢des ideais de temperatura, umidade,
oxigénio e luz, ndo ha germinagdo ou esta ocorre de forma tardia e desuniforme. Nas espécies
deste género, a dorméncia ocorre em niveis diferenciados e relacionam-se ao impedimento da
entrada de agua e/ou gases ao embrido; ou ainda sdo ocasionadas por substéncias inibidoras da
germinagdo como suberina, lignina, cutina e mucilagens, na testa, pericarpo ou membrana nuclear,
comum em espécies de leguminosa (BEWLEY, 1997).

Métodos de escarificacbes de sementes sdo ferramentas ideais para que a semente
dormente manifeste seu potencial germinativo. De acordo com Wang et al. (2012), o acido sulfarico
€ uma ferramenta de sucesso por permitir viabilizar processos biogquimicos e fisiologico de
germinacdo de sementes. Para mais, compde uma ferramenta rapida e eficiente, além de mostrar
ser uma alternativa de sucesso para a utilizacdo em larga escala para diversas espécies florestais,

pertencentes a esta familia, tais como Bauhinia forficata (COSTA et al., 2013) e Samanea tubulosa
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(OLIVEIRA et al., 2012). A eficiéncia e sucesso dessa técnica, no entanto, pode ser questionavel,
pois depende de caracteristicas intrinsecas da semente e, diretamente, do tempo de exposi¢cédo
desta ao acido sulfarico. A depender do periodo de exposicdo, a utilizacdo deste 4cido pode gerar
efeitos deletérios excessivos no tegumento (OLIVEIRA et al., 2012), causando deterioracdo da
semente, levando a danos fisicos, fisiolégicos e elevando o nimero de plantulas anormais e/ou
sementes mortas.

Investigacbes que avaliem de alguma forma, os possiveis danos anatdbmicos que a
escarificacdo quimica pode acarretar as sementes, sao raramente encontradas na literatura. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo do acido sulfarico
concentrado na germinacdo e possiveis alteragcbes anatdmicas tegumentar na superacdo de

dorméncia das sementes de S. virgata.

MATERIAL E METODOS

Os frutos de S. virgata foram coletados no ponto de maturidade fisiolégica das sementes em
20 arvores matrizes adultas distanciadas por no minimo 50 metros, na cidade de Arapiraca-AL - 264
m de altitude, latitude 9°41’53,6” S; longitude 36°41°26,3” W e clima Tipo 'As' pela classificagdo de
Kdppen, durante os meses de setembro a dezembro de 2015. Todas as analises experimentais
foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Alagoas -
Campus Arapiraca, logo apos a colheita dos frutos.

O teste para superacdo de dorméncia foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com oito tratamentos e quatro repeticbes compostas de 30 sementes. Os
tratamentos pré-germinativos empregados para superagado da dorméncia das sementes foram, além
do controle, constituidos por sementes que ndo receberam tratamento algum, a imersdo das
sementes em acido sulfdrico (H.SO.) concentrado (98%) durante: 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240
minutos, totalizando oito tratamentos. As sementes, referentes ao tratamento controle, foram
desinfestadas em solugéo de hipoclorito de sédio (2,4%) por trés minutos e, em seguida, lavadas
em &gua destilada para remocdo de possiveis residuos do hipoclorito como tratamento pré-
germinativo.

As sementes foram semeadas em caixas tipo “gerbox”, transparente, utilizando como
substrato papel mata-borrdo umedecido com agua destilada, na proporcao equivalente a 2,5 vezes
0 peso do substrato ndo hidratado, sendo colocadas em camara de germinagédo do tipo B.O.D
(Biochemical Oxigen Demand), ajustada a temperatura de 25 °C £ 1 °C e sob luz constante.

A avaliagdo da germinacdo foi realizada por meio da contagem diaria das sementes
germinadas até a sua estabilizacdo, que ocorreu no 18° dia. Avaliacées diarias foram feitas tendo
como critérios de germinacao: sementes que apresentaram o crescimento da radicula =2 mm, como

também o surgimento de plantulas normais. Na conducao do teste de germinacdo avaliou-se a
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porcentagem de germinacao (%G); o indice de velocidade de germinacao (IVG) e tempo médio de
germinacdo (TMG) (LABOURIAU, 1983).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, quando significativos, as
médias foram ajustadas em regressao polinomial, com o auxilio do programa estatistico SISVAR,
versao 5.6 Build 86 (FERREIRA, 2014).

Para a observacdo da acdo do acido sulfarico (H.SO4) nos tecidos do tegumento, 160
sementes de S. virgata foram submetidas aos mesmos tratamentos utilizadas para superacdo da
dorméncia em tempos de exposicdo ao acido de 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 minutos. O
delineamento foi o DIC com oito tratamentos e quatro repeti¢cdes, sendo cada unidade experimental
composta por cinco sementes.

Para os cortes, as sementes foram coletadas e fixadas em FAAw, (formaldeido, &cido
acético e etanol) por 48 horas e, posteriormente, conservadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940).
Os cortes transversais foram realizados a mao livre com auxilio de laminas de gilete.

As laminas foram montadas usando-se em agua glicerinada (50% de H,O + 50% glicerina)
e foram seladas com esmalte incolor. Posteriormente, foram observadas em microscopio 6ptico
(Modelo NOVA 107, Nova Optical System, Brasil) utilizando a objetiva n° 10 e fotografadas com
camera Canon A480 aumentada quatro vezes, acoplada ao microscépio optico.

RESULTADOS

O processo germinativo das sementes de S. virgata foi influenciado pelos diferentes tempos
de exposicdo em A&cido sulfurico, ao afetar significativamente as varidveis porcentagem de
germinagéo (%G), indice de velocidade de germinacao (IVG) e tempo médio de germinagéo (TMG).
Neste sentido, houve efeito significativo para a equagcdo de segundo grau, havendo ajuste

guadratico (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia das variaveis porcentagem de germinacgéo (%G), indice

de velocidade de germinacéo (IVG), tempo médio de germinacdo (TMG), obtidos em sementes de

Sesbania virgata (Cav.) Pers. submetidas a diferentes periodos de imersdo em acido sulfirico.
Quadrado Médio

Fonte de variagéo GL

%G IVG T™MG
Tratamento 7 4840,29 * 67,98* 4,11*
Regresséo Linear 1 2008.893** 27.605** 5.256**
Regressdo Quadrado 1 20743.923** 333.153** 10.765**
Desvio de Regresséao 5 2225.836 23.017 2.551
Residuo 24 22,58 0,43 0,15
CV (%) 6,79 8,51 13,35

** * Significativo, respectivamente, a 1 e 5% de probabilidade de probabilidade pelo teste F.
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A partir da regressdo polinomial foi observado acréscimo na percentagem de germinacao
com o aumento do tempo de exposi¢cdo ao acido sulfdrico até os 128 minutos (Figura 1A). Este
altimo, caracterizado como 0 ponto maximo da germinacao, estabelecendo com isso 100% de
sementes germinadas. Ap6s o ponto maximo tem-se uma reducéo na germinacado das sementes
de 42% quando submetidas a 240 minutos de exposicdo ao acido.

No que se refere ao vigor das sementes por meio da variavel IVG, observou-se incrementos
positivos até o tempo de exposicdo de 137 minutos, proporcionando indice de velocidade de
germinacdo de 13,8 (Figura 1B), apds esse tempo o indice reduziu até 5,8 aos 240 minutos, 0 que
representa uma reducéo de 42%.

Por meio da derivada da equagéo, o menor TMG (1,5 dias) é observado aos 162 minutos de
exposicao das sementes ao acido sulfurico (Figura 1C). No entanto, longos periodos de imerséo
(acima de 120 minutos) promoveram germinagcdo com dano devido uma maior velocidade na
absorcdo de &agua ocasionada pela deterioracdo do tegumento, além de ter afetado o
desenvolvimento normal do processo germinativo das sementes.

A depender do tempo de imersdo das sementes ao &cido, a embebicdo poderd ou ndo
ocasionar uma germinacao com plantulas normais. Assim, a utilizacdo do acido por 30, 45 e 60
minutos, pode promover o desgaste do tegumento, entretanto sem comprometer a integridade dos
tecidos preponderantes a germinagédo e geracdo de novas plantulas, promovendo com isto alta
porcentagem de germinagédo (Figuras 2B, C, D e E). J4 a imers@o em periodos prolongados (120,
180 e 240 min) comprometeu as estruturas internas da semente, prejudicando o processo

germinativo (Figuras 2F, G e H).
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Figura 1. Porcentagem de germinacgao (G%) (A), indice de velocidade de germinacéo (IVG) (B) e
tempo médio de germinacdo (TMG) (C) de Sesbania virgata (Cav.) Pers. em funcao da exposicao

ao acido sulfarico.
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Figura 2. Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. submetidas a diferentes tempos de imerséo
em acido sulfarico: 0 (A), 15 (B), 30 (C), 45 (D), 60 (E), 120 (F), 180 (G) e 240 minutos (H).

Na descricdo estrutural do tegumento verificam-se quatro diferentes estratos presentes nas
sementes de S. virgata, sendo eles: cuticula cerosa; camada de células palicadas - formadas por
macroesclereides alongadas no sentido radial; uma camada de células ampulheta em formato
alongado - chamadas de células em pilar, hourglass ou osteoesclereides; e uma camada de células

parenquimaticas, encontrando-se parcialmente e/ou completamente condensados (Figura 3).

Figura 3. Seccdes transversais do tegumento de sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers.
analisadas por microscopia Optica. Onde: ct (cuticula), cp (células palicadicas), os (osteosclereides),
cpa (células parenquiméticas), *camada de aleurona e en (endosperma).

O &cido sulfarico concentrado como ferramenta de superagéo de dorméncia, produziu danos
fisicos, os quais, a depender do periodo de exposicéo, causaram injdrias irreversiveis a germinacao
das sementes de S. virgata. No tratamento com acido durante 45 minutos, pode-se observar que a
maior parte da superficie mais externa da semente, camada cuticular, tem aparéncia enrugada e
espessura depreciada. E possivel observar ainda o inicio da degradacéo destas primeiras camadas

de células protetoras, causadas pela agéo corrosiva do 4cido sulfurico (Figura 4D).
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A medida que o tempo de imers&o foi aumentando, a partir de 60 minutos, fica evidente a
acdo abrasiva do acido sobre os tecidos mais internos do tegumento, refletindo na degradacgéo
parcial da camada pali¢cadica e producdo de fissuras ao longo dos tecidos do tegumento (Figura
4E). Na exposicdo das sementes de S. virgata durante 120 minutos, evidenciou-se a
desestruturacdo de todas as camadas do tegumento, ficando impossibilitada a identificagéo de seus
respectivos estratos (Figuras 4F). J& a exposi¢do a tempos superiores (180 e 240 minutos) foi
verificado a remogdo total do tegumento e producdo de danos diretos ao endosperma e,

consequente, morte do embrido (Figura 4G e H).
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Figura 4. Secc¢les transversais do tegumento de sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers.
analisadas por microscopia Optica. Tempos de imersédo: 0 (A), 15 (B), 30 (C), 45 (D), 60 (E), 120
(F), 180 (G) e 240 minutos (H).

DISCUSSAO
Os efeitos observados sobre a germinacédo de sementes de S. virgata, provavelmente, estdo
associados a acdo corrosiva do acido concentrado, assim como verificados no trabalho de

Dousseau et al. (2007), onde o &cido sulfurico a 98% promoveu efeitos negativos sobre a
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germinabilidade de sementes de Fabaceae, reduzindo-a em aproximadamente 90% em relacdo ao
tratamento de maior eficacia.

Além dos indices de germinacdo, o vigor das sementes de Fabaceae também pode ser
influenciado pela presenca de acido sulfdrico (Lima et al., 2014). Costa et al. (2013) constataram
gue sementes de Bauhinia forficata quando imersas em acido sulfarico por 5, 10 e 15 minutos,
obtiveram maiores indices de velocidade de germinacédo e menores tempos médios de germinacgao.
Em sementes de Chloroleucon foliolosum a escarificacdo com &cido sulfurico por 15 ou 30 minutos
também foi eficiente para superacdo da dorméncia, ao aumentar a porcentagem de germinacao e
o indice de velocidade de germinacdo (Silva et al., 2014). Em adicdo, Montoan et al. (2012)
verificaram que quando as sementes de Adenanthera pavonina L. séo expostas ao &cido sulfarico
por 30 minutos aumentaram a porcentagem de germinacao em 65%, enquanto que, aos 40 minutos,
a germinacéao diminuiu (53%) e aumentou o nivel de sementes deterioradas.

A partir das caracteristicas anatémicas gerais observadas no tegumento das sementes de
S. virgata, é possivel concluir que estas, de acordo com a classificacdo de Corner (1976), se
enquadram como sementes exotestais; caracterizadas por possuirem camadas de células
mecanicas predominantemente face mais externa da testa. Sementes desse tipo s&o bastante
comuns em espécies de Fabaceae como pode ser visto nos estudos com morfoanatomia de
sementes de Adesmia tristes (Ferreira et al., 2011) e Amburana cearenses (Loureiro et al., 2013).

Em espécies como S. virgata, a camada cuticular espessa auxilia na protecdo e
impermeabilidade do tegumento representando a primeira barreira a embebi¢do. Logo apos as
células da cuticula um conjunto de células formadas por macroesclereides, conhecidas por camada
palicadica, que funcionam como uma barreira impermeavel que impede a absor¢cdo de agua por
conta de seu arranjo fisico e por seus revestimentos quimicos - lignina, cutina, suberina, ceras; e
gue de acordo com Abreu et al. (2012) se trata de um tecido bastante caracteristico de sementes
da familia Fabaceae.

Adjacente as células palicadicas, encontra-se um grupo de células subepidérmicas
alongadas, com as extremidades alargadas que lembram a forma de um 0sso e denominam-se
osteosclereides. Geralmente nestas células had a ocorréncia de uma dupla camada de
osteoesclereides, uma vez que estas sdo comuns em sementes de leguminosas; como também
uma camada externa e uma mais interna, que formam uma barreira dupla para a entrada de agua
e oxigénio na semente (Ferreira et al.,2011). Entretanto, nas sementes de S. virgata ndo foram
evidenciadas tais camadas. O ultimo e mais interno estrato encontrado foi uma camada de células
parenquimaticas. Segundo Tonini et al. (2006), em sementes de S. virgata, este conjunto de células
compactadas e vivas possuem atividade metabdlica elevada no processo germinativo (quatro e
cinco dias apos a embebi¢céo) e pés-germinativo.

Na face mais interna das sementes de S. virgata, foi possivel observar a camada de

aleurona, que permaneceu ligada a camada de parénquimas e localizava-se entre a testa e 0
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endosperma. As células deste estrato, além de possuirem paredes espessas e alta concentragcéo
de enzimas hidroliticas digestivas, ainda compdem um conjunto de células ricas em lipidios,
proteinas e corpos amiloplastos (Ozbek et al., 2016). Além disso, Potomati; Buckeridge (2002), ao
descreverem as sementes desta espécie, garantem que a morfologia destas seria mais similar a de
Trigonella foenum-Graecum e Cyamopsis tetragonolobus, do que, por exemplo, para as sementes
de Ceratonia siliqua, por ndo possuem uma camada de aleurona.

Matos et al. (2015) observaram que as alteracbes anatdbmicas na camada palicadica
favoreceram a germinacdo de sementes de Libidibia ferrea aos 20 e 40 minutos de imersdo em
acido sulfarico concentrado, onde a remocdo do tegumento causada aos 40 minutos, promoveu 0
dobro de remocdo da camada palicadica e os maiores incrementos para porcentagem de
germinagao destas sementes.

Por outro lado, Alves et al. (2009) constataram que periodos prolongados de exposi¢éo da
semente ao acido sulfarico levam a reducgao de vigor por provocar ruptura parcial das estruturas do
tegumento das sementes. Ademais, Torkamani et al. (2013) afirmaram que decréscimos na taxa de
germinacdo de sementes de Valeriana officinalis L. sdo explicadas pelos danos causados ao
embrido, em funcdo de periodos mais longos de exposicdo e maiores concentracdes de acido

sulfdrico.

CONCLUSOES

A aplicacdo do &cido sulfurico é eficiente na superacdo da dorméncia de sementes de S.
virgata (Cav.) Pers. Portanto, exposi¢éo das sementes ao acido nos periodos de 30, 45 e 60 minutos
aumenta a porcentagem de germinacao e o surgimento de plantulas normais.

A exposigdo das sementes de S. virgata (Cav.) ao acido sulfarico em periodos iguais ou
superiores a 120 minutos, promove a geracao de novas plantulas anormais, e reducao do vigor das

sementes em funcdo das alteracdes morfoanatdmicas em todos os estratos do tegumento.
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