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Introducéao

A lignina é um complexo heteropolimero natural encontrado na parede
celular de plantas vascularizadas. Perdendo somente para a celulose,
é o segundo maior componente da parede celular. Sua presenca
fornece a planta rigidez, suporte estrutural e impermeabilidade a dgua
(FRY, 1986; BAY, 1995). Essa é sintetizada pelas plantas a partir

da polimerizacao de alcool p-hidroxicianamil substituindo-o através

da catdlise de peroxidases. Sua formacao pelos alcoois cianamilicos
precursores varia de acordo com o tecido vegetal, idade, clima, luz
solar e temperatura (VAN SOEST et al, 1991).

Alguns autores enfatizam estudos com essa substancia, pois a sua
presenca na parede celular do tegumento oferece a planta resisténcia
a danos mecénicos. (RIJO, 1983). Como a semente de soja é muito
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suscetivel ao dano mecénico (FRANCA, 1984), a qualidade da semente
acaba sendo comprometida nos processos de colheita e manuseio
(COSTA, 1987).

A variabilidade genética da soja para resisténcia ao dano mecanico foi
demonstrada por Carbonell e Krzyzanowski (1995), que através do
teste do péndulo, classificaram 12 cultivares de soja em trés grupos
de resisténcia: resistentes, moderadamente resistentes e suscetiveis.
Posteriormente, Alvarez et al. (1997) demonstraram que tal
superioridade de qualidade de semente da cultivar Doko era atribuida
ao maior conteudo de lignina no tegumento de suas sementes, que
possuiam indices acima de 6%, verificando uma estreita correlacao
entre o conteddo desse polimero e a resisténcia ao dano mecénico,
indicando a importancia da selecédo de linhagens com alto teor de
lignina para a geracao de cultivares com melhor qualidade de semente.

Os métodos mais comuns para a determinacdo da Lignina sdo o de
Klason, e os que utilizam Acido Tioglicélico, e Brometo de Acetila.
Destes métodos o mais rapido, simples e que apresenta melhores
indices de recuperacao de lignina € o método com Brometo de Acetila
(MOREIRA-VILAR, 2014), o qual também foi escolhido como padrao de
referéncia para o método espectrofotométrico por FUKUSHIMA, 2000.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as diferencas nos teores de lignina
nas folhas, vagens e tegumentos de trés cultivares de soja, utilizando
para a sua determinacao o método espectrofotométrico com Brometo
de Acetila.

Material e métodos

Para determinar a quantidade de lignina nas folhas, estas foram
inicialmente selecionadas com e sem ferrugem; posteriormente,

foram separadas para andlise com pedunculo e nervuras e somente o
limbo foliar. Na analise do tegumento as sementes foram imersas em
agua por aproximadamente 12 horas, em um béquer de 50 mL, para
posterior separacdo dos tegumentos. Para a quantificacao de lignina
na vagem, foram retiradas e descartadas todas as sementes. Todos os
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materiais, folhas, tegumentos e vagens foram secos em estufa, por 16
horas a 80°C.

Os tecidos a serem analisados foram submetidos a um tratamento
prévio para excluir as proteinas e outros materiais absorventes de UV.
Esta remocao é essencial para evitar a medicao destes constituintes
em conjunto com a lignina a 280 nm. Amostras secas (0,3 g) foram
homogeneizadas em tampao de fosfato de potassio 50 mM (7 ml, pH
7,0) utilizando um almofariz e um pildo e, em seguida, transferida para
um tubo de centrifugacdo. O material homogeinizado foi centrifugado
(1400 x g, 5 min) e depois lavado e centrifugado duas vezes com
tampao de fosfato (pH 7,0; 7 ml), trés vezes com 1% (v / v) de Triton
X-100 em tampao a pH 7,0 (7 ml), duas vezes com 1 Molar de NaCl
em tampao de pH 7,0 (7 ml), duas vezes com agua destilada (7 ml), e
duas vezes com acetona (5 ml). O sedimento foi seco sob vacuo e logo
apdés em uma estufa (60 °C, 24 h). A matéria seca foi definida como a
fracdo da parede celular livre de proteinas.

Aliquotas (20 mg) desse material foram colocadas em tubos de
centrifuga com tampa de rosca contendo 0,5 ml de brometo de acetila
a 25% (v / v em &cido acético glacial) e incubadas a 70 °C durante

30 min. Depois de completa a digestdo, a amostra foi colocada
rapidamente num banho de gelo, e, em seguida, misturada com 0,9

ml de NaOH 2 M, 0,1 ml de 7,5M de hidroxilamina-HCI, e com um
volume de acido acético glacial suficiente para a solubilizacdo completa
do extrato de lignina. Apdés a centrifugacéao (1400 x g, 5 min), a
absorbancia do sobrenadante foi medida a 280 nm.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 3
repeticoes composta 4 sub-amostras cada uma, das cultivares BRS
360 RR, Doko e VMAX. As variaveis respostas analisadas foram
porcentagem de lignina na parede celular das vagens, tegumento e
folhas. A andlise de variancia (ANOVA) e os testes de comparacao de
médias pelo teste de Tukey (p < 0,05) foram utilizados (CANTERI,
2001).
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Resultados e discussao
Nao foram observadas diferencas significativas entre as cultivares
avaliadas quanto ao percentual de lignina nas vagens (Tabela 1.)

Na anélise de lignina do tegumento das sementes das cultivares
BRS 360RR e V-MAX, observou-se diferenca significativa entre os
gendtipos avaliados (Tabela 2).

Quando foram analisadas folhas infectadas com ferrugem, foi
detectado um aumento da quantidade de lignina na parede celular das
folhas em diferentes épocas. Sabe-se que a planta altera a quantidade
de lignina em sua parede celular conforme o estddio de maturacéao
(Tabela 3).

Na analise das folhas das cultivares (folhas completas) BRS 360RR
e Doko também ocorreu diferenca significativa na concentracao de
lignina na parede celular (Tabela 4).

Concluséo

Faz-se necessario um estudo mais detalhado para avaliar se ocorre
variabilidade genética para teor de lignina nas vagens de distintos
cultivares, por ser este o primeiro tecido protetor da semente no campo
e nas cultivares avaliadas nao foi observada variacao.

Na analise da concentracao de lignina nos tegumentos das cultivares
V-MAX e BRS 360 RR foi detectada uma diferenca que ja éra esperada,
dado que a cultivar V-MAX é conhecida por ter sementes com alta
resisténcia aos danos mecanicos.

Na analise das folhas com ferrugem observou-se um aumento no
teor de lignina conforme avancou o estadio de desenvolvimento.
Uma hipétese que pode ser discutida é que esse aumento pode ser
entendido como uma reacao de defesa da planta a acdao do fungo
quanto a penetracao via parede celular.
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A variacao no teor de lignina nas folhas de distintos cultivares € um
indicativo de que existe variabilidade genética para teor de lignina nas
folhas.
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Tabela 1. Percentual de lignina da parede celular das vagens das cultivares BRS 360RR e

Doko
Lignina
Cultivares
%
BRS 360 RR 7,99a
Doko 7,64a
C.V.: 2,46%

Medias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 2. Percentual de lignina da parede celular dos tegumentos das sementes das
cultivares BRS 360RR e V-MAX.

Cultivares Lignina
%
BRS 360 RR 3,.47a
V-MAX 5,03b
C.V.: 2,30%

Medias seguidas de letras distintas diferem entre si segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 3. Percentual de lignina na parede celular das folhas da cultivar BRS 360RR com
ferrugem em diferentes épocas de coleta.

Epocas Lignina
%
Epuca 1 9,45a
Epoca 2 11,67b
CV.:4,21%

Epoca 1 corresponde a data de plantio de 04/02/2015 e Epoca 2 data de plantio 19/01/2015.
Medias seguidas de letras distintas diferem entre si segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 4. Percentual de lignina na parede celular das folhas das cultivares BRS 360RR e

Doko.
Cultivares % de Lignina
BRS 360 RR 6,58a
Doko 5,95b
C.V.: 3,26%

Medias seguidas de letras distintas diferem entre si segundo o teste de Tukey (p < 0,05).



