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RESUMO

A espécie Phyllanthus niruri L., popularmente conhecida como Quebra-Pedra, € uma planta
medicinal amplamente utilizada pela humanidade ao longo de sua histéria. E usada
principalmente para auxiliar na eliminacdo de célculos renais e ja ha estudos que comprovam
seu potencial hepatoprotetor, anti-inflamatorio e antioxidante. Existem diversas pesquisas em
relacdo aos aspectos médicos e farmacoldgicos dessa espécie, entretanto ha poucas pesquisas
sobre 0s seus aspectos agrondmicos, principalmente no que diz respeito as caracteristicas das
sementes. Dessa forma, objetivou-se nesse trabalho, analisar os aspectos fisicos, o
comportamento germinativo e o espectro no infravermelho préximo das sementes de quebra-
pedra, relacionando-os com a coloracdo das mesmas. Foi observado que as sementes
apresentam heteromorfia e desse modo foram divididas de acordo com sua coloracdo, em
marrons e amarelas, e foram avaliados os seguintes parametros: peso de mil sementes, analise
de raios-X, biometria das sementes, germinacao, indice de velocidade de germinacéo (IVG) e
o0s espectros no infravermelho préximo. Foi também realizado o teste de tetrazolio para a
identificacdo de sementes viaveis dentre as remanescentes ao final do teste de germinacéo.
Foram utilizadas quatro temperaturas (25, 30, 35 °C e alternada 25 - 35 °C) e dois regimes de
luz (luz e escuro) para avaliar a germinacdo. Foi observada germinacdo apenas nas sementes
marrons e 0s maiores valores desse parametro foram observados na presenca de luz com
temperatura de 25 °C. Observou-se também que as sementes marrons estdo mais
desenvolvidas do que as sementes amarelas e recomenda-se 0 uso das sementes marrons para
um eventual cultivo. No segundo capitulo do trabalho foram utilizadas apenas as sementes
marrons, e o objetivo foi verificar a dorméncia assim como a superagdo desta. Foram
realizados trés experimentos, utilizando diversos tratamentos de superacdo de dorméncia. No
primeiro foram estabelecidos quatro tratamentos, sendo estes: controle, dgua quente, KNO3
50Mm e GA; 10uM e dois regimes de luz (luz e escuro). Outros dois experimentos foram
realizados a partir dos resultados desse primeiro teste, variando a concentracdo do KNOs,
combinando com GA; e o fotoperiodo. Em todos os experimentos foi realizado o teste de
tetraz6lio nas sementes remanescentes do teste de germinacdo. Foram avaliados a
porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo (IVG) e porcentagem de
sementes viaveis. Foi constatado que as sementes apresentam dorméncia, sendo esta
fisioldgica, e que os tratamentos com KNOj3 nas concentra¢des de 50 e 100 Mm foram os mais
efetivos na promocdo da germinacdo e aumento do IVG. Entretanto essa efetividade esta
diretamente ligada a concentracdo dos compostos utilizados.

Palavras chaves: Germinacdo, Dorméncia, Coloracdo, Biometria, Heteromorfia.



ABSTRACT

The species Phyllanthus niruri L., popularly known as Stone-Breaker, is a medicinal plant
widely used by mankind throughout its history. It is mainly used to aid in the elimination of
kidney stones and there are already studies that prove its potential hepatoprotective, anti-
inflammatory and antioxidant. There are several researches regarding the medical and
pharmacological aspects of this species, however, there is little research on its agronomic
aspects, especially with regard to the characteristics of the seeds. The objective of this work
was to analyze the physical aspects, the germinative behavior and the infrared spectrum near
the rock breaking seeds, relating them to their coloring. It was observed that the seeds showed
heteromorphism and were therefore divided according to their coloration in brown and
yellow, and the following parameters were evaluated: weight of one thousand seeds, X-ray
analysis, seed biometry, germination, speed index Germination (IVG) and near-infrared
spectra. The tetrazolium test was also performed to identify viable seeds among the remaining
seeds at the end of the germination test. Four temperatures (25, 30, 35 °C and alternating 25 -
35 °C) and two light regimes (light and dark) were used to evaluate germination. Germination
was observed only in brown seeds and the highest values of this parameter were observed in
the presence of light with a temperature of 25 °C. It was also observed that the brown seeds
are more developed than the yellow seeds and it is recommended the use of the brown seeds
for an eventual cultivation. In the second chapter of the study, only the brown seeds were
used, and the objective was to verify dormancy as well as to overcome it. Three experiments
were carried out, using several treatments of dormancy overcoming. In the first one, four
treatments were established: control, hot water, 50 mM KNO3; and 10uM GA; and two light
regimes (light and dark). Two other experiments were carried out from the results of this first
test, varying the KNO3z concentration, combining with GA; and the photoperiod. In all
experiments the tetrazolium test was carried out on the remaining seeds of the germination
test. The percentage of germination, germination speed index (IVG) and percentage of viable
seeds were evaluated. It was verified that the seeds present dormancy, being this
physiological, and that the treatments with KNO3 in the concentrations of 50 and 100 mM
were the most effective in the promotion of the germination and increase of the IVG.
However, this effectiveness is directly linked to the concentration of the compounds used

.Key Words: Germination, Dormancy, Color, Biometry, Heteromorphism.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

A espécie Phyllanthus niruri L. € uma das plantas medicinais mais tradicionais da
cultura popular mundial. Presente nos sistemas médicos mais antigos do planeta é conhecida
no Brasil como Quebra — Pedra e é usada popularmente para o tratamento de diversas
enfermidades como: diabetes, malaria, febre, diarreia, urolitidse. Em diversos estudos tem
sido confirmado o potencial dessa espécie na prevencdo e combate a urolitiase e acao
hepatoprotetora contra o virus da hepatite B, além de diversos trabalhos preliminares nos
quais foram descritos o seu potencial anti-inflamatorio, antioxidante, antimicrobiano, entre

outros.

Entretanto, mesmo com essa relevancia em relagdo aos aspectos farmacoldgicos,
existem poucos estudos sobre 0s aspectos agronémicos, que sdo de fundamental importéncia
para sistematizar e coordenar os métodos de obtencdo dessas plantas. Boa parte das espécies
medicinais atualmente é obtida por meio do extrativismo, pratica essa que pode causar danos
irreparaveis a populacdo das espécies desejadas e ao meio ambiente, além de prejudicar o
comércio de plantas medicinais e ndo ser uma fonte segura de fornecimento de matéria —

prima vegetal para o uso na producdo de medicamentos.

Phyllanthus niruri L. se propaga principalmente por sementes e foi observado que
heteromorfia nestas, possibilitando que sejam divididas em duas cores: amarelas e marrons.
Esse fenbmeno pode esta associado ao estadio de maturacdo fisiolégica da espécie. Os
estudos sobre a maturacdo fisiologica sdo importantes, pois esse processo € de grande
importancia para o entendimento e elucidacdo do momento em que a semente atinge o
méaximo de vigor e viabilidade. Além disso, em espécies que sdo pouco estudadas e nédo
domesticadas, geralmente sdo observadas sementes dormentes, outro fator que deves ser
considerado para se entender o0 comportamento germinativo das sementes dessa espécie.

Diante da caréncia desse tipo estudo, com esse trabalho objetivou-se analisar os
aspectos fisicos, biométricos da semente e do processo de germinagédo de Phyllanthus niruri.
Assim se torna possivel verificar se a heteromorfia presente nas sementes esta associada com
a maturacdo fisioldgica e também se a espécie possui sementes dormentes e qual seria o

método mais eficaz para a superacdo dessa dorméncia. Sendo assim, se torna possivel
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fornecer informacdes bésicas sobre as caracteristicas das sementes que possam auxiliar no

processo de domesticacao e cultivo dessa espécie.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Plantas medicinais

Plantas medicinais podem ser definidas como todo e qualquer vegetal que possui, em
um ou mais 6rgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos para homens
ou animais, ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos (ZHANG, 1998;VEIGA,
PINTO; MACIEL, 2005). Essas plantas sdo muito importantes ndo s6 quando apresentam
efeito direto como agente terapéutico, mas também se funcionarem como base para a sintese
de drogas farmacologicas ou se forem utilizadas como modelos para a elucidacdo da acéo de
compostos farmacologicamente ativos (ZHANG, 1998). As propriedades medicinais dessas
espécies sdo reconhecidas até por outros primatas, como foi constatado por BOWLER et al.,
2015 atraves da observacdo de grupos de simios, os quais faziam uso repetido de algumas

dessas plantas.

A utilizacdo das plantas medicinais pela espécie humana como recurso terapéutico
remonta desde as civilizagfes mais antigas, sendo considerada uma das praticas mais remotas
utilizadas pelo homem para cura, prevencdo e tratamento de doencas, servindo como
importante fonte de compostos biologicamente ativos (ANDRADE et al., 2007; FIRMO et al.,
2011). De acordo com estudos arqueoldgicos tém sido observadas que as propriedades
terapéuticas das plantas sdo conhecidas desde os povos pré - historicos (KHAN, 2014;
HALBERSTEIN, 2005). Civilizagcbes como a egipcia, chinesa, indiana grega e mesopotamica
ja utilizavam as plantas medicinais de modo sistematico e produziram uma consideravel base
de material tedrico acerca da utilizacdo dessas espécies. (HALBERSTEIN, 2005; GURIB-
FAKIM, 2006).

Ao longo da historia, as plantas medicinais tiveram presenca marcante na sociedade,
entretanto, a partir do final século X1X, com o desenvolvimento dos medicamentos alopaticos
e inicio da industria farmacéutica propriamente dita, desencadeados pela sintese do acido
acetil salicilico (aspirina), houve um enfraguecimento da presenca das plantas medicinais na
cultura popular (RASKIN et al., 2002). Contudo, mesmo com essa redugéo, atualmente é
observado que o interesse e 0 uso dessas especies vém crescendo novamente. Cerca de 80%
da populacéo de paises em desenvolvimento dependem do uso dessas plantas para a atencéo
bésica a saude (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; VEIGA, 2008), situacdo essa
favorecida pelo prego muitas vezes inacessiveis dos medicamentos convencionais e ao fato de

que uma parcela significativa dessa populacao reside em locais muito distantes dos centros de
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salde (VEIGA, 2008). O uso das plantas medicinais também é muito comum em paises
desenvolvidos (ZHANG, 1998; WHO, 2005); em paises como Alemanha, Austrélia, Franca,
EUA, estima-se que aproximadamente 40 — 50% da populacdo fazem uso das plantas
medicinais ou de drogas derivadas destas (FAO, 2008), mas a utilizacdo nesses paises é em
sua maioria motivada por um modismo cultural que cerca os produtos de procedéncia natural
(VEIGA, 2008).

Aproximadamente 70.000 espécies de plantas sdo utilizadas mundialmente na
medicina popular e 0s nimeros sobre esse uso, quando avaliados por regido, sdo mais
consideraveis ainda. Na India, sdo usadas cerca de 7.500 espécies para fins medicinais, das
17.000 espécies nativas do pais (LANGE, 2004). Paises como China também tem um
expressivo uso dessas espécies (6.000) e na Europa, aproximadamente 2.000 espécies sao
usadas para fins medicinais (LANGE, 2004; LANGE, 2006).

E estimado que cerca de 40% dos medicamentos convencionais da terapéutica atual
foram desenvolvidos de fontes naturais e destes, 25% sao derivados de plantas medicinais.
Em alguns grupos de medicamentos essa porcentagem ainda € maior, chegando a 70% no
caso das drogas anticancerigenas e antibioticos (CALIXTO, 2000; CALIXTO, 2003). Embora
apenas 10% da biodiversidade mundial tenha sido estudada, cerca de 140 mil metabolitos
oriundos de plantas e microrganismos ja foram isolados e caracterizados, porém ainda nédo
foram biologicamente avaliados (CALIXTO, 2003).

2.2 Economia e cultivo de plantas medicinais

O aumento no uso das plantas medicinais, reflete naturalmente no comércio dessas
espécies. No periodo de 1991 — 2003, o montante de plantas medicinais comercializadas foi
de aproximadamente 300.000 toneladas, rendendo uma circulacdo de capital consideravel.
Entretanto cerca de 80% desse comércio € monopolizado por apenas 12 paises (Tabela 1),
sendo estes em sua maioria europeus e da regido da Asia temperada (SCHIPPMANN;
LEAMAN; CUNNINGHAM, 2002; LANGE, 2004; LANGE, 2006). Em 2002 esse mercado
gerou uma receita de aproximadamente US$ 60.000.000 (FAO, 2008).



Quadro 1: Maiores exportadores e importadores de plantas medicinais no periodo de 1991 -

2003. Adaptado de Lange, 2006.

Pais Volume (Ton) Valor (US$) Pais Volume Valor
importador exportador

Hong Kong 59.950 263.484,200 China 150.600 266.038,500
EUA 51.200 139.379,500 Hong Kong 55.000 221.021,200
Japdo 46.450 131.031,500 india 40.400 61.665,500
Alemanha 44.750 104.457,200 México 37.600 14.257,500
Coréia do Sul 33.500 49.889,200 Alemanha 15.100 68.243,200
Franca 21.800 51.975,000 EUA 13.050 104.572,000
China 15.550 41.602,800 Egito 11.800 13.476,000
Italia 11.950 43.006,600 Bulgaria 10.300 14.355,500
Paquistéo 10.650 9.813,800 Chile 9.850 26.352,000
Espanha 9.850 27.648,300 Marrocos 8.500 13.685,400
Reino Unido 7.950 29.551,000 Albania 8.050 11.693,000
Malésia 7.050 38.685,400 Cingapura 7.950 52.620,700
TOTAL 320.550 930. 524, 400 TOTAL 368.100 847.980,800

O aumento do uso de plantas medicinais gera uma demanda crescente e continua
dessas espécies, tanto por razdes comerciais Como para 0 consumo proprio, o que pode levar a
problemas, como o esgotamento desse recurso. Um agravante para essa questdo € que uma
parte significativa das espécies medicinais utilizadas no mundo €é obtida por meio do
extrativismo, principalmente devido a falta de informagdes e dificuldades no cultivo
(CARVALHO; ANNE; CARNELOSSI, 2010). Das 400 espécies utilizadas para a producao
de medicamentos na India, apenas aproximadamente 20 sdo oriundas de cultivo
(SCHIPPMANN; LEAMAN; CUNNINGHAM, 2002). Na Alemanha, das 1.543 espécies
medicinais comercializadas, apenas 3 — 6% s&o obtidas por meio do cultivo (SCHIPPMANN;
LEAMAN; CUNNINGHAM, 2002; (LANGE, 2004). Outro fator que mantém a preferéncia
do uso de plantas medicinais coletadas do seu ambiente natural (selvagens), o cultural. Isso
ocorre em diversos paises, dentre eles a China, em relagdo ao uso das raizes do Ginseng, e em
Botsuana, onde os usuérios tradicionais de plantas medicinais afirmam que o material advindo

de plantas cultivadas ndo tem o mesmo “poder” do material advindo de plantas selvagens

(SCHIPPMANN; LEAMAN; CUNNINGHAM, 2002).
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Além disso, de acordo com alguns estudos, o teor e diversidade de metabdlitos
secundarios em plantas selvagens sdo maiores do que nas cultivadas, devido ao maior tempo
de desenvolvimento e o grande nimero de interacfes ecoldgicas em que essas plantas estdo
inseridas, que supera em muito o das plantas cultivadas (SCHIPPMANN; LEAMAN;
CUNNINGHAM, 2002; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

E constatado que o cultivo de plantas medicinais apresenta diversas vantagens,
principalmente quando se analisa pela perspectiva de mercado, como por exemplo: A
padronizacdo do material utilizado (massa, condic¢des de cultivo, manejo); a garantia de que a
espécie que estd sendo utilizada é realmente a espécie indicada, evitando assim adulteracfes
ou o risco de consumo de alguma espécie toxica por engano; controle de qualidade
assegurado e o produto pode ser ajustado ao regulamento e preferéncia dos consumidores
(SCHIPPMANN; LEAMAN; CUNNINGHAM, 2002; PHONDANI et al., 2016). O cultivo
pode contribuir também de maneira significativa para amenizar a perda de diversidade
provocada pelo extrativismo e além disso permite um manejo na producdo de modo a
possibilitar um aumento no teor de principios ativos na planta (MARCHESE; FIGUEIRA,
2005; PHONDAN! et al., 2016).

2.3 Plantas medicinais no Brasil

Atualmente, no Brasil estima-se que aproximadamente 90% da populagdo ja fez uso
de alguma planta medicinal nos ultimos anos (ETHUR et al., 2011). As raizes historicas do
uso das plantas medicinais no pais remontam a pratica indigena, que influenciada pelas
culturas africana e portuguesa, produziu uma vasta base de conhecimento popular
(TEIXEIRA et al.,, 2002; GIRALDI; HANAZAKI, 2010). Dessa miscigenacdo cultural
resultou uma das farmacopeias populares mais diversas do mundo (MELO et al., 2007).

Justificada pela caréncia de estudos na area e pela presenca marcante das plantas
medicinais na cultura popular brasileira, foi aprovada em 2006 a Politica Nacional para
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, e que juntamente com A Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no SUS (PNPICS), também de 2006, representaram um marco
na regulamentacdo do uso dessas plantas e serviram como base para a criacdo do Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, em 2009 que tem por objetivos a ampliacdo
das opcOes terapéuticas no atendimento médico, além da manutengdo, protecdo ao
conhecimento tradicional e a biodiversidade nacional, além de inclusdo social e
fortalecimento da agricultura familiar (BRASIL., 2009).
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Em 2005, foi criada a RDC N ° 267, que aprova o regulamento técnico de plantas que
sdo usadas para preparar chd e em 2010 foi lancada a RDC N° 17, que estabelece 0s requisitos
minimos a serem seguidos na fabricacdo de medicamentos para padronizar a verificacdo do
cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos (BPF) de uso humano
durante as inspecOes sanitarias, incluindo os medicamentos fitoterapicos. Essas medidas
regulam e consolidam definitivamente o uso das plantas medicinais no pais (BRASIL, 2005;
BRASIL, 2010).

2.4 Phyllanthus niruri L.
2.4.1 Aspectos botanicos e taxondGmicos

O primeiro registro de Phyllanthus niruri L vem do livro Hortus Cliffortianus, que
relata a espécie como bem definida botanicamente mas sendo sistematicamente mal
interpretada por autores subsequentes (WEBSTER, 1956). Atualmente essa espécie pertence a
familia Phyllanthaceae, que antigamente era uma subfamilia de Euphorbiaceae (BREMER et
al., 2003). De acordo com WEBSTER, 1970, P. niruri é geralmente de porte herbéceo,
subarbustos e raramente encontrada como arbusto, podendo ser monodica ou didica, com
distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, abrangendo desde o continente asiatico até a
América. Fontes mais recentes afirmam que P. niruri pode ser descrita como erva simples, em
média com 50 cm de altura, até muito ramosa, caule principal cilindrico com folhas reduzida a
escamas. A espécie é distribuida amplamente em regides tropicais e subtropicais,
especialmente na Asia, mas espalhadas pelos mais variados ambientes (ULYSSEA;
AMARAL, 1997)

MARTINS; LIMA; CORDEIRO, (2014) fizeram uma caracterizacdo detalhada dos
aspectos morfologicos dessa espécie afirmando as seguintes caracteristicas: “Ervas monoicas,
0,52 m alt.; com ramificacBes filantoide, caule liso, ramos cilindricos, glabros. Folhas
membranaceas, levemente discolores, com comprimento de 2-12(-19) x 1,5-6(-10) mm;
oblongas; apice arredondado, apiculado; base assimétrica a cordada; faces adaxial e abaxial
glabras; margem plana; nervagdo cladodroma; peciolos 1-1,5 mm compr; estipulas 1-2 mm
compr., estreitamente triangulares a lineares, glabras. Inflorescéncias em cimulas axilares,
compostas, geralmente, por flores solitarias; bracteas 1-4 mm compr., lineares. 1,5-2 mm
compr., obovais a largamente obovais, membranaceas; estames 3, filetes completamente
livres, anteras com deiscéncia horizontal; disco 5-segmentado; pedicelo 2,5-4 mm compr.

Flores femininas 2,5-3 mm compr.; sépalas 5, 2-3 mm compr., obovais a largamente obovais,
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membranéceas; ovario ca. 0,5 mm compr., estiletes 3, 2-fidos até a metade; disco inteiro;

pedicelo 2-5 mm compr. Cépsulas ca. 2 x 3 mm.”

Esta espécie estd distribuida em ambientes como floresta Amazonica, sudeste da
india e da China (COUTO et al., 2013; PORTO et al., 2013). No Brasil é encontrada em
praticamente em todo o pais, sendo considerada uma planta daninha. E uma planta ruderal que
cresce principalmente durante a estacdo chuvosa em praticamente todos os tipos de solo,
sendo bastante comum em fendas de calgadas terrenos baldios, quintais e jardins, sendo
registrada em todos os estados brasileiros (LORENZI; MATOS, 2008). Em termos de
propagacdo, a de P. niruri é basicamente por sementes, apesar de possuir potencial para a
propagacdo por meio de estaquia (CONSATTI; FREITAS; PERICO, 2002). Embora a
propagacao por sementes ser a mais recomendada para o cultivo dessa espécie (LORENZI;
MATOS, 2008), a germinacdo é muito baixa (VENTURI; RANDI, 1997;SHAKILA,
ARUMUGAM RAJESWARI, 2006).

2.4.2 Uso medicinal e propriedades farmacolégicas

Phyllanthus niruri L. € uma das espécies mais importantes na cultura tradicional
mundial. Esta presente nos sistemas médicos mais tradicionais do mundo como, por exemplo,
na medicina tradicional chinesa, no Jamu Indonesiano e no Ayurveda, medicina milenar e
tradicional hindu (BAGALKOTKAR et al., 2006). Esta espécie € utilizada popularmente para
o tratamento de diversas enfermidades como: diabetes, malaria, febre, diarreia, urolitiase,
entre outras (GIRIBABU et al., 2014). Além disso, em pesquisas tém sido observada
promissora utilizacdo desta como hepatoprotetora (LIU et al., 2014), larvicida em relacdo ao
mosquito Aedes aegypti (SURESH et al., 2015), anti-inflamatédria e antinociceptiva (PORTO
et al., 2013), anti HIV (NAIK; JUVEKAR, 2003), antidiabética (OKOLI et al., 2010),
urolitidse (BOIM; HEILBERG; SCHOR, 2010; MARQUES, 2010) entre outras. Na
composicdo quimica da planta de P. niruri esta presente uma ampla gama de metabdlitos
secundarios, como flavonoides, taninos, lignanas, terpenos e cumarinas, que sdo 0s provaveis

responsaveis pela vasta aplicacdo medicinal desta planta (BAGALKOTKAR et al., 2006)

2.4.3 Aspectos da semente de Phyllanthus niruri

A espécie P. niruri se propaga principalmente por meio de sementes (LORENZI;

MATQOS, 2008) As sementes dessa espécie sdo descritas como triangulares com dorso
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longitudinalmente arqueado, medindo aproximadamente de 1,0 — 2,0 mm com coloragéo
castanha avermelhada (KISSMANN; GROTH, 1999; GARCIA et al., 2004,
BITTENCOURT; RESENDE; FAVEIRO, 2008). As sementes sdo castanhas, verruculosas e
com comprimento de 1.0 -1.5mm e possuem um dorso com verruculosidades em forma de
estrela com inscrustamentos e estruturas colunares verticais. As faces laterais e ventral dessa
semente também apresentam esse tipo de verruculisidade com incrustamentos (MACHADO,;
OLIVEIRA; MENTZ, 2005) Essas sementes ocorrem sempre aos pares em cada l6culo, a
espessura da testa é relativamente simples, o que pode caracteriza-la como semente nédo
dormente, entretanto mais estudos sdo necessarios para corroborar essa hipotese, mas se for
verdadeira, poderia explicar sua fécil disseminacdo e propagacdo, e o fato de serem
consideradas infestantes (BITTENCOURT; RESENDE; FAVEIRO, 2008).

Em relacdo a composicdo quimica das sementes, estas apresentam teor de o6leo
aproximadamente de 16%, sendo os &cidos linoleico e linolénico os seus componentes
principais, além de apresentarem também o &cido ricinoléico, mas em baixa quantidade
(1,2%). O teor de proteinas da semente é de cerca de 17% (AHMAD; HUSAIN; OSMAN,
1981).

2.5 Semente: definigdo, importancia e maturacéo fisioldgica.

A palavra semente deriva do latim seminilla, que é o diminutivo de sémen, esperma
(DAMIAO FILHO, C. F.; MORO, 2001). Essa estrutura é o principal meio de perpetuacio
para a maioria das espécies e sua grande vantagem é a capacidade de distribuicdo da
germinacao no espaco e tempo, auxiliando assim na conservacao e na propagacao da espécie
(DEMINICIS et al., 2009).

A semente é um dos insumos mais importantes na agricultura moderna. E através dela
gue modificacdes e aperfeicoamentos gerados pelo melhoramento genético chegam ao
agricultor (POPINNIGIS, 1985). Além disso, as sementes estdo presentes de modo essencial
na dieta humana. O cultivo de gréos representa cerca de 90% das sementes cultivadas no
mundo, sendo assim um componente de grande importancia na alimentacdo (BEWLEY,
1997).

A semente passa por diversas modificacOes até esta apta para desempenhar o seu papel
biolégico na propagacao, e esse processo pode ser denominado de maturacgdo fisioldgica. A
maturagdo compreende as alteragdes morfoldgicas, fisioldgicas e funcionais que sucedem
desde a fertilizagdo do 6vulo e que culmina quando a semente atinge 0 ponto maximo de

matéria seca (POPINNIGIS, 1985). Nesse ponto (denominado ponto de maturidade
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fisiol6gica) a semente também atinge 0 maximo de vigor e poder germinativo. As principais
modificacbes observadas nas sementes durante esse processo sdo no teor de agua, matéria
seca, tamanho, poder germinativo, vigor e bioquimicas (POPINNIGIS, 1985; CARVALHO &
NAKAGAWA, 2000; VIDIGAL et al., 2009).

Foi observado que em algumas espécies, alguns aspectos de sementes e de frutos
fornecem ferramentas para a diferenciagdo dos estaddios de maturacdo fisioldgica. Forma,
tamanho, coloragdo, massa, grau de umidade sdo alguns desses aspectos (SILVEIRA;
VILLELA; TILLMANN, 2002; MEDEIROS et al., 2010).

Além dessas caracteristicas, foi observado variagdo nos aspectos bioquimicos das
sementes no decorrer do processo de maturacdo fisioldgica. Foram observadas alteracdes no
perfil de enzimas do sistema antioxidante, enzimas do metabolismo da glicose e lipidios e nas
proteinas LEA com o decorrer do processo de maturacdo (VIDIGAL et al., 2009; NAKADA
et al., 2010).

O estudo desse processo € de grande importancia, pois fornece instrumentos para se
conhecer o comportamento das espécies no que se refere a sua reproducdo, possibilitando,
assim, prever o estabelecimento e a época adequada de colheita, o que possibilita a producédo
de sementes com boa qualidade fisiologica (ALVES; SADER; ALVES, 2005).

2.5.1 Dorméncia

A dorméncia ocorre quando a semente, mesmo viavel e em condicdes ideais ndo tem a
capacidade de germinar por determinado periodo (ADKINS; BELLAIRS; LOCH, 2002;
BASKIN; BASKIN, 2004).

O bloqueio da germinacdo promovido pela dorméncia é uma estratégia benéfica
devido a promocdo da germinacdo ao longo do tempo, aumentando assim as chances de
sobrevivéncia da espécie. As sementes podem ser dispersas da planta matriz em diferentes
estados de dorméncia (polimorfismo) e desse modo a germinacdo é distribuida no tempo
(FOWLER; BIANCHETTI, 2000). Outra estratégia envolvendo a dorméncia é que as
sementes podem entrar em estado de dorméncia embrionaria, quando ap0s a dispersdo a
semente é submetida a condigdes desfavoraveis para a germinagdo (BASKIN; BASKIN,
2004; FOWLER; BIANCHETTI, 2000).

Apesar de ser uma adaptacdo que favorece a sobrevivéncia da espécie, esta passa a ser
um problema do ponto de vista tecnoldgico, quando as sementes sdo utilizadas para producéo

de mudas, em virtude do longo tempo para que ocorra a germinagéo, o que favorece o ataque
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de fungos podendo acarretar em grandes perdas (FOWLER; BIANCHETTI, 2000;
POPINNIGIS, 1985).

2.5.2 Tipos de dorméncia

Quando as sementes sdo dispersas da planta em estado de dorméncia, essa é
denominada de primaria (BEWLEY, 1997). E um tipo de dorméncia que ocorre em sementes
maduras, com tegumento permeavel a dgua e geralmente induzida pelo &cido abscisico (ABA)
(SAVAGE; MERTZGER, 2006).

Em sementes com dorméncia fisiol6gica ndo profunda, a dorméncia pode ser induzida
ap6s a dispersdo e nesse caso € denominada de secundaria (BASKIN; BASKIN,
2004;SAVAGE; MERTZGER, 2006). Desse modo, uma vez que a semente dispersa perca a
dorméncia primaria, em decorréncia de flutuacbes ambientais especificas, por exemplo, a
dorméncia secundaria pode imediatamente se estabelecer conforme as condi¢des do meio em
que a semente se encontra (CARDOSO, 2009).

Baseado em esquemas pregressos, BASKIN; BASKIN, (2004) construiram um
modelo de classificacdo que inclui cinco classes de dorméncia: Fisiologica, morfologica,
morfofisioldgica, fisica e combinada (fisica e morfoldgica).

A dorméncia fisiologica ¢ o tipo mais comum observado nas sementes. E muito
abundante em banco de sementes de regiGes temperadas e estd presente na maioria das
espécies consideradas modelo para o estudo de sementes (BASKIN; BASKIN, 2004). Esse
tipo de dorméncia pode ser dividida em trés niveis: Profunda, intermediaria e ndo profunda. E
um tipo de dorméncia ligada ao embrido e regulada basicamente em niveis metabdlicos e
génicos (CARDOSO, 2009).

Para a superacdo deste tipo de dorméncia, geralmente sdo utilizados métodos de
estratificacdo e aplicacdo de solucGes promotoras da germinacdo, como solu¢es de KNOs,
giberelinas, tiouréia, entre outras (CETINBAS; KOYUNCU, 2006; NETO et al., 2015).

A dorméncia morfoldgica esté relacionada ao grau de desenvolvimento do embrido.
Sementes com esse tipo de dorméncia apresenta embrides pequenos, pouco diferenciados e
pouco desenvolvidos (ADKINS; BELLAIRS; LOCH, 2002; BASKIN; BASKIN, 2004).
Embrides nesse estado, ndo apresentam dorméncia fisiologica e desse modo ndo necessitam
de tratamentos de superacdo de dorméncia, mas apenas de tempo para o desenvolvimento do
embrido (BASKIN; BASKIN, 2004).

A dorméncia morfofisioldgica é caracterizada pelo embrido ndo diferenciado junto

com algum componente fisiologico (BASKIN; BASKIN, 2004). Assim, para a superagédo da
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dorméncia, € requerido algum pré tratamento. Para a protrusdo e crescimento radicular é
necessario consideravelmente mais tempo do que nos casos de dorméncia morfologica
(BASKIN; BASKIN, 2004).

A dorméncia fisica é causada por algum bloqueio, de natureza fisica, na absorcao de
agua pela semente ou pelo impedimento da protrusdo radicular. Esse tipo de dorméncia
geralmente esta ligada ao tegumento, que devido a sua dureza pode bloquear tanto a entrada
de agua na semente como impedir a protrusdo radicular (ADKINS; BELLAIRS; LOCH,
2002; BASKIN; BASKIN, 2004). Um dos métodos mais utilizados para superacdo desse tipo
de dorméncia é a escarificacdo do tegumento da semente que pode ser fisica (remogdo do
tegumento por meio do uso de agentes quimicos ou fisicos), imersdo em agua fervente,
resfriamento ou corte de uma parte do tegumento. Alguns compostos quimicos (acidos nitrico
e sulfarico, peroxido de hidrogénio, hipoclorito de sédio) também sdo utilizados para
escarificar sementes (TUNG; SERRANO, 2011).

A dorméncia combinada ocorre quando é observado nas sementes as dorméncias
fisicas e fisioldgica (BASKIN; BASKIN, 2004). Desse modo o tegumento da semente é
impermedvel a agua e o componente fisiolégico da dorméncia ndo é profundo. Alguns
métodos como a estratificacdo e 0 armazenamento a seco sdo recomendados para a superacdo
desse tipo de dorméncia (BASKIN; BASKIN, 2004).

3. CONCLUSAO

As sementes de Quebra-Pedra apresentam heteromorfia e podem ser divididas em duas
cores: marrons e amarelas. Dentre estas, apenas as sementes marrons germinam e o maior
potencial de germinacdo foi observado na presenca de luz e na temperatura de 25°C.
Entretanto os valores da porcentagem de germinagdo, mesmo na temperatura ideal, sdo muito
baixos e dessa forma as sementes podem ser consideradas dormentes. De acordo com 0s
resultados do presente estudo, essa dorméncia é do tipo fisiologica e pode ser parcialmente
superada com KNO3; em determinadas concentragdes.

Por meio do presente estudo, alguns aspectos fundamentais para a compreensédo dos
processos fisioldgicos das sementes de P. niruri foram elucidados e isso pode servir de base
para a construgdo preliminar de projetos de domesticacdo dessa espécie. Entretanto s&o

necessarias mais pesquisas para a elucidagdo completa desses processos.
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RESUMO: Phyllanthus niruri L., conhecida popularmente por quebra-pedra, € uma
das espécies medicinais mais tradicionais conhecidas pela humanidade. A utilizacéo
popular é significativa e diversas pesquisas em relacdo aos aspectos farmacolégicos
estdo sendo realizadas. Entretanto apesar de sua importancia, poucos estudos
agronémicos foram realizados com essa espécie. Dessa forma, objetivou-se com
esse trabalho analisar os aspectos biométricos, o comportamento germinativo e o
espectro no infravermelho préximo das sementes de quebra-pedra, relacionando-os
com a coloracdo das mesmas. As sementes foram separadas quanto a cor do
tegumento em amarelas e marrons; foram avaliados 0s seguintes parametros: peso
de mil sementes, andlise de raios-X, biometria das sementes, germinacao, indice de
velocidade de germinacao (IVG) e os espectros no infravermelho préximo. Foram
utilizadas quatro temperaturas (25, 30, 35 °C e alternada 25 - 35 °C) e dois regimes
de luz (luz e escuro) para avaliar a germinacdo. Nao foi observada germinagéo nas
sementes amarelas e foi observada em sementes marrons maior porcentagem de
germinacgdo, assim como o IVG, a 25 °C. O maior peso de mil sementes foi nas
sementes marrons, por apresentarem maior preenchimento, de acordo com o0s
resultados da andlise de Raio X. Em relacdo a biometria, ndo foi observada
diferenca significativa entre as cores. O espectro no infravermelho proximo
diferenciou em dois pontos entre a coloragdo das sementes que corresponde as
moléculas poliamida 11 e arilpropandides.

Palavras — chave: Quebra—Pedra, biometria, morfologia. NIR.
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ABSTRACT: Phyllanthus niruri L., popularly known as stone breaker, is one of the
most traditional medicinal species known to mankind. The popular use is significant
and several researches regarding the pharmacological aspects are being carried out.
However, despite its importance, few agronomic studies were conducted with this
species. Thus, the objective of this work was to analyze the biometric aspects, the
germinative behavior and the infrared spectrum close to the rock breaking seeds,
relating them to their coloration. The seeds were separated as to the color of the
tegument in yellow and brown; The following parameters were evaluated: weight of
one thousand seeds, X-ray analysis, seed biometry, germination, germination speed
index (IVG) and near-infrared spectra. Four temperatures (25, 30, 35 °C and
alternating 25 - 35 °C) and two light regimes (light and dark) were used to evaluate
germination. No germination was observed in the yellow seeds and a higher
percentage of germination was observed in brown seeds, as well as the IVG, at 25
°C. The highest weight of one thousand seeds was in the brown seeds, because they
presented greater filling, according to the results of the X-ray analysis. Regarding the
biometry, no significant difference between the colors was observed. The near
infrared spectrum differentiated into two points between the seed coloration
corresponding to the polyamide 11 and arylpropanoid molecules.

Key —words: Break Stone, Biometrics, morphology, NIR.

INTRODUCAO

Dentre as espécies de plantas medicinais mais utilizadas destaca-se
Phyllanthus niruri L. conhecida popularmente no Brasil como quebra-pedra. Esta
espécie esta presente nos sistemas médicos mais tradicionais do mundo como, no
sistema médico Chinés, no Jamu Indonesiano e na Ayurveda (sistema médico
tradicional da india), ressaltando assim a sua importancia na histéria médica global
(BAGALKOTKAR et al., 2006). P. niruri é utilizada popularmente para o tratamento
de diversas enfermidades como: diabetes, malaria, febre, diarreia, urolitidse, entre
outras (OBIDIKE et al., 2010). Em sua composi¢cdo quimica estd presente uma
ampla gama de metabdlitos secundarios, provaveis responsaveis pela vasta
aplicacdo medicinal desta planta. Além disso, em pesquisas tem sido observada a
promissora utilizacdo desta como hepatoprotetora (LIU et al., 2014), larvicida em

relacdo ao mosquito Aedes aegypti (SURESH et al., 2015), anti-inflamatoria e
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antinociceptiva (Obidike et al. , 2010), anti HIV (NAIK & JUVEKAR, 2003),
antidiabética (OKOLI et al., 2010), urolitiase (MARQUES, 2013) entre outras.

Ainda que a espécie seja bem explorada do ponto de vista de suas aplicacdes
meédicas, existem poucos estudos de cunho agronémico e, por conseguinte, ha
poucas informacdes sobre seu comportamento ecofisioldgico, principalmente no que
diz respeito as caracteristicas da semente e 0os aspectos da germinacao.

Sementes de quebra-pedra apresentam um fendmeno denominado
heteromorfia e pode ser dividida em duas cores: amarela e marrom (VENTURI &
RANDI, 1997). Essa diferenca de cor pode estar associada a maturidade fisiologica,
sendo o aspecto morfolégico considerado muitas vezes um indicativo relacionado
aos estadios de maturacdo fisiologica (CASTELLANI et al., 2007). Quando a
semente chega nas etapas finais desse processo e atinge o denominado ponto de
maturidade fisioldgica, elas alcancam o maximo de vigor e viabilidade, o que pode
ser indicado pelo acimulo maximo de matéria seca e de parametros adicionais,
como peso, tamanho e teor de agua, culminando em um maior potencial de
germinacao (AVILA et al., 2009). Este processo geralmente € acompanhado por
visiveis mudancas no aspecto externo e na colora¢do dos frutos e das sementes
para a maioria das espécies (ALVES et al., 2005).

Também podem ser observadas alteracdes na composicdo quimica das
sementes conforme o desenvolvimento destas (NAKADA et al., 2011). Diversas
técnicas sao utilizadas na elucidacdo da composi¢do quimica das sementes e uma
com grande potencial para servir como indicativa desse aspecto € a Espectroscopia
no infravermelho proximo (NIR), que vem sendo uma técnica promissora na analise
organica qualitativa, sendo amplamente utilizada na area de quimica de produtos

naturais e de transformacodes organicas (LIMA & BAKER, 2011). Essa técnica utiliza
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uma espectroscopia vibracional que emprega radiacdo eletromagnética na faixa de
energia correspondente ao espectro de comprimentos de onda de 750 a 2.500 nm,
sendo que a quantidade de luz absorvida € proporcional a concentracdo dos grupos
funcionais de acordo com a lei de Beer (estabelece relacdo entre a absorbancia de
uma solucéo e a sua concentracdo, quando atravessada por uma radiacao luminosa
monocromatica) em dispersao nos meios, tais como em insumos agricolas (AGELET

et al., 2012).

Diante da caréncia de estudos de cunho agrondémico com a espécie e
sabendo que esse tipo de estudo é fundamental quando se trata de conhecimentos

para a domesticacao da planta.

Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho analisar 0s aspectos
biométricos, o comportamento germinativo e o espectro no infravermelho préoximo

das sementes de quebra-pedra, relacionando-os com a coloragéo das mesmas.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério Central de Sementes da Universidade
Federal de Lavras. As sementes de P. niruri utilizadas foram cedidas por meio de
parceria com o Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas
da UNICAMP (CPQBA/UNICAMP). As exsicatas para identificacdo taxondmica e

preservacao estdo depositadas no herbario da Unicamp sob codigo UEC 112740.

As sementes foram coletadas a partir dos frutos que se abriram durante o
processo de secagem; foram peneiradas e assopradas para limpeza. Os plantios
foram realizados no campo experimental da UNICAMP. A colheita pela qual essas

sementes foram obtidas foi realizada em 2013.
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Antes do inicio das analises as sementes foram separadas visualmente, com
auxilio de lupa, em duas colora¢cdes: amarela e marrom. Apés a separacao por cor,

as sementes foram avaliadas pelos seguintes testes e determinacgdes:

Grau de umidade: foi determinado por meio do método gravimétrico com a
utilizacdo de estufa a 130°C (BRASIL, 2009) que se baseia no peso da &agua
removida das sementes durante sua permanéncia na estufa. Como as sementes da
espécie em estudo sdo de pequeno tamanho, o tempo de permanéncia na estufa foi
curto (2 horas) e a massa de sementes utilizada para o teste foi de 0,1g. Devido a
esse mesmo fator, ndo foram usados 0s recipientes convencionais para esse teste,

mas pequenos recipientes feitos com papel aluminio.

Peso de mil sementes: foi separada uma amostra de trabalho com oito
repeticbes de 100 sementes cada provenientes da porgcao “Semente Pura” para
cada coloracdo. As sementes foram contadas manualmente e as repeticbes foram

pesadas em balanca de precisao (BRASIL, 2009).

Andélise de raios X: Foi utilizada para verificar a proporcdo de sementes
cheias e sementes vazias, além de poder detectar danos mecéanicos na semente. O
procedimento foi realizado utilizando quatro repeticbes com 50 sementes cada para
ambas as coloragfes. As sementes foram classificadas em cheias e vazias. Os

dados foram mostrados em porcentagem.

Biometria das sementes: As caracteristicas biométricas, circularidade,
didmetro e perimetro, das sementes foram aferidas por meio da captura de imagem
semi-automatizada do Sistema de Analise de Sementes (SAS), versao mini. Para
essa analise foram utilizadas quatro repeticbes com 50 sementes cada para ambas

as coloragoes.
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Espectroscopia de Infravermelho proximo (NIR): As amostras foram
submetidas a analise de espectroscopia de infravermelho e os espectros foram
gerados por meio do detector FT-IR, acoplado ao equipamento Tensor 27 da
Bruker®. O software utilizado no equipamento foi o OPUS_ Spectroscopy Version 6,
do mesmo fabricante. Para a constru¢cdo do modelo PLS-DA (regressao por minimos
quadrados parciais com analise discriminante) para diferenciacdo das sementes
foram obtidos espectros NIR de 35 amostras para cada cor. Para a construcdo do
modelo de calibracdo realizou-se o pré-processamento dos numeros de onda por
correcdo multiplicativa de sinais e em seguida foi utilizado o método de classificacao
multivariada por minimos quadrados parciais com analise discriminante, em que as
classes (y) sdo as variaveis dependentes e o0s espectros NIR obtidos dessas

amostras as variaveis independentes (ABDI, 2003).

Os dados da espectroscopia no infravermelho préximo foram avaliados por
meio de regressdo por minimos quadrados parciais com o auxilio do programa
estatistico Chemoface® (NUNES et al., 2012). A determinacdo dos provaveis grupos
funcionais quimicos presentes nas sementes foi realizada com o auxilio do livro
Pratical Guide and Spectral Atlas for Interpretive Near-Infrared Spectroscopy
(WORKMAN JR. & WEYER, 2012) que contém uma tabela que correlaciona os

comprimentos de onda (cm™) com os grupos funcionais.

Teste de germinacao e indice de velocidade de germinacéo (IVG): foram
utilizadas quatro subamostras de 50 sementes por cor. Sementes das subamostras
foram semeadas em gerbox sobre o papel mata borrdo, umedecido com 2,5 vezes o
peso do substrato em agua destilada, mantidas em BOD, em diferentes faixas de
temperatura (25, 30, 35°C e alternada 25 - 35°C) e sob duas condicées de luz (luz e

escuro), construindo assim um fatorial 2 x 4 x 2. Apesar de a espécie estudada néo



34

estd catalogada nas Regras para Analise de Sementes (2009), as avaliacfes das
plantulas foram realizadas com base nestas. O IVG foi calculado pelo somatorio do
namero de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo numero de dias
decorridos entre a semeadura e a germinacéo, de acordo com a férmula de Maguire

(1962). O fatorial montado nesse experimento foi 2x4x2 (cor x temperatura x luz).

Teste de Tetrazolio: As sementes remanescentes no final do teste de
germinacao, foram colocadas em micro tubos e submersas em solucéo de tetrazolio
a 0,5%. Protegidas da luz, as sementes foram acondicionadas por 2 horas em B.OD.
a temperatura de 40°C. Apos esse procedimento, as sementes foram retiradas dos
micro tubos e foram analisadas com auxilio de lupa de bancada para verificar se

houve a coloracdo do embriéo.

Andlise estatistica: o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com quatro repeticdes de 50 sementes para o teste de germinacéo e
IVG, e quatro repeticdes de 50 sementes para as analises de raios-X e biométrico.
Foi observado que para a germinacédo e IVG houve muitos valores nulos, entdo uma

metodologia de transformacao de dados teve que ser utilizada.

A transformacao utilizada foi o procedimento Box Cox (BOX & COX, 1964),
que é geralmente usado para essa situacdo (DAL’COL LUCIO, 2011). Para valores
nulos esse procedimento fica restrito, por isso utilizou-se a variavel somada a uma
constante. Adotou-se o procedimento proposto por Yamamura (1999), com o

parametro c= 0,5, gerando assim as expressoes:
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(y+0,5)" -1

f(y)= p

A0 ¢

S =In(y+0,5),A=0

que é a familia de transformacg8es Box-Cox, acrescida do parametro c= 0,5.

Apo6s a transformacdo dos dados, estes foram submetidos a analise de
variancia no aplicativo computacional SISVAR® e as médias comparadas pelo teste
de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Para a analise de raios-X, biométrica e peso de mil sementes, biométrico os

dados foram submetidos a estatistica descritiva.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Na determinacéo do peso de mil sementes, observou-se maior valor de
massa para as sementes marrons, com valor de 512,5 mg para mil sementes, o que
permite inferir que 1 grama de sementes marrons da espécie em estudo contém
cerca de 2000 sementes. Nas sementes amarelas a massa encontrada foi de 345
mg para mil sementes, o que significa cerca de 3000 sementes em 1 grama. De
modo inverso, observou-se menores valores do grau de umidade nas sementes
marrons (7,92%) quando comparadas com as amarelas (8,73%).

Em relacdo a andlise de raios X, foi observado que 77% das sementes
marrons e 2% das sementes amarelas, estavam totalmente preenchidas.
Consequentemente, observaram-se valores inversos aos descritos acima, para o
namero de sementes vazias, sendo 7% para sementes marrons e 79,5% para as
sementes amarelas. Esses resultados explicam em parte a relagdo inversamente

proporcional entre o teor de 4gua e o peso de mil sementes.
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Apesar do teor de agua interferir diretamente no peso das sementes e em
alguns casos, esses parametros serem diretamente proporcionais (POZITANO et
al.,2011), no presente trabalho observou-se uma relacao inversamente proporcional
entre os dois parametros, resultado esse similar ao observado por Medeiros &
Granjeiro (2010). O aumento no peso de mil sementes juntamente com a diminui¢ao
do teor de agua pode ser um indicador da proximidade do ponto de maturidade
fisioloégica da semente (RAGAGNIN et al., 1994; IOSSI et al., 2007).

Entretanto foi constatada, no presente estudo, uma elevada porcentagem de
sementes amarelas vazias, o que pode explicar a diferenca de peso e de umidade
entre as sementes de diferentes coloracdes. Como o teor de agua é calculado com
base em massa (BRASIL, 2009) e as sementes amarelas, por estarem em sua
maioria vazias (logo mais leves), pode explicar a variacdo observada no grau de
umidade. Além disso, a composi¢ao quimica do tegumento pode influenciar no teor
de agua das sementes (CAVARIANI, et al.,2009). O tegumento das sementes
amarelas pode ter uma composicdo quimica que possibilite uma maior retencao de
agua, o que se reflete em um maior teor de agua nessas sementes.

Quanto a biometria das sementes, foi observado que os valores para os
parametros circularidade, diametro maximo e minimo e perimetro de sementes
amarelas e marrons mantiveram-se semelhantes entre si (Tabela 1).

TABELA 1: Intervalo de variacdo dos valores para os parametros biométricos das
sementes de P. niruri.

Cor Circularidade Diametro Didmetro equatorial Perimetro (cm)
longitudinal (mm) (mm)

Min med max min med méax min med méax min med max
Amarela 0,6 0,7 0,9 1,2 1,4 1,6 0,9 1,0 1,1 0,4 0,4 0,5
Marrom 0,6 0,7 0,8 1,2 1,3 1,5 0,7 1,0 1,1 0,3 0,4 0,6
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Os aspectos fisiologicos das sementes podem estar relacionados ao seu
tamanho e refletem caracteristicas sobre sua maturidade fisiologica. De Avila et. al.
(2009) observaram essa correlacdo em Eugenia uniflora L. em sementes menores
houve maiores valores de porcentagem de germinacdo. A tendéncia na diminuicao
do tamanho das sementes pode ser explicada pela fase de dessecacéo, que ocorre
na ultima etapa do desenvolvimento das sementes e que ocasiona uma reducao no
tamanho destas (CASTRO et al., 2004).

Entretanto, para algumas espécies, os dados biométricos das sementes nao
sdo bons parametros para estimar o seu ponto de maturidade fisiolégica, como no
caso de Phoenix roebelenii O’Brien, que teve comportamento semelhante ao
ocorrido para a P. niruri, ndo apresentando diferencas consideraveis nos valores das
medidas biométricas das sementes (IOSSI et al., 2007).

Uma possivel explicacdo para a minima variacdo nos aspectos biométricos
das sementes de algumas espécies se da devido ao potencial destas de regular a
guantidade de sementes por fruto em vez de interferir no desenvolvimento da
semente (MACEDO et al., 2009).

Com os resultados do teste de germinacao foi possivel observar que apenas
as sementes marrons germinaram (Tabela 2). Na porcentagem de germinagao e no
IVG das sementes marrons foi observada dupla interacéo entre os fatores luz x cor e
temperatura x cor. A temperatura na qual foi observada maior porcentagem de
germinacao foi a de 25 °C e a que se observou o menor valor foi na de 35°C (Tabela
2).

Esses resultados estdo de acordo com o que Venturi & Randi (1997)

observaram quando trabalharam com essa mesma espécie. Unander et al. (1995)
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em um trabalho com Phyllanthus amarus L., também observaram essa germinacao
diferencial em relacéo a coloracdo da semente.

TABELA 2. Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo (IVG) de
sementes de P. niruri em relacéo a cor e em diferentes faixas de temperatura.

Germinacao (%) VG

Temperatura Sementes Sementes Sementes Sementes

(°C) Amarelas Marrons Amarelas Marrons

25 0 Ba 12,25 Aa 0Bb 3,13 Aa

30 0 Ba 7,00 Ab 0Bb 2,68 Ab

35 0 Ba 2,25 Ac 0Bb 2,06 Ac

25-35 0 Ba 8,00 Ab 0Bb 2,83 Ab

Coeficiente de 8,58 11,95
Variacao (%)

Letras mailsculas representam a diferenga estatistica na linha, enquanto as letras minusculas
representam a diferenca estatistica na coluna. CV — Coeficiente de variacéo.

Foi observada no teste de tetrazolio diferenca estatistica significativa em
relacdo ao tratamento e a coloracdo. As sementes remanescentes no final do teste
de germinacdo submetidas a temperatura de 35°C foram as que tiveram menos
viaveis (Tabela 3). Nas demais temperaturas ndo houve diferenca. Em relacdo a cor,
0 numero de remanescentes viaveis nas sementes marrons foi maior que nas
sementes amarelas. Considerando a auséncia de germinacdo das sementes
amarelas e o conjunto de dados descritos acima, as sementes amarelas podem ser
consideradas imaturas e mal formadas ou dormentes.

TABELA 3: Porcentagem de sementes remanescentes viaveis de acordo com a temperatura
e a coloracé@o das sementes.

Temperatura
25°C 30°C 35°C 25-35°C
Sementes viaveis 20 A 16 A 6B 17 A
Sementes Sementes
Amarelas Marrons
Sementes viaveis 125B 175A

A temperatura pode afetar cada estagio do processo germinativo de diferentes
maneiras, além de estar relacionada aos processos bioquimicos inerentes as
sementes (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000; LOPES & FRANK, 2011).

Temperaturas acima da faixa ideal, em geral reduzem a germinacao e a velocidade
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de germinacado devido a possiveis danos na estrutura da semente, pelo impedimento
do desenvolvimento do embrido causado por possiveis alteracfes enzimaticas,
reducdo da quantidade de aminoacidos livres, prejuizos na sintese de RNA e
modificacdo da velocidade de rea¢des metabdlicas (OLIVEIRA et al., 2011).

Em relacdo as condicdes de luz utilizadas (presenca e auséncia de luz), as
maiores porcentagens de germinacéo foram observadas na presenca de luz, mas foi
observada germinacao no escuro também (Tabela 4).

Tabela 4: Porcentagem de germinagdo e indice de velocidade de germinacédo (IVG) de
sementes de P. niruri em relacéo a cor e nos dois sistemas de luz.

Germinacao (%) VG
Coloragéao Coloracéo
Condicgdes de Sementes Sementes Sementes Sementes
luz Amarelas Marrons Amarelas Marrons
Luz 0 Ba 15,5 Aa 0 Ba 2,92 Aa
Escuro 0 Ba 9,0 Ab 0 Ba 2,44 Ab
Coeficiente de 8,58 11,95

variagdo (%)

Letras mailsculas representam a diferenca estatistica na linha, enquanto as letras mindsculas representam
diferencgas estatisticas na coluna. CV — Coeficiente de variagéo.

O carater fotoblastico positivo pode ser considerado “preferencial” quando é
verificada a ocorréncia de pelo menos alguma germinacdo na e auséncia de luz, e
“absoluto” quando as sementes ndo apresentassem a capacidade de germinar sob
auséncia de luz. Desse modo, a semente pode ser classificada como fotoblastica
positiva preferencial (KLEIN & FELLIPE, 1991), classificacdo que pode ser atribuida
as sementes de P. niruri.

Venturi & Randi (1997) observaram esse mesmo comportamento em trabalho
realizado com a mesma espécie. Entretanto os valores diferiram consideravelmente
dos apresentados no presente trabalho, no qual na temperatura de 25°C, nas

sementes marrons observaram-se 15,5% e 9% de germinacdo na presenca e
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auséncia de luz, respectivamente, enquanto que no trabalho de Venturi & Randi,
1997 os valores foram 30% e 1%, respectivamente.

Para a analise de espectroscopia, no modelo utilizado para a diferenciacao
da composicdo quimica das sementes verificou-se alto percentual de acerto para
calibragdo, validagcdo cruzada, alto percentual de acerto para o teste de Y
randomization e alto percentual de acerto para o teste de validagdo. Com esses
resultados de calibracdo, conclui-se que a analise teve uma acuracia satisfatoria na
diferenciacdo das sementes pela coloracdo. Os resultados da calibracéo e validacdo

do modelo estéo representados na tabela 5.

TABELA 5: Parametros de desempenho do modelo PLS-DA (andlise discriminante) para
diferenciacdo de sementes de quebra - pedra.

Acerto (%)

Calibracéo 100
Calibracao (y- randomization) 27,5
100

Validag&o cruzada
Teste (validagéo externa) 100,00

Com a analise de componentes principais (Figura 1), as sementes amarelas
e marrons foram agrupadas em pontos bem distintos, o que real¢ca uma diferenca na

concentracéo de grupos funcionais entre as sementes de diferentes cores.
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FIGURA 1 - Andlise de componentes principais e ensaios das amostras de sementes
marrons e amarelas de quebra — pedra.

Por meio da representacdo grafica dos espectros, suas faixas de
absorbancia e mais detalhamento da regido onde foi observada a maior diferenca
entre os espectros (Figura 2), € possivel determinar os provaveis grupos funcionais

quimicos presentes nas sementes (tabela 6).
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FIGURA 2: Representagdo dos espectros no infravermelho proximo obtidos de sementes
de quebra — pedra com diferentes coloragfes (A). Representacdo mais detalhada da regido
dos pontos 5985 — 6150, onde foi observada a maior diferenca entre os espectros das
sementes marrons (espectro mais acima) e amarelas (espectro mais abaixo) (B).

Os grupos quimicos com maior diferenca entre as coloracdes das sementes
foram observados nos pontos 5985 (correspondente aos radicais arilpropandides) e
6180 (correspondente a poliamida 11). Esses compostos foram identificados em
maior quantidade nas sementes marrons, 0 que corrobora a diferenca na
concentracdo de compostos quimicos entre sementes de cores diferentes nessa

espécie (Tabela 6).

TABELA 6 - Grupo funcional quimico e tipo de composto quimico presente nas sementes
marrons e amarelas de P. niruri determinado por meio das faixas espectrais.

Faixa espectral (cm™) Grupo funcional Tipo de material
4587 N-H Proteina: N-H Proteina/aminoé&cido
4785 O-H Polimérico (O-H) Polissacarideos

N-H combinacéo de bandas de

5100 amidas primérias Amidas priméarias
5376 C - Cl orgénicos clorados Hidrocarbonetos clorados
5587 OH - agua agua

5985 C-H Aromético C-H (Aril) C-H (aril)

6180 N-H poliamida Poliamida 11

6494 O-H Polimérico (.O-H) Amido/Polimérico, alcool
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7353 C-H Metilo (.CH3) Hidrocarbonetos/alifatico

Fonte: Workman Jr. & Weyer, 2012.

Substéancias inibidoras da germinacdo, de diferentes categorias quimicas
podem estar presentes em sementes de diversas espécies (TOKUHISA et al. 2007)
e dentre essas categorias, a dos compostos fendlicos se destacam. As moléculas de
arilpropandides sao precursoras na formacdo deste tipo de composto (DEWICK,
2002), o que pode provocar dorméncia nas sementes (CARVALHO & NAKAGAWA,
2000). Entretanto com a degradacdo de compostos fendlicos, essas moléculas
também sdo produzidas. Uma hipGtese sugerida no presente trabalho é de que as
sementes amarelas, que ndo estiverem vazias, possuem mais compostos fendlicos,
fator que seria um dos responsaveis pela auséncia de germinacdo destas. Nas
sementes marrons ja tem inicio a degradacédo desses compostos com o decorrer do
processo de maturacdo fisioldégica, originando assim as moléculas de
arilpropandides, cujo teor foi aparentemente maior nestas sementes.

Outra molécula que foi observada em sementes de ambas as cores, mas que
do mesmo modo dos arilpropandides, se apresentou em maior concentracdo nas
sementes marrons, foi a poliamida 11. Esse grupo quimico é um polimero produzido
a partir de matéria-prima renovavel de origem vegetal, (6leo de mamona). E um
termoplastico ecolégico que ndo libera componentes organicos volateis;, é
considerado um material com alto nivel de desempenho e com respostas eficazes
para um crescente numero de aplicacfes. Entretanto a funcdo bioldgica dessa
molécula nas sementes permanece oculta.

Com as alteracbes quimicas observadas, é possivel confirmar que ha
diferencas na concentracdo de determinados compostos entre as sementes de
diferentes cores e ainda obter um indicativo de quais componentes estao presentes

em maior quantidade nas sementes.
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De acordo com os dados obtidos no presente estudo, a ndo germinacao das
sementes amarelas ndo pode ser atribuida, com certeza, a imaturidade fisiologica da
semente. A observacdo de um elevado numero de sementes amarelas vazias faz
com gque surja a possibilidade de ma formacdo ou até de ndo formacdo dessas
sementes. Nas sementes escuras foi constatada germinacdo, entretanto esta foi

muito baixa, o que indica a possibilidade de dorméncia.
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ARTIGO 2

METODOS DE SUPERACAO DE DORMENCIA EM SEMENTES DE
Phyllanthus niruri L.

Versao preliminar com vista a submisséo no periodico Seed Science Research

Resumo: Phyllanthus niruri L. é uma das plantas medicinais mais conhecidas e utilizadas
pela humanidade. E conhecida popularmente como quebra-pedra e utilizada principalmente
para auxiliar na eliminacéo de calculos renais, porém ha estudos comprovando também o seu
potencial hepatoprotetor. Embora tenha importancia farmacoldgica reconhecida, o0s estudos
agrondmicos com essa espécie sdo escassos, especialmente em relacdo as caracteristicas das
sementes. Diante disso, com esse trabalho objetivou-se determinar se as sementes de P. niruri
sdo dormentes, determinar a natureza da dorméncia e a influéncia de diferentes métodos na
sua superacao, bem como seu comportamento. Foram realizados trés experimentos, utilizando
diversos tratamentos de superacdo de dorméncia. No primeiro destes, foram estabelecidos
quatro tratamentos, sendo estes: controle, agua quente, KNO3; 50Mm e GA3; 10uM e dois
regimes de luz (luz e escuro). Outros dois experimentos foram realizados a partir dos
resultados desse primeiro teste, variando a concentracdo de KNO3z; combinando com GA3 e 0
fotoperiodo. Em todos os experimentos foi realizado o teste de tetrazolio nas sementes
remanescentes do teste de germinacao. Foram avaliados a porcentagem de germinacédo, indice
de velocidade de germinacédo (IVG) e porcentagem de sementes viaveis. Foi constatado que as
sementes apresentam dorméncia, sendo esta fisioldgica, e que os tratamentos com KNO3 nas
concentragdes de 50 e 100 Mm foram os mais efetivos na promogéo da germinacgdo e aumento
do IVG.

Palavras — chave: KNO3, GA3, Quebra—Pedra, Qualidade fisiologica.

Abstract: Phyllanthus niruri L. is one of the medicinal plants most known and used by
mankind. It is popularly known as stone breaker and used mainly to aid in the elimination of
kidney stones, but there are studies also proving its hepatoprotective potential. Although
recognized pharmacological importance, agronomic studies with this species are scarce,
especially in relation to the characteristics of the seeds. The objective of this work was to
determine if the seeds of P. niruri are dormant, to determine the nature of dormancy and the
influence of different methods in their overcoming, as well as their behavior. Three
experiments were carried out, using several treatments of dormancy overcoming. In the first
of these, four treatments were established: control, hot water, 50MM KNO3 and 1000M GA3
and two light regimes (light and dark). Two other experiments were carried out from the
results of this first test, varying the concentration of KNO3 in combination with GA3, and the
photoperiod. In all experiments the tetrazolium test was carried out on the remaining seeds of
the germination test. The percentage of germination, germination speed index (IVG) and
percentage of viable seeds were evaluated. It was verified that the seeds present dormancy,
being this physiological, and that the treatments with KNO3 in the concentrations of 50 and
100 Mm were the most effective in the promotion of the germination and increase of the IVG.

Key Words: KNO3;, GA3 Photoperiod, Break-Stone.
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Introducéo

Uma das plantas medicinais mais importantes e mais utilizadas pela populacdo é
Phyllanthus niruri L. (Phyllantaceae), que é conhecida popularmente como quebra-pedra, esta
é uma pequena erva amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais do planeta e
em ambos os hemisférios (Calixto et al. 1998; Khanna et al. 2002), sendo utilizada
principalmente para eliminacdo de calculos renais (Calixto et al. 1998; Bagalkotkar et al.
2006; Marques 2010). Alem disso, pesquisas realizadas em sua maioria in vitro e com
animais, confirmam propriedades hepatoprotetoras, redutoras de lipidios na corrente
sanguinea, antioxidantes e antidiabéticas (Khanna et al. 2002; Sabir & Rocha 2008; Okoli et
al. 2010; Liu et al. 2014) . Essa espécie estd presente nos sistemas médicos mais antigos e
tradicionais da humanidade como a medicina tradicional Chinesa, o Jamu Indonesiano e a

medicina tradicional hindu, (Bagalkotkar et al., 2006).

Assim como na maioria das espécies medicinais, apesar dos diversos estudos das
propriedades farmacéuticas e medicinais dessa planta, existem poucos trabalhos sobre os
aspectos do seu cultivo e germinacdo. De acordo com os resultados dos poucos trabalhos com
P. niruri nessa area, tem sido observado que a germinacdo nessa espécie € baixa e
desincronizada (Venturi & Randi 1997) e um dos fatores que pode levar a isso é a dorméncia

nas sementes.

A dorméncia pode ser identificada quando sementes viaveis e intactas ndo germinam
sob condicBes favoraveis para que esse processo ocorra. Isso caracteriza uma adaptacao
ecoldgica das espécies para sobreviver as condigdes ambientais adversas (Adkins et al. 2002;
Baskin & Baskin 2004) e esse fendmeno pode ser provocado por mecanismos ligados ao
tegumento ou ao embrido propriamente dito. Quando a dorméncia esta ligada ao tegumento,
esta pode ser provocada pelo impedimento da entrada de &gua na semente, bloqueio da
protrusdo radicular devido a dureza desse envoltdrio ou a presenca de substancias quimicas
inibidoras neste (Adkins et al., 2002). Quando relacionada com o embrido, a dorméncia pode
ser classificada em: morfoldgica e fisiologica.

A dorméncia morfolégica ocorre quando o embrido esta imaturo, enquanto a
fisioldgica esta associada a presenca de substancias inibidoras no proprio embrido (Adkins et
al. 2002). Além dos fatores intrinsecos mencionados acima, a dorméncia pode estar associada
a fatores extrinsecos, tais como temperatura, luz, umidade e substrato (Bewley & Black,
1994).
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Apesar de ser uma adaptacdo que favorece a sobrevivéncia da espécie, esta passa a ser
um problema do ponto de vista tecnoldgico, quando as sementes sdo utilizadas para producdo
de mudas, em virtude do longo tempo para que ocorra a germinacgéo, o que favorece o ataque
de fungos podendo acarretar em grandes perdas (Popnigis 1985; Fowler & Bianchetti 2000).

Diversos métodos sdo conhecidos e podem ser testados para a superagdo da
dorméncia. No caso de dorméncia provocada por impermeabilidade do tegumento ou
presenca de substancias inibidoras no mesmo, pode ser utilizado o procedimento de
escarificacdo (remoc¢do do tegumento por meio do uso de agentes quimicos ou fisicos),
imersdo em agua fervente, resfriamento ou corte de uma parte do tegumento. Entretanto a
duracédo desses tratamentos podem n&o ser o suficiente para quebrar a dorméncia (Tung &
Serrano 2011). Alguns compostos quimicos (&cidos nitrico e sulfurico, peroxido de
hidrogénio, hipoclorito de s6dio) também sdo utilizados para escarificar sementes (Tung &
Serrano 2011), porém o seu uso pode acarretar danos no embrido, danos mecénicos e
rompimento de células essenciais do tegumento, favorecendo assim a entrada de fungos
(Rolston 1979; Smiderle & Sousa 2003).

Para a superacdo da dorméncia fisiologica, sdo utilizados os métodos de estratificacdo
e aplicacdo de solugbes promotoras da germinacdo, como solucGes de KNOs, giberelinas,
tiouréia, entre outras (Cetinbas & Koyuncu 2006; Neto et al. 2015).

Além disso, a luz € uma variavel que também pode ser utilizada na promocao da
germinacao e superacdo da dorméncia (Copeland & McDonald 2001; Vaz Mondo et al. 2010).
A luz funciona por meio do estimulo do fitocromo, produzindo respostas germinativas nas
sementes e desse modo, a presenca ou auséncia de luz pode promover a germinacdo em
algumas espécies (Crepaldi et al. 1998).

Todas as estratégias mencionadas apresentam diversas vantagens e desvantagens e
desse modo, na escolha de uma metodologia para a superacdo da dorméncia devem ser
levadas em conta a praticidade e o custo do método. Além disso a técnica utilizada deve ser
eficaz na superacéo da dorméncia sem prejudicar as sementes ndo dormentes que podem estar
no lote (Eira et al. 1993).

Devido a escassez de estudos com essa abordagem para a espécie P. niruri e com vista
em fornecer ferramentas para o cultivo e uma possivel domesticacdo dessa espécie, com esse
trabalho objetivou-se determinar se as sementes de P. niruri sdo dormentes e se sim,

determinar a natureza da dorméncia e a influéncia de diferentes métodos de sua superacao.
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Material e métodos
Local do experimento e obtengédo das sementes

Os experimentos foram executados no Laboratorio Central de Sementes da
Universidade Federal de Lavras. As sementes de P. niruri utilizadas foram obtidas por meio
de parceria com o Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas da
UNICAMP (CPQBA/UNICAMP). As exsicatas para identificagdo taxondmica e preservacao
estdo depositadas no herbario da Unicamp sob codigo UEC 112740.

As sementes foram coletadas a partir de plantios realizados no campo experimental da
UNICAMP. Os frutos foram secados no secador, na temperatura de 40°C. Esse processo
provocou a abertura dos frutos e assim as sementes foram colhidas, peneiradas e assopradas
para limpeza. As sementes utilizadas no presente trabalho foram colhidas em 2013 e o

experimento foi executado em 2014

Foi observado heteromorfia nas sementes, podendo estas ser divididas em duas cores:
amarela e marrom. Em trabalhos anteriores realizados pelo grupo de estudo, foi observado
gue as sementes amarelas ndo germinaram, e desse modo s6 foram utilizadas sementes

marrons no presente estudo.
Tratamentos para a superacao da dorméncia
Experimento 1

As sementes foram semeadas em caixas plasticas tipo gerbox sobre o papel
mata borrdo e mantidas em BOD na temperatura de 25 °C. Na testemunha, esse papel foi
umedecido com 2,5 vezes 0 seu peso com agua destilada. Nos tratamentos para a superacao da
dorméncia, no lugar de agua, o papel foi umedecido com solucdo de KNO3 na concentracdo
de 50mM, solucdo de GA3z (10uM). Em outro tratamento, as sementes foram imersas em agua
quente (100 °C) e foram deixadas em repouso até que a temperatura estabilizasse a 25 °C.
Nesse tratamento em especifico, as sementes foram secadas parcialmente com papel toalha e

qguando semeadas, o papel mata borrdo foi umedecido com agua destilada.

Todos os tratamentos foram submetidos a dois regimes de luz (presenca e auséncia de
luz), sendo que o sistema com luz teve luz por 24 horas. As caixas que ficaram no escuro
foram envolvidas com papel aluminio e quando foi feita a avaliacdo, essa foi realizada em

uma sala com luz verde. A condugédo do experimento gerou um fatorial 4x2.



52

Experimento 2

A partir dos resultados do primeiro experimento, outros tratamentos foram elaborados
para a condugédo de outro experimento. Os tratamentos foram: Testemunha, que foi instalado
da mesma forma que a testemunha no experimento 1 e os métodos de superacdo de dorméncia
foram: papel mata borrdo umedecido com solucdo de KNO3 na concentracdo de 50mM,
solucdo de KNOj3 na concentracdo de 100mM, solucdo de GA3z na concentracdo de 10 uM,
solugédo de KNO3; 50mM + GA3 10 uM e solugdo KNO3100mM + GA3; 10 uM. Os demais
procedimentos, inclusive os sistemas de luz, foram idénticos ao experimento 1. O fatorial

gerado foi de 6x2.
Experimento 3

Baseado nos resultados dos experimentos anteriores, em que 0s melhores resultados
foram obtidos com KNO3; foram instalados novos tratamentos que ampliassem a gama de
concentracdo desse composto. As concentragdes utilizadas foram: 50mM, 100mM, 150mM,
200mM, 250mM e 300mM. Para cada concentracdo foram utilizadas 8 repeticbes com 50
sementes cada, sendo que quatro dessas repeticdes ficaram expostas a um fotoperiodo com
24h de luz e as outras quatro repeticbes foram submetidas a um fotoperiodo de 16/8. Os
demais procedimentos foram idénticos aos experimentos anteriores. O fatorial gerado foi de
X2.

Teste de Tetrazolio

As sementes remanescentes do teste de germinacdo de todos os experimentos foram
colocadas em micro tubos e submersas em solucdo de tetrazélio a 0,5%. Protegidas da luz, as
sementes foram acondicionadas por 2 horas em B.OD. a temperatura de 40°C. Apds esse
procedimento, as sementes foram retiradas dos micro tubos e foram analisadas com auxilio de

lupa de bancada, para verificar se houve colora¢do no embrido.
Anélise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e as avaliagbes foram
realizadas com base nas Regras para Analise de Sementes (2009). O IVG foi calculado pelo
somatorio do numero de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo numero de dias

decorridos entre a semeadura e a germinacéo, de acordo com a férmula de Maguire (1962).
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No primeiro e no terceiro experimentos, para a germinacdo e IVG, os dados
apresentaram muitos valores nulos e por isso uma metodologia de transformacdo de dados
teve que ser utilizada. A transformacéo utilizada foi a mesma usada por Lucio et al. (2011).
Utilizou-se a metodologia Box-Cox (Box & Cox 1964) com a adaptacdo realizada por

Yamamura (1999), com o parametro c= 0,5, gerando assim as expressoes:

0,57 -1
G+ -1 0 .

f(y)= y :

J()=In(y+0,5),A=0

que é a familia de transformacGes Box-Cox, acrescida do pardmetro c= 0,5. Apos a
transformacdo dos dados, estes foram submetidos a analise de varidncia no aplicativo
computacional SISVAR® e as médias comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

No segundo experimento também foi necessaria a transformacdo de dados
(germinacdo e IVG), porém como ndo foi observado valores nulos, a transformacéo utilizada
foi arco seno (Vx/100).

Resultados

Experimento 1

Foi observada diferenca estatistica significativa (p < 0,05) apenas em relacdo aos
tratamentos de superacdo de dorméncia, ndo sendo verificada interacdo ou variacdo
significativa em relagdo a luminosidade. Dentre os tratamentos, o com KNO; foi 0 que
promoveu maior potencial de germinacdo (Figura 1). A testemunha e o tratamento com
giberelina, ndo diferiram entre si e no tratamento com agua quente ndo houve germinacao.

A velocidade de germinacdo ndo foi afetada pelos tratamentos e nem pela
luminosidade.

A porcentagem de sementes remanescentes viaveis ficou em torno de 20%, com
excecdo do tratamento com agua quente, no qual nenhuma semente corou quando submetidas
ao teste do tetrazélio, e assim foram consideradas mortas (Figura 2). Quando foi analisado o
potencial de germinacdo (Ssementes ndo germinadas viaveis + sementes germinadas), nao

houve diferenca significativa entre os tratamentos cujas sementes apresentaram alguma
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germinacdo (Figura 3). Com esses resultados foi possivel concluir que a semente de P. niruri
sdo dormentes, jA que nos tratamentos nos quais a geminacdo foi mais alta 0 nimero de

sementes remanescentes viaveis do teste de germinacao, foi menor que no controle.

Germinacéao (%)

12
A
9
B
. B
3
c
0
H.O KNO, GA, Agua quente

Figura 1: Porcentagem de germinacdo das sementes de Phyllanthus
niruri L. em diferentes tratamentos para a superacdo da dorméncia.

Tetrazdlio (%)

30
Aa
Aa
25 s Aa
Aa
20
Bb Bb
15 '
10
o
0 Ca Ca
HO KNO, GA, Agua HO KNO, GA, Agua
quente quente
Luz Escuro

Figura 2: Porcentagem de sementes remanescentes Vvidveis ap0s 0
teste de germinacdo observada no teste de tetrazolio. Letras
maiusculas representam diferenga dentro de cada luminosidade,
enquanto as letras minusculas representam a diferenca entre as
luminosidades.
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Potencial de germinacgao

60
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A
45
30
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B
0 -
H,O KNO, GA, Agua quente

Figura 3: Potencial de germinacdo das sementes de P. niruri que é obtido
pela soma das sementes germinadas com as sementes viaveis. Os valores sao
mostrados em porcentagem.

Experimento 2

Foi observada diferenca significativa para os fatores Tratamento de quebra de
dorméncia e regime de luz, mas ndo houve interagcdo no que se refere a germinagéo. Dentre 0s
tratamentos, todos que possuiam KNOj; promoveram a germinacdo; a testemunha e o
tratamento com GA; apresentaram 0s menores valores e ndo diferiram entre si e foi observado
que a adicdo de GA; nas solucdes de KNO3 ndo alterou de modo significativo a germinacéo.
Por meio do teste de tetrazélio foi constatado que o tratamento controle apresentou menos

sementes vidveis que os demais, e estes ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 1).

Tabela 1: Comparacdo dos efeitos na germinacdo dos tratamentos de quebra de dorméncia na
porcentagem de germinacdo em sementes de Phyllanthus niruri e porcentagem de sementes
remanescentes vidveis observadas no teste de tetrazlio.

Tratamento de % de Germinacao % de Sementes viaveis
Superacéo de dorméncia

Controle 16,5B 16 B
KNO3 50 mM 26,2 A 395A
KNO3 100 mM 27,5 A 335A
GA3 15,5B 27 A
KNO3 50mM + GA3 22,2 A 34 A
KNO3 100mM + GA3 322A 448 A

C.V. 21,6 18
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A presenca de luz favoreceu significativamente a germinacdo, apesar de ter sido
observada germinacdo na auséncia de luz (25,9% e 20,75 % respectivamente).

Nos dados do IVG foi observada interacdo entre os fatores luminosidade e tratamentos
para quebra de dorméncia, sendo que na presenca de luz ndo foi verificada diferenca
significativa entre os tratamentos. J& no escuro, ndo foi observada diferenga significativa nas
sementes do controle e as tratadas com GA3 engquanto que nos demais tratamentos, 0s quais

continham KNQOj3 os valores foram maiores (Tabela 2).

Tabela 2: Interacdo entre os fatores tratamento para a superagdo da dorméncia e regime de luz para
os valores de IVG em diferentes tratamentos para a superacao da dorméncia em sementes de P. niruri.

Tratamentos para superacao de dorméncia

KNOs KNOs3

KNOs KNO; GA;3 50mM +  100mM +

Regimedeluz  Controle 50 mM 100mM

GA; GA;
Luz 2,31 Aa 2,08 Aa 2,34 Aa 1,66 Aa 2,25 Aa 2,67 Aa
Escuro 0,76 Ab 2,54 Aa 2,55 Aa 0,99Ab 2,33 Aa 2,96 Aa

C.V. 21,46

Letras maiusculas representam a diferenca estatistica na linha, enquanto as letras minudsculas e
apresentam a diferenca estatistica na coluna.

Experimento 3

Foi constatada diferenca estatistica significativa para os fatores ‘“tratamento” e
“fotoperiodo” mas ndo a interagdo. Os tratamentos que promoveram O maior potencial de
germinacdo foram os com concentracfes de 50, 100 e 150mM de KNOs3. Houve germinagéo
no tratamento com a concentracdo de 200mM de KNO3z mas foi menor do que a do Controle.
Né&o foi observada germinacdo na concentracdo de 300mM de KNO3 (Tabela 3).

Ja em relacdo ao fotoperiodo, aquele que mais estimulou a germinacdo foi o de 16
horas de luz e 8 horas de escuro, no qual foi observada uma porcentagem de germinacéo de
6,5 % contra 5,0% no fotoperiodo de 24 horas.

Com relagdo as sementes viaveis pelo teste de tetrazélio, s6 foi observada diferencgas
estatisticas significativas apenas em relacdo aos tratamentos, sendo que as maiores
porcentagens de sementes vidveis foram observadas nos tratamentos Controle, KNO3 100 e
KNO;3 150.
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Tabela 3: Porcentagem de germinacéo de cada tratamento em cada fotoperiodo e porcentagem de
sementes remanescentes viaveis de P. niruri submetidas aos tratamentos para a superacdo da
dorméncia.

Tratamento
KNO; KNO3; KNO3; KNO3; KNO; KNOj;
Fotoperiodo Controle 50 mM 100 mM 150 mM 200 mM 250 mM 300 mM

24 h 115B 215A 16A 165A 5C 05D 0D
16/8 h 14B 21 A 255A 175A 125C 1D 0D
C.V. 15,81

Tetrazdlio (%) 20,75A 13B 19,12A 18A 725C 225D 15D
C.V. 31,54

Os resultados obtidos com VG revelaram um padrdo semelhante com o observado
para germinacdo, no entanto os valores para a concentracdo de 150mM foram
significativamente inferiores as concentracGes de 50 e 100mM e estatisticamente iguais ao

controle.

Discussao

Com os resultados obtidos nos experimentos, foi observado que os tratamentos que
promoveram maior porcentagem de germinagdo e influenciaram de modo positivo na
velocidade de germinagédo, foram os que com a utilizagdo de KNOs principalmente nas
concentracdes de 50 e 100Mm. Em diversos estudos tem sido observado que 0 KNOs é uma
alternativa viavel para aumentar a porcentagem e velocidade de germinacdo. Faron et al. 2004
observaram esses resultados positivos com Hypericum perforatum L., e Amaro et al. 2012
concluiram que a utilizacdo de KNO; promove a geminagdo em um experimento com
sementes de Occimun basilicum. Experimentos realizados umedecendo o substrato no qual as
sementes foram semeadas com KNO3 também apresentaram resultados positivos na promocéo
da germinacdo com sementes de quina (Vasconcelos et al. 2011), sementes de funcho e de
Cuscuta (Tavili et al. 2010).

Apesar desse composto ser bastante utilizado na superacdo da dorméncia de diversas
espécies, 0s mecanismos pelos quais essa superacdo ocorre, ainda ndo sdo claros (Arc &
Rajjou 2013;Yan et al. 2016) . Algumas hipoteses sdo construidas com base em estudos de
cunho molecular e genético.

De acordo com referéncias mais antigas, o potencial de superacdo de dorméncia
atribuido aos compostos nitrogenados, como KNO3 e Oxido nitroso (NO) é devido a ago que
esses compostos exercem na oxidagdo de substratos envolvendo NADPH e NADP, na via das
pentose fosfatos e consequentemente no metabolismo da glicose (Hendricks & Taylorson
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1974). Além disso, a via das pentoses fosfato tem como produtos finais riboses, que séo
acucares essenciais para o funcionamento da célula e esta via por meio da oxirreducdo de
NADPH e NADP, fornece compostos para a biossintese de lipidios e para a regulacdo da
atividade de algumas enzimas do sistema antioxidante (Hendricks & Taylorson 1974).

Em referéncias mais atuais ha relatos de que o nitrato advindo da dissocia¢do do
KNO; influencia na concentracdo de acido abscisico (ABA) através da regulacdo de uma
proteina chamada NLP8. Essa molécula atua primariamente em um processo de sinalizacao
que induz a expressdo de uma enzima denominada ABA 8’Hidrolase, conhecida também
como CYP707A (Yan et al. 2016). Essa enzima reduz a concentragdo de ABA em diferentes
momentos do processo de maturacédo fisioldgica, dependendo da sua isoforma, influenciando
na concentracdo desse hormoénio nas sementes e favorecendo o processo de germinacédo
(Okamoto et al. 2006;Yan et al. 2016).

Em alguns estudos é sugerida uma via um pouco diferente para esse efeito do KNOs,
Nesses trabalhos é afirmado que a quebra de dorméncia atribuida ao nitrato pode ser devido a
acao do oxido nitrico (NO). Esse composto pode ser produzido a partir de moléculas de nitrito
ou nitrato, reacdo essa catalisada pela a enzima nitrato redutase e até mesmo em condicGes
ndo enzimaticas, pode ser produzido a partir de nitrito (Yamasaki 2000; Bethke et al. 2004). O
Oxido nitrico atua na superacdo da dorméncia e promove a germinagdo por meio da
diminuicdo da sensibilidade ao ABA (Gibbs et al. 2014); desse modo quando ocorre 0
acumulo de NO, isso € acompanhado pelo decréscimo de ABA (Liu et al. 2009). A promocéo
da germinacao devido ao decréscimo de ABA ocorre por causa da acdo sinalizadora de NO na
desestabilizacdo das proteinas do grupo ERF VII, que atuam como fatores de transcri¢do. Essa
desestabilizagdo ocorre via a regra do N-terminal (Gibbs et al. 2014). Essa alteragdo na
estrutura desse grupo de proteinas regula a expressdo do gene Absicic acidi insensitive
(ABI5), fazendo com que a sensibilidade ao ABA seja reduzida e assim ocorra a promogao da
germinacéo (Gibbs et al. 2014).

Um dos resultados observados no presente estudo foi que com a aplicagdo dos
tratamentos para a superacdo da dorméncia, a diferenca na germinacdo na presenca e na
auséncia de luz passou a ndo ser significativa no experimento 1 e no IVG do experimento 2. O
uso de KNO3, em geral diminui a exigéncia de luz para a germinacdo devido a uma acéo
estimulante que esse composto exerce no fitocromo A (Batak et al. 2002). Essa acdo é dada
pelo acumulo de cGMP, um mensageiro secundario que media processos de regulagdo génica

gue envolve o fitocromo (Ludidi & Gehring 2003;Arc & Rajjou 2013) além de aumentar a
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sensibilidade a hormonios enddgenos da semente, como as giberelinas por exemplo (Arc &
Rajjou 2013).

Entretanto esse efeito varia de acordo com a espécie estudada. Em Ageratum
conyzoides, por exemplo, na auséncia de luz, foi observada uma reducdo da germinacgéo
quando foi utilizado KNOj3 (lkeda et al. 2008).

A eficacia do KNO3 entretanto esté relacionada a concentracdo da solugdo utilizada,
sendo que concentragdes mais elevadas podem prejudicar a germinacdo. Altas concentracGes
desse composto podem causar um aumento consideravel na pressdo osmdtica, dificultando a
absorcdo de agua pela semente, prejudicando assim a germinacdo (Bush et al. 2000). Além
disso, 0 KNO3; é um sal de baixo peso molecular e isso possibilita uma maior penetracéo
desse composto nos tecidos da semente, podendo causar um efeito fitotoxico (Bonome et al.
2006; Kissmann et al. 2010).

Os resultados do teste de tetrazolio no experimento 2 e experimento 3 corroboram essa
afirmacdo.. No experimento 3, observa-se que nas concentragdes mais elevadas desse
composto, uma parcela consideravel das sementes estava morta. Essa reducdo do potencial
germinativo foi evidenciada por Frett et al. 1991 trabalhando com sementes de tomates e
aspargos e também foi constatada por Kissmann et al. 2010 com barbatimao.

Comumente 0 uso do GA3; promove 0 aumento da porcentagem de germinagao (Vieira
et al. 2002; Rahman et al. 2006; Neto et al. 2015). As giberelinas promovem a sintese de
enzimas que atuam no afrouxamento das paredes celulares (endo — B — mananases e
expansinas) que formam os tegumentos, bem como a sintese das enzimas hidroliticas (a-
amilase) do endosperma (Vieira et al. 2002; Scalon et al. 2006; Botin & Carvalho 2014).

Entretanto, no presente estudo a aplicacdo exdgena desse horménio ndo afetou de
modo significativo a germinagdo e o IVG. Em Annona cacans Warm. também néo foi
constatada eficacia do GAs na promoc¢do da germinacdo (Dalanhol et al. 2013). Para Lolium
rigidum L. o GA3 foi completamente ineficiente no incremento da germinagdo mas quando foi
utilizado um tipo diferente de giberelina (GA4) ja houve um pequeno aumento na

porcentagem de sementes germinadas (Goggin et al. 2009).

Existem diversos grupos de giberelinas utilizadas comercialmente como por exemplo
0 GA; mais utilizado, GA7;, GA, (Hedden & Kamiya 1997; George et al. 2008) e observando
os resultados do presente trabalho pode-se inferir que o tipo de giberelina utilizada nos

experimentos aqui descritos possivelmente ndo era a mais adequada para a espécie em estudo.
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Concluséao

Com os resultados do presente estudo, pode-se afirmar que as sementes de
Phyllanthus niruri possuem dorméncia do tipo fisiol6gica e 0 composto que mais promoveu a
germinacdo e o IVG foi o KNOj. Entretanto essa eficiéncia esta estritamente ligada com a

concentracdo do composto.
Além disso, 0 KNO3 reduziu a exigéncia de luz para a germinacdo das sementes de P. niruri.
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