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“Todas as flores do futuro estdo contidas nas sementes de hoje”

( Provérbio Chinés)



RESUMO

A erva-de-santa-maria (Dysphania ambrosioides) é uma planta amplamente utilizada em
diversos lugares do mundo como vermifuga, devido a presenca do ascaridiol e sua reproducéo
€ via sementes, no entanto existem poucos trabalhos que auxiliem o cultivo desta espécie,
tanto no que diz respeito a germinacdo quanto avaliacdo da qualidade das sementes desta
espéecie. Objetivou-se com este trabalho avaliar as condicdes ideais de temperatura, luz e
substrato e a influencia do tegumento na germinacgdo de sementes de erva-de-santa Maria e 0s
efeitos alelopéaticos das partes do fruto desta espécie, avaliacdo da primeira contagem e
germinacdo, metodologias de envelhecimento acelerado e condutividade para avaliagdo de
vigor das sementes. A temperatura alternada de 15-25 °C com fotoperiodo 16 h de luz e 0
substrato papel sdo adequados para conducdo do teste de germinacdo da erva-de-santa-maria.
A primeira contagem de germinacdo e a germinacgdo podem ser realizadas aos seis e dez dias
apo6s a montagem do teste de germinacdo. A remocdo do pericarpo em peneira propicia maior
germinacdo e velocidade de germinacdo para as sementes. Os frutos e pericarpo retardam a
germinacdo de alface. O teste de condutividade elétrica com 3 horas de embebicdo e o
envelhecimento acelerado tradicional a 38°C por 24 horas sao eficientes na avaliagdo do vigor

de sementes de erva-de-santa-maria.

Palavra-chave: Erva-de-santa-maria. Germinacdo. Vigor de sementes. Plantas medicinais



ABSTRACT

The erva-de-santa-maria (Dysphania ambrosioides) is a plant widely used in several places of
the world as vermifuge, due to the presence of ascaridiol and its reproduction is via seeds,
however there are few works that help the cultivation of this species, both in relation to
germination and quality evaluation of the seeds of this species. The objective of this work was
to evaluate the ideal conditions of temperature, light and substrate and the influence of the
integument on the germination of Santa Maria grass seeds and the allelopathic effects of the
fruit parts of this species. The alternating temperature of 15-25 °C with photoperiod 16 h of
light and the paper substrate are suitable for conducting the germination test of the erva-de-
santa-maria. The first germination count and germination can be performed at six and ten days
after the germination test is set up. The removal of the pericarp in sieves gives greater
germination and speed of germination to the seeds. The fruits and pericarp slow the
germination of lettuce. The electrical conductivity test with 3 hours of imbibition and the
traditional accelerated aging at 38 ° C for 24 hours are efficient in evaluating the vigor of

Santa Maria spp.

Keyword: Erva-de-santa-maria. Germination. Seed vigor. Medicinal plants
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1 INTRODUCAO

As propriedades terapéuticas das plantas foram descobertas e propagadas de geragao
em geracdo, através da observacdo e da experimentacdo pelos povos primitivos assim, 0s
primeiros farmacos, como o acido acetilsalicilico, morfina e pilocarpina, surgiram baseados
na medicina popular (BUTLER, 2008; ELVIN-LEWIS, 2001). Pelo menos 25% de todos 0s
medicamentos modernos sdo provenientes, direta ou indiretamente, de plantas medicinais
(ROBINSON & ZHANG, 2011).

Assim, a induastria de plantas medicinais e de fitoterapicos constitui importante fonte
de inovacdo em saude e fortalecendo a producdo. Através da exploracdo da biodiversidade
brasileira (HASENCLEVER et al., 2017; LORENZI & MATOS, 2002). No entanto, para
transformar uma planta medicinal em droga vegetal, é necessario o conhecimento dos tratos
culturais, formas de cultivo, época de colheita, caracteristicas genéticas, condicdes de
secagem e de armazenamento das plantas (FATIMA, 1999; OLIVEIRA et al., 2011).

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants pertence a familia
Amaranthaceae, é nativa da regido mesoamericana conhecida popularmente como erva-de-
santa-maria, lombrigueira, mastruco, mastruz (LORENZI & MATOS, 2002; SA et al., 2016).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) é uma das plantas medicinais mais
utilizadas no mundo devido a ampla distribuicdo no planeta que apresenta propriedades
medicinais como atividade antitumoral, anti-inflamatoria, bactericida, hipotensora, entre
outras (ASSAIDI et al., 2014; CRUZ et al., 2007; LORENZI & MATOS, 2002; REIS et al.,
2010; YE et al., 2015).

Além do uso na medicina popular é uma espécie vegetal promissora para utilizacdo em
sistemas de manejo fitossanitario de pragas (CHIASSON et al., 2004; GIRAO FILHO et al.,
2014; KOONA,; et al., 2007; TRIPATHI et al., 2008; PAUL et al., 2009; PRICE & NAGLE,
2009) e na culinaria mexicana e europeia como condimento e na preparacao de bebidas e
bolos (PICO & NUEZ, 2000).

A erva-de-santa-maria ¢ uma planta de habito herbaceo, ciclo anual, inflorescéncia
pequenas, fruto envolto no calice por um pericarpo e tem como unidade de dispersdo, a
semente, que sdo0 pequenas, pretas, lustrosas e ricas em 6leo (CORREA, 1984; LORENZI &
MATOQOS, 2002; LIMA et al., 2006; GROTHI & JARMADO, 1982).

A germinagdo € um processo influenciado por fatores fisicos, bioquimicos e

fisiologicos da semente, dependente de condi¢cBes ambientais como temperatura adequada e
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substrato e algumas sementes necessitam de luz (CARVALHO & NAKAGAWA, 2012;
MARINI et al., 2012; TAIZ & ZEIGER, 2013; BEWLEY et al., 2013; ZUCARELI et al.,
2015).

A temperatura afeta a absorcdo de umidade e regula as reacGes bioguimicas e
enziméaticas que do metabolismo podendo influenciar a germinacdo de trés maneiras:
removendo a dorméncia primaria ou secundaria; e induzindo dorméncia secundaria
(BEWLEY et al., 2013; FLORES et al., 2014). Cada espécie requer uma faixa 6tima de
temperatura para que esse processo ocorra da maneira mais eficiente, com maior velocidade e
uniformidade (ALVES et al., 2012). Assim, estudos relacionados ao efeito da temperatura na
germinacao sao essenciais para a compreensao dos processos ecofisiolégicos, bioquimicos e
como as sementes sao influenciadas pelas condicdes térmicas proporcionadas pelo ambiente
(FERREIRA & BORGHETTI, 2004).

A luz é outro fator importante na germinacdo de sementes que depende de fatores
genotipicos e ambientais durante sua formagdo podendo induzir dorméncia ou promover a
germinacdo (VALIO & SCARPA, 2001). A sensibilidade da semente ao efeito da luz varia
de acordo com a qualidade, a intensidade luminosa e tempo de irradiacdo (LABOURIAU,
1983).

O substrato também influencia a germinacdo das sementes, assim para a escolha deve
ser levado em consideracdo o tamanho da semente, sua exigéncia a quantidade de agua,
sensibilidade a luz, facilidade que o mesmo oferece para a realizacdo das contagens e para a
avaliacdo das plantulas (BRASIL, 2009; TONIN & PEREZ, 2006).

No entanto o teste de germinacdo nem sempre consegue diferenciar a qualidade de
lotes de sementes ocorrendo uma frequente discrepancia dos resultados com a emergéncia das
plantulas em campo (OHLSON et al., 2010; AMARO et al., 2019). Assim, avaliacdes como
os testes de vigor que sdo Uteis a programa de producdo de sementes como meio de selecédo
de lotes para a semeadura (MARCOS FILHO, 2015). Dentre estes testes temos a
condutividade elétrica e o envelhecimento acelerado.

Devido a escassez de trabalhos e metodologias para avaliagdo de qualidade de
sementes desta espécie e que elucidem o processo germinativo, objetivou-se com este trabalho
avaliar as condicOes ideais de temperatura, luz e substrato e a influencia do tegumento na

germinacdo de sementes de erva-de-santa Maria e os efeitos alelopaticos das partes do fruto
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desta espécie, avaliacdo da primeira contagem e germinagdo, metodologias de envelhecimento
acelerado e condutividade para avaliagdo de vigor das sementes.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Observacdo e a experimentacdo pelos povos primitivos é que as propriedades
terapéuticas das plantas foram sendo descobertas e propagadas de geracdo em geracéo,
fazendo parte da cultura popular e posteriormente das farmacopeias quando iniciou a
investigacdo de suas bases terapéuticas (ELVIN-LEWIS, 2001). As plantas apresentam essas
propriedades devido a presenca de compostos quimicos derivados do metabolismo secundario
como alcaloides, flavonoides, 6leos essenciais, cumarinas, taninos, dentre outros (SIMOES et
al., 2003; MACEDO et al., 2010)

Os primeiros registros de uso de plantas medicinais datam de 2838-2698 a.C. onde
foram catalogadas 365 ervas medicinais e venenos pelo imperador chinés Shen Nung (VALE,
2002). Segundo Robbers et al (1997), os Vedas que é uma coletanea de hinos anterior ao ano
1000 a.C., continha mais de mil ervas medicinais e na China, a enciclopédia Pents’ao kang
mu, publicada em 1596, apresentava mais de dois mil medicamentos de origem natural. Outro
registro de plantas como remédio é o papiro de Ebers datado de 1550 a.C. que faz mencdo a
varias substancias quimicas utilizadas pela antiga civilizacdo egipcia como genciana e 6leo de
ricino, ambos extratos de plantas (SPINOSA et al., 2002).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos predominantemente por
plantas e extratos vegetais, o que pode ser confirmado pelas farmacopeias da época
(SCHENKEL et al., 2003). Os primeiros farmacos, tais como o &cido acetilsalicilico,
digoxina, morfina, quinina e pilocarpina, utilizados pelo homem surgiram a partir de estudos
clinicos, farmacoldgicos e quimicos das plantas baseados na medicina tradicional (BUTLER,
2008).

No século XVIII, foram isoladas as primeiras substancias puras do reino vegetal
(PINTO et al., 2002). ROBINSON & ZHANG (2011) estimam que pelo menos 25% de todos
0s medicamentos modernos sdo provenientes, direta ou indiretamente, de plantas medicinais e
aumenta esse percentual para 60% em medicamentos antitumorais e antimicrobianos.

Contudo, apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de
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compostos bioativos e 1100 espécies foram avaliadas em suas propriedades medicinais sendo
que, apenas 500 plantas foram registradas no Ministério da Salde para comercializacdo
(CARVALHO et al., 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabelece politicas publicas que
determinam pesquisas, geragdo, difusdo e utilizacdo de medicamentos fitoterapicos e plantas
medicinais, no intuito de que os paises utilizem recursos naturais disponiveis em seus proprios
territérios para promover a atencdo primaria a saude (ANVISA, 2010). Visando diminuir o
numero de excluidos dos sistemas governamentais de saude, a OMS recomenda aos 6rgéos
responsaveis pela salde publica de cada pais, que procedam levantamentos regionais das
plantas usadas na medicina popular tradicional e identifique-as botanicamente, estimulando e
recomendando o uso daquelas que tiverem comprovadas sua eficacia e seguranca terapéuticas
(LORENZI & MATOQOS, 2002).

A indGstria de plantas medicinais e de fitoterdpicos constitui importante fonte de
inovacdo em saude e pode fortalecer a producdo com base na exploracdo da biodiversidade
brasileira. Além disso, possibilita ampliar as terapéuticas ofertadas aos usuarios do Sistema
Unico de Satde (SUS) na perspectiva de melhoria da atenco a salde e de inclusdo social
(HASENCLEVER et al., 2017).

A producdo de medicamentos através das plantas medicinais apresenta uma relacdo
custo beneficio melhor, quando comparadas aos produtos sintéticos, pois o custo de producéo
diminui o preco de venda, além de apresentar uma acdo bioldgica eficaz e a toxicidade e 0s
efeitos colaterais serem baixos (FUZER & SOUZA, 2003).

Nas Ultimas décadas do século XX, a insatisfacdo com a eficacia e o custo da medicina
moderna, aliada a admiracdo pelo natural, levou milhdes de pessoas em todo o mundo a
utilizar medicamentos naturais, além do fato das empresas farmacéuticas reconhecerem que
certas plantas eram fontes de substancias para novos medicamentos servindo de protétipo
(ROBBERS et al., 1997). Assim, a busca por novos produtos naturais de uso farmacoldgico
impulsionou a pesquisa botanica no Brasil (LORENZI & MATOS, 2002).

Duas importantes politicas foram estabelecidas pelo Governo Brasileiro em 2006 para
maior valorizacéo e reconhecimento deste recurso terapéutico: A Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapico. Ambas apresentam incentivos a pesquisa com relacdo ao uso de plantas
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medicinais e fitoterapicos que possam ser disponibilizados com qualidade, seguranca e
eficécia a populacéo, priorizando a biodiversidade do pais (BRASIL, 2006).

Com estas acdes em pratica, é possivel estabelecer no Brasil o uso de plantas
medicinais, como na Alemanha, cujo mercado de fitoterapicos € significativo, cerca de 60%
dos médicos alemdes prescrevem fitoterdpicos a populagdo (ANVISA, 2010). Canada,
Franca, Alemanha e Italia, por exemplo, relatam que entre 70% e 90% de suas populagdes
tém utilizado medicamentos tradicionais (ROBINSON & ZHANG, 2011).

A producédo em escala comercial no Brasil ocorre principalmente no estado do Parana,
que responde a 90% de toda a producdo de plantas medicinais do pais, produzindo 40 mil
toneladas por ano, sendo proveniente de trés mil hectares plantados com diferentes culturas,
podendo ser comercializadas em feiras livres de cidades de todo pais (CORREA JUNIOR,
2005; ROCHA et al., 2013). Assim, € necessario 0 conhecimento dos tratos culturais,
variacOes climaticas, tipo de solo, época de colheita, secagem armazenamento e producdo de
sementes das plantas medicinais (FATIMA, 1999; OLIVEIRA et al., 2011).

2.2 Dysphania ambrosioides (L) Mosyakin & Clemants
2.2.1 Aspectos Botanicos

Em 2012, uma nova classificacdo, através de estudos de filogenia molecular com
marcadores de DNA, incluiram Dysphania ambrosioides L. que pertencia a familia
Chenopodiaceae a familia Amaranthaceae (FUENTES-BAZAN et al., 2012; FUENTES-
BAZAN et al., 2016; SA et al., 2016)

A familia Amaranthaceae apresenta cerca de 170 géneros e 2000 espécies, sendo que
no Brasil ocorrem 20 géneros nativos e aproximadamente 100 espécies (SANTOS et al.,
2010). Dysphania ambrosioides L. é uma espécie dominante em comunidades antropéfitas ou
ruderais, conhecida popularmente como: erva-de-santa-maria, ambrisina, ambrosia-do-
méxico, erva-embrdsia, erva-santa, lombrigueira, mastruco e mastruz (LORENZI & MATOS,
2002; GROZEVA & CVETANOVA, 2013).

D. ambrosioides L. é nativa da América Central e do Sul, e tem sido utilizada em sua
culinaria tradicional e medicina popular desde tempos pré-hispanicos (PICO & NUEZ, 2000;
LORENZI & MATOS, 2002). Atualmente é comercialmente cultivada no norte e centro do
México (BLANCKAERT et al., 2012). No Brasil, sua distribuigdo é extensa, ocorrendo em
quase todo o territério (LIMA et al., 2006).
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D. ambrosioides L. é uma planta herbécea de ciclo anual, com durac&o de nove meses
e reproducdo por sementes que sdo pequenas, pretas, lustrosas e ricas em 0leo; a altura desta
planta varia de 20 cm até 1,50 m; possui caule ereto e muito ramificado; inflorescéncia em
glomérulos pequenos, verde amareladas; fruto envolto por um pericarpo fino; elevada
producdo de sementes chegando a dezenas de milhares por planta (LORENZI &MATOS,
2002; LIMA et al., 2006; BLANCKAIRT et al., 2012).

D. ambrosioides L. tem como unidade de dispersdo a semente. A semente de D.
ambrosioides L. é lenticular comprida, irregularmente arredondada, geralmente apresentam
diametro que varia de 0,7 a 0,9 mm, sendo 0,6 a 0,7 mm de comprimento por 0,7 a 0,9 mm de
largura e 0,4 a 0,5 mm de espessura, 0 tegumento varia de preto a castanho avermelhado, é
brilhante, liso e parcialmente ou totalmente envolto pelo pericarpo membranaceo de cor
castanho-amarelado (GROTHI & JARMADO, 1982).

2.2.2 Usos e propriedades

As substancias produzidas pelo metabolismo secundario das plantas séo componentes
qguimicos que apresentam atividades terapéuticas, a exemplo de Oleos essenciais que
constituem a protecdo da planta contra predadores e infestantes, atrativo para sua polinizagdo
e repelente contra herbivoros (MACEDO et al., 2010; PEREIRA et al., 2010).

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) considera D. ambrosioides L. como uma das
plantas medicinais mais utilizadas no mundo devido a ampla distribuicio no planeta
(LORENZI & MATOQS, 2002). O uso medicinal desta espécie foi relatado pela primeira vez
na literatura europeia no século XVIII, pelo botanico Peter Kalm, que cita o0 uso da planta
pelos nativos e pelos europeus nas colGnias americanas para eliminar o verme intestinal
Ascaris sp. (KLIKS, 1985). Smillie e Pessoa, em 1924, foram os primeiros a demonstrar que a
atividade anti-helmintica do 6leo era devido a presenca do monoterpeno ascaridol (GUPTA et
al., 2002).

Além do uso para eliminar Ascaris sp, 0 6leo mostrou atividade promissora contra
Trichomonas vaginalis com uma concentracdo inibitéria minima de 25 mg.mL™ (FIDALGO
et al., 2004). A atividade anti-helmintica in vitro sobre Eudrilus eugeniae também foi
verificada através do uso do extrato aquoso e sumo puro (OLIVER et al., 2006).

O tratamento com extrato hidroetandlico a 70% de D. ambrosioides L. foi eficaz na

inibicdo do carcinoma de Ehrlich em camundongos quando o extrato foi dado antes e mesmo
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quando dado apés a implantacdo do carcinoma (NASCIMENTO et al., 2006). DEMBITSKY
(2008) mostrou o efeito inibitorio do ascaridol contra varias linhagens de células de cancer de
pele de camundongo. O extrato induz uma imunomodulacdo positiva no organismo o que
poderia explicar a atividade antitumoral da planta (CRUZ et al., 2007). Ye et al., (2015)
comprovou o efeito bactericida in vitro com H. pylori e in vivo com ratos infectados.

Outra propriedade de D. ambrosioides L. € a reducdo de hipertermia sessenta minutos
apos a administracdo (HALLAL et al., 2010). Ngo Bum et al (2011), em estudo in vivo com
ratos, submetidos aos testes de labirinto da cruz e hipertermia induzida por estresse, mostrou
atividade ansiolitica e antipirética.

As folhas erva-de-santa-maria proporcionou em efeito hipotensivo em estudo in vivo
com ratos anestesiados, o extrato hexanico reduziu a reacdo inflamatoria, o extrato
hidroalcoolico tem efeito sobre o metabolismo 6sseo, pois altera as proteinas sanguineas e
enzimas que impedem a perda dssea e a substituicdo da medula éssea por adipécitos (REIS et
al., 2010; ASSAIDI et al., 2014; SOARES et al, 2015).

O uso tradicional da erva-de-santa-maria como inseticida domeéstico é antigo e todas as
suas partes frescas sdo usadas com esta finalidade para afugentar pulgas e percevejos quando
colocadas sob as camas e colchdes ou varrendo os comodos com vassouras improvisadas com
esta planta (CORREA, 1984). Assim, a erva-de-santa-maria é uma espécie vegetal promissora
para utilizacdo em sistemas de manejo fitossanitario de pragas, uma vez que possui atividade
repelente e inseticida sobre diversas familias de insetos (PROCOPIO et al., 2003; TAVARES
& VENDRAMIM, 2005; GIRAO FILHO et al., 2014).

Na agricultura o produto UDA-245, que contém 25% de Oleo essencial de D.
ambrosioides, foi eficaz contra o &caro rajado (Tetranychus urticae Koch) e o acaro vermelho
europeu (Panonychus ulmi Koch) quando testado em diversas plantas comestiveis e
ornamentais (CHIASSON et al., 2004).

O extrato aquoso de D. ambrosioides L. a 10% apresentou efeito na oviposi¢cdo de
Plutella xylostella, em discos de folhas de couve (Brassica oleracea var. acephala) cultivar
Georgia, que foram imersos no extrato por um minuto e o uso de sacos de juta impregnados
com o extrato aquoso reduz o dano causado por duas pragas: Acanthoscelides obtectus e
Callosobruchus maculatus, as sementes armazenadas de feijdo, por até seis meses
((MEDEIROS et al., 2005; KOONA,; et al., 2007). O oleo essencial de D. ambrosioides L.



14

proporcionou reducdes significativas do acaro Tetranychus urticae, no manejo de morango
(PRICE & NAGLE, 2009).

Folhas inteiras ou em p6 de D. ambrosioides L. aplicadas a uma proporc¢édo de 1,5 kg
por 100 Kg de feijdo (Phaseolus vulgaris) contra Acanthoscelides obtectus e Zabrotes
subfasciatus, sob condi¢es de laboratério, apresentaram 100% de mortalidade de insetos
adultos em menos de trés dias e nenhum descendente e com o uso de 200 g por 100 kg de
gréos resultou em 100% de mortalidade dentro de 24 horas, reduziu o numero de graos
danificados e manteve germinacao ap0s 5 meses de armazenamento (PAUL et al., 2009).

A aplicacédo de 25 pl de dleo essencial de D. ambrosioides por litro de ar, causou uma
mortalidade de 100% das larvas de Lycoriella ingénua, demonstrando ser um bom inseticida
qguando aplicado como fumigante e a 90% em etanol repeliu 0 mosquito Aedes aegypti, por
cerca de uma hora (PARK et al., 2006; GILLIJ et al., 2008). O extrato etandlico apresentou
repeléncia contra 0 Amblyomma cajennense semelhantes aos obtidos com DEET (N, N-dietil-
3metilbenzamida), no entanto, houve perda rapida da atividade repelente devido a rapida
evaporacdo de compostos ativos (SOARES et al., 2010).

O extrato aquoso de erva-de-santa-maria quando incorporado ao solo possui acao
antinematoides in vitro quando estocado por 24 horas e nas concentracfes de 2 e 20%, sobre
Pratylenchus brachyurus, sendo uma opcdo para seu controle (MELLO et al., 2006;
ALMEIDA et al, 2007). Além de ter efeito antifungico, no armazenamento de uvas tratadas
com Oleo de D. ambrosioides L. contra o fungo Botrytis cinerea, que mostrou elevada
toxicidade, 100% de inibicdo de crescimento (TRIPATHI et al., 2008).

A erva-de-santa-maria tem sido utilizada também na culinaria tradicional no México e
na Europa onde as folhas sdo usadas, frequentemente, como condimento e na preparacéo de
bebidas e bolos (PICO & NUEZ, 2000).

2.3 Aspectos que influenciam a germinagéo

A germinagdo é um processo de retomada da atividade metabolica do eixo
embrionario, culminando na emergéncia da radicula, sendo uma sequéncia de eventos
fisiolégicos, influenciados por alguns fatores relacionados aos processos fisicos, bioquimicos
e fisioldgicos da semente (MARINI et al., 2012; TAIZ & ZEIGER, 2013), séo dependentes de
condicgdes ambientais e de semente viavel (BEWLEY et al., 2013; ZUCARELI et al., 2015).
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A porcentagem de germinagdo varia dependendo da espécie e mesmo dentro de
cultivares da mesma espécie (ANDRADE & JASPER, 2013; LONE et al., 2014). Para que
ocorra a germinacdo de uma semente sdo necessarios alguns fatores: quantidade de agua
suficiente, temperatura adequada, substrato e algumas sementes necessitam de luz
(CARVALHO & NAKAGAWA, 2012).

O efeito da temperatura na germinagdo de sementes tem sido amplamente estudado
nos Ultimos anos, sendo possivel conhecer as caracteristicas de cada espécie quanto a
capacidade de propagacdo de plantulas em determinados locais e épocas do ano, 0 que
também pode variar dependendo da qualidade genética, fisioldgica e fisica e do estado de
sanidade da semente (ANDRADE & JASPER, 2013);

Existem temperaturas minimas, maximas e as temperaturas 6timas sob as quais o
processo de germinacdo ocorre mais rapidamente em um espaco de tempo mais curto
(MARCOS-FILHO, 2015). As temperaturas inferiores ou superiores a 6tima tendem a reduzir
a velocidade do processo germinativo, expondo as plantulas por maior periodo a fatores
adversos, o que pode levar a reducédo no total de germinacdo (CARVALHO & NAKAGAWA,
2012).

Cada espécie requer uma faixa 6tima de temperatura para que esse processo ocorra da
maneira mais eficiente, com maior velocidade e uniformidade (ALVES et al., 2012). Estudos
relacionados ao efeito da temperatura na germinagdo sdo essenciais para a compreensao dos
processos ecofisioldgicos, bioquimicos e como as sementes sdo influenciadas pelas condigdes
térmicas proporcionadas pelo ambiente (FERREIRA & BORGHETTI, 2004).

A temperatura afeta a absorcdo de umidade e regula as reacBes bioquimicas e
enzimaticas do metabolismo (BEWLEY et al., 2013; FLORES et al., 2014). Temperaturas
mais elevadas contribuem para maior ativacdo da energia da agua, aumentando a introducéo
de agua nas sementes em menor espaco de tempo, favorecendo a reativacdo dos processos de
germinacdo, com aumento da atividade respiratéria e liberacdo de energia para germinagéo
(MARCOS FILHO, 2015).

A temperatura pode regular a germinacdo determinando a capacidade e taxa de
germinacdo, quanto a velocidade de germinacdo; removendo a dorméncia primaria ou
secundaria; e induzindo dorméncia secundéaria (BEWLEY et al., 2013).

Determinadas espécies germinam melhor quando expostas a alternancia de

temperaturas, enquanto que outras tém sua germinagdo favorecida quando s&o submetidas a
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temperaturas constantes (ALVEZ; GODOY; CORREA, 2011). As sementes que respondem a
alternancia de temperatura apresentam mecanismos enzimaticos que funcionam em diferentes
temperaturas (VASQUEZ-YANES & OROZCO-SEGOVIA, 1993) e, segundo Borges &
Rena (1993), essa resposta corresponde, provavelmente, a uma adaptacdo as flutuacbes
naturais do ambiente. Segundo CARVALHO & NAKAGAWA (2012), variacdo de
temperatura tem influencia sobre o tegumento da semente, deixando-o0 mais permeavel a agua
e ao oxigénio, podendo interferir diretamente sobre substancias promotoras e inibidoras da
germinacdo e Ferraz Grande e Takaki (2006) temperatura maior que a Otima extravasa
substancias para o meio, possibilitando o desenvolvimento de microrganismos como fungos e
bactérias, indicando sua deterioragao.

A melhor resposta das sementes as condicdes de alternancia de temperatura e luz é
frequentemente encontrada em sementes de espécies nativas que apresentam dorméncia
(CARVALHO & NAKAGAWA, 2012). Vale ressaltar que a alternancia de temperatura pode
promover a aceleracdo do processo germinativo de sementes ndo dormentes (COPERLAND
& MCDONALD, 1999).

A luz, assim como a temperatura, também é um importante fator controlador a
germinacdo de sementes, que depende de fatores genotipicos e ambientais durante sua
formagcdo, induzindo dorméncia ou promovendo germinacdo (VALIO, 2001). Tanto a
intensidade, o comprimento de onda quanto o fotoperiodo, sdo variaveis conhecidas por
exercerem efeito sobre a germinacédo de sementes (COPELAND & MCDONALD, 2001).

A sensibilidade das sementes a luz pode ser definida com base nas formas do
fitocromo, ao invés de fotoblastismo (TAKAKI, 2001). Assim, a ativacdo ou inibicdo da
germinacdo pela luz ocorre devido a acdo do fitocromo, uma cromoproteina soltvel
responsavel pela captacdo dos sinais luminosos do ambiente, que na forma inativa (Fv),
absorve o comprimento de onda vermelho (R) e é transformada em ativa (Fve), no qual o
comprimento de onda no espectro vermelho (660nm) estimula a germinacéo, ao passo que a
do espectro do vermelho distante (730nm) causa inibicdo (BEWLEY et al., 2013;
CARVALHO & NAKAGAWA, 2012; TAIZ E ZEIGER, 2013).

Algumas espécies exibem comportamento fotoblastico, assim a germinacdo pode ser
promovida ou inibida pela exposicdo a luz branca. Sementes que germinam em presenca de
luz é chamada de fotobléasticas positivas quando a germinacao € inibida pela luz, é chamada
de fotoblasticas negativas (CARDOSO, 2010).
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Além da temperatura e da luz, o substrato também exerce influencia tanto na
germinacdo das sementes quanto no desenvolvimento das pléntulas, uma vez que fatores
como estrutura, aeracdo, capacidade de retencdo de agua, grau de infestacdo de patdgenos,
podem variar de acordo com o tipo de material utilizado (POPINIGIS, 1985; TONIN &
PEREZ, 2006).

O substrato € 0 meio onde a semente é colocada para germinar, e tem a funcdo de
manter as condi¢Ges adequadas para a germinacdo da mesma (DOUSSEAU et al., 2008).
Assim, constitui o suporte fisico no qual a semente é colocada e influencia a taxa de
germinacdo das sementes em funcdo de sua estrutura, aeracdo, capacidade de retencdo de
agua, propensdo a infestagdo por microrganismos, dentre outros (FIGLIOLIA et al., 1993).

Wagner Janior et al. (2006), afirma que as funces basicas do substrato sdo a
sustentacdo da planta e o fornecimento de nutrientes, dgua e oxigénio. O substrato pode ser
formado por matéria-prima de origem mineral, organica ou sintética, contendo apenas um
material como carvao, vermiculita, papel mata borrdo, terra e areia, ou com uma mistura de
diferentes tipos de componentes (KANASHIRO, 1999).

No processo de germinacdo, o substrato atua como suporte onde se condicionam as
sementes para germinar, fornecendo condigdes adequadas para o desenvolvimento do
processo e para o crescimento das plantulas (FIGLIOLA et al., 1993). Portanto para a escolha
do substrato, deve ser levado em consideragdo o tamanho da semente, sua exigéncia com
relacdo a quantidade de agua, sua sensibilidade a luz, a facilidade que o0 mesmo oferece para a
realizacdo das contagens e para a avalia¢do das plantulas (BRASIL, 2009).

O substrato ideal deve ser de facil disponibilidade de aquisicéo e transporte, auséncia
de patdgenos e plantas daninhas, riqueza em nutrientes essenciais, pH adequado, boa textura e
estrutura (SILVA et al.,, 2001), além de manter uma proporcdo adequada entre a
disponibilidade de agua e aeracdo (POPINIGIS, 1985).

A avaliacdo desses substratos é feita comparando-se o desenvolvimento das raizes das
plantulas germinadas, preferivelmente, por ocasido da primeira contagem porque 0s sintomas
de inibicdo sdo mais pronunciados nas raizes em estadio inicial de desenvolvimento
(BRASIL, 2009).
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2.4 Vigor de sementes

Vigor caracteriza-se pela soma das propriedades que determinam o desempenho de um
lote de sementes durante a germinacgdo e a emergéncia da plantula, refletindo a manifestagédo
de um conjunto de caracteristicas que determina o potencial para a emergéncia rapida e
uniforme de plantulas buscando-se obter respostas complementares as fornecidas pelo teste de
germinagdo expostas as mais variadas situacdes do ambiente (MARCOS FILHO, 2015). O
teste de germinacao apresenta limitacdes principalmente quanto a menor sensibilidade para a
diferenciacdo da qualidade e a frequente discrepancia dos resultados com a emergéncia das
plantulas em campo (OHLSON et al., 2010; AMARO et al., 2019).

A avaliacdo por meio de testes de vigor permite a deteccdo de possiveis diferencas na
qualidade fisioldgica de lotes que apresentem germinacdo semelhante e que podem exibir
comportamentos distintos em condicdo de campo ou mesmo durante 0 armazenamento. As
diferencas no comportamento de lotes com germinacéo semelhante podem ser explicadas pelo
fato de que as primeiras alteragdes nos processos bioquimicos associados a deterioracgdo,
normalmente, ocorrem antes que se observe o declinio na capacidade germinativa (RIBEIRO,
1999).

Os testes de vigor sdo Uteis nas etapas de um programa de producdo de sementes
através da selecdo de lotes para a semeadura, através da avaliagdo do potencial de
armazenamento, avaliagdo do grau de deterioracdo e avaliacdo da qualidade fisioldgica
(MARCOS FILHO, 2015).

O teste de envelhecimento acelerado tem como base o fato de que a taxa de
deterioragdo das sementes é aumentada consideravelmente atraves de sua exposi¢do a niveis
muito adversos de temperatura e umidade relativa, considerados os fatores ambientais
preponderantes na intensidade e velocidade de deterioracdo. Assim, amostras com baixo vigor
apresentam queda de viabilidade quando submetidas a niveis elevados de temperatura e
umidade relativa, onde as sementes mais vigorosas geralmente sdo menos afetadas na
germinacdo produzindo plantulas normais apds serem submetidas ao envelhecimento
(PERES, 2010).

J& o teste de condutividade elétrica se mostra outra importante ferramenta na avaliagdo
fisioldgica de sementes, que avalia a quantidade de eletrdlitos liberada pelas sementes durante
a embebicdo, que esta, diretamente, relacionada a integridade das membranas celulares
(MATTHEWS & POWELL, 1981). Membranas mal estruturadas e células danificadas estéo,
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geralmente, associadas com o0 processo de deterioracdo da semente e, portanto, com sementes
de baixo vigor (AOSA, 1983). O teste de condutividade elétrica baseia-se no principio de que,
com o processo de deterioracdo, ocorre aumento da lixiviacdo dos constituintes celulares das
sementes embebidas em agua, devido a perda da integridade dos sistemas de membranas
celulares (HEPBURN et al., 1984). Assim, considera-se o0 vigor das sementes inversamente
proporcional a leitura da condutividade elétrica (VIEIRA, 1994; VIEIRA &
KRZYZANOWSKI, 1999).

Para ambos os testes, a metodologia ainda ndo se encontra totalmente determinada
para todas as espécies, embora tenha sido mais intensamente estudado para grandes culturas.
Diante da falta de estudos com espécies medicinais ha a necessidade do desenvolvimento de
pesquisas que investiguem a eficiéncia de testes de vigor na avaliacdo da qualidade de lotes de
sementes, em especial a erva-de-santa-maria a qual tem a semente como o método de

propagacao.
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Artigo 1
Aspectos fisioldgicos do processo germinativo de sementes de Dysphania ambrosioides
(L) Mosyakin & Clemants

Resumo

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants é uma planta medicinal amplamente
utilizada em todo o0 mundo. A metodologia do teste de germinacdo para esta espécie nao esta
definida, devido a escassez de trabalhos referentes as condicOes ideais para a realizacdo do
teste germinacdo. Objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial germinativo de sementes
de erva-de-santa-maria em resposta a diferentes temperaturas, fotoperiodos, métodos de
remocao do pericarpo e substratos na germinacdo, bem como, estabelecer o numero de dias
para a avaliacdo da primeira contagem (PC) e germinacdo e avaliar o efeito de partes do fruto
na germinagdo de sementes de alface. Para avaliar o potencial germinativo das sementes,
foram conduzidos trés experimentos. O primeiro experimento foi conduzido em esquema
fatorial 5 x 6 X 2, sendo cinco lotes de sementes, seis temperaturas de germinacao (15, 20, 25,
30, 15-25 e 20-30 °C) e dois regimes de luz (12 horas de luz e escuro constante). No segundo
experimento utilizou-se o esquema fatorial 2 x 5, sendo dois substratos de germinagao (papel
e vermiculita) e cinco lotes de sementes. Para o terceiro experimento utilizou-se o esquema
fatorial 4 x 3 x 3, sendo quatro lotes de sementes, trés métodos de remoc¢do do pericarpo (sem
remocao, remocao via escarificacdo em agua e remocao via escarificacdo em peneira) e trés
fotoperiodos (8/16, 12/12 e 16 horas de luz/8 horas de escuro). O quarto experimento utilizou-
se de esquema fatorial 4x3, sendo 4 concentracdes e 3 tipos de substratos (sementes, pericarpo
e fruto). Foram avaliadas a porcentagem de plantulas normais, velocidade de germinacgéo e
namero de dias para avaliacdo da primeira contagem e germinacdo. A temperatura alternada
de 15-25 °C com fotoperiodo 16 h de luz e o substrato papel sdo adequados para conducdo do
teste de germinacdo. A PC e a germinagdo podem ser realizadas aos seis e dez dias ap6s a
montagem do teste de germinacdo. A remocdo do pericarpo em peneira propicia maior
germinacdo e velocidade de germinacdo para as sementes. O extrato de fruto e pericarpo
retardam a germinacdo das sementes e em concentracOes elevadas no extrato com fruto
observa-se uma grande quantidade de plantulas anormais de alface.

Termos para indexacdo: Plantas medicinais, fotoperiodo, remocdo do pericarpo, temperatura

alternada.
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Abstract

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants is a medicinal plant widely used
throughout the world. The germination test methodology for this species is not defined due to
the scarcity of studies referring to the ideal conditions for the germination test. The objective
of this work was to evaluate the germination potential of Santa Maria seeds in response to
different temperatures, photoperiods, methods of removal of the pericarp and substrates in
germination, as well as to establish the number of days for the evaluation of the first counting
(FC) and germination and to evaluate the effect of parts of the fruit on the germination of
lettuce seeds. To evaluate the germination potential of the seeds, three experiments were
conducted. The first experiment was conducted in a 5 x 6 x 2 factorial scheme, with five seed
lots, six germination temperatures (15, 20, 25, 30, 15-25 and 20-30 °C) and two light regimes
(12 hours of light and dark constant). In the second experiment, the 2 x 5 factorial scheme was
used, with two germination substrates (paper and vermiculite) and five seed lots. For the third
experiment, the 4 x 3 x 3 factorial scheme was used, four seed lots, three methods of pericarp
removal (without removal, removal by scarification in water and removal by scarification in
sieves) and three photoperiods (8 / 16, 12/12 and 16 hours light / 8 hours dark). The fourth
experiment was used a 4x3 factorial scheme, being 4 concentrations and 3 types of substrates
(seeds, pericarp and fruit). The percentage of normal seedlings, germination speed and
number of days for the evaluation of the first count and germination were evaluated. The
alternating temperature of 15-25 °C with photoperiod 16 h light and the paper substrate are
suitable for conducting the germination test. FC and germination can be performed six and ten
days after germination test assembly. The removal of the pericarp in sieves gives greater
germination and speed of germination to the seeds. The fruit and pericarp extract slow the
germination of the seeds and in high concentrations in the extract with fruit a great amount of
abnormal seedlings of lettuce is observed.

Index terms: Medicinal plants, photoperiod, removal of pericarp, alternate temperature

Introducéo
D. ambrosioides L. € uma espécie nativa da regido mesoamericana ocorrendo em

comunidades antropofitas ou ruderais e pertencente a familia Amaranthaceae (FUENTES-
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BAZAN et al., 2012; FUENTES-BAZAN et al., 2016; GROZEVA & CVETANOVA, 2013;
SA et al., 2016). A espécie é conhecida popularmente como erva-de-santa-maria, erva-santa,
lombrigueira, mastruco e mastruz (LORENZI & MATQOS, 2002) e apresenta propriedades
medicinais comprovadas, tais como atividade ansiolitica, antipirética, hipotensivo e
bactericida (ASSAIDI et al., 2014; HALLAL et al., 2010; NGO BUM et al., 2011 YE et al.,
2015) e impedem a perda 6ssea (SOARES et al., 2015).

A reproducdo desta espécie ocorre através de sementes cuja producdo pode chegar a
milhares de sementes por planta. O tegumento das sementes varia de preto a castanho
avermelhado sendo parcialmente ou totalmente envolto por pericarpo membranaceo de cor
castanho-amarelado (BLANCKAIRT et al., 2012, GROTHI & JARMADO, 1982; LORENZI
& MATOQOS, 2002). Sabe-se que presenca de pericarpo em espécies da familia Amaranthaceae
pode afetar a germinacdo via inibidores quimicos e/ou mecanicos (WEI & JIANG, 2010).

Dentre as condi¢cGes ambientais que interferem no processo de germinagdo vale
destacar a temperatura, a luz e o substrato. A temperatura pode regular a germinacao
determinando a capacidade e a taxa de germinacdo, removendo a dorméncia primaria ou
secundaria e induzindo a dorméncia secundaria, assim o efeito da temperatura na germinacao
tem sido amplamente estudado nos Gltimos anos (ANDRADE & JASPER, 2013; BEWLEY et
al., 2013).

A temperatura interfere nas reacGes bioguimicas e enzimaticas que regulam o
metabolismo das sementes (BEWLEY et al., 2013; FLORES et al., 2014). Como em qualquer
reacao quimica, existe uma temperatura 6tima para que esse processo ocorra da maneira mais
eficiente, com maior velocidade e uniformidade ja as temperaturas inferiores ou superiores a
6tima tendem a reduzir a velocidade do processo germinativo, o que pode levar a reducgdo no
total de germinacdo (ARAUJO NETO et al., 2003; ALVES et al., 2012; CARVALHO &
NAKAGAWA, 2012; BEWLEY et al., 2013).

A luz é um dos principais fatores controladores de germinacdo de sementes que
depende de fatores genotipicos e ambientais durante sua formacdo que podem induzir a
dorméncia ou promover a germinacéo (VALIO & SCARPA, 2001). Assim, a sensibilidade da
semente ao efeito da luz varia de acordo com a qualidade, a intensidade luminosa e tempo de
irradiacdo (LABOURIAU, 1983).

O substrato € outro fator que influencia na germinacdo das sementes uma vez que

fatores como estrutura, aeracdo, capacidade de retencdo de &gua, grau de infestagdo de
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patdgenos, podem variar de acordo com o tipo de material utilizado (TONIN & PEREZ,
2006). Para a conducdo do teste de germinacdo de sementes da familia Amarantaceae, tem-se
recomendado o uso de papel e vermiculita (FERREIRA et al., 2008; BRASIL, 2009).

Diversos fatores devem ser observados para o teste de germinacdo em relacdo a
escolha do substrato, tais como o tamanho da semente, a exigéncia com relacdo a quantidade
de 4gua, a sensibilidade a luz e a facilidade que o mesmo oferece para a realizacdo das
contagens e para a avaliacao das plantulas (SILVA et al., 2001; BRASIL, 2009).

Objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial germinativo de sementes de D.
ambrosioides em resposta a diferentes temperaturas, auséncia ou presenca e horas de luz,
métodos de remocdo do pericarpo e substratos na germinacédo, avaliar o efeito do extrato de
fruto, pericarpo e sementes de erva-de-santa-maria na germinacdo de sementes de alface bem

como, estabelecer o numero de dias para a avaliacdo da primeira contagem e germinacéao.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio Central de Sementes da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), utilizando cinco lotes (Lote 1, 2, 3, 4 e 5) de sementes de erva-de-santa-maria
(Dysphania ambrosioide L) obtidos através com coleta de frutos em diferentes setores do
Departamento de Agricultura da UFLA (DAG). Apos a coleta os frutos foram colocados em
sacos de papel, mantidos em sala arejada por sete dias para completar a secagem e
beneficiados manualmente visando eliminar as impurezas oriundas da planta. Posteriormente,
cada lote foi dividido em duas amostras de sementes acondicionadas em sacos de papel e
armazenadas em camara fria (10 °C e 40% de umidade relativa do ar).

O teor de agua foi determinado pelo método da estufa a 105 °C por 24 h (BRASIL,
2009), utilizando quatro repeticdes de sementes sem pericarpo para cada lote. A massa de mil
sementes foi determinada com oito repeticdes de 100 sementes pesadas em balanca de

precisdo (0,0001 g), sendo os resultados expressos em g (BRASIL, 2009).

Experimento 1: Temperatura e luz na germinacgao

Para avaliar o efeito de temperaturas e luz sobre a germinagdo de erva-de-santa-maria,
cinco lotes de sementes foram desinfestados em hipoclorito de sodio a 2% por 3 minutos e
quatro repeticdes de 50 sementes foram distribuidas sobre duas folhas de papel mata borréo

umedecido com &gua na propor¢do de 2,5 vezes o peso do papel. O teste de germinagdo foi
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conduzido em caixas gerbox mantidas em cadmara do tipo B.O.D. com fotoperiodo de 12 horas
de luz e 12 horas de escuro. Foram avaliadas quatro temperaturas constantes (15, 20, 25 e 30
°C) e duas temperaturas alternadas (15-25 °C e 20-30 °C), nas quais utilizou-se luz para a
maior temperatura. Para avaliar o efeito da auséncia de luz, as gerbox foram envoltas por
papel aluminio e as avaliacOes realizadas em sala escura com luz verde. A porcentagem de
germinacgdo avaliada aos 21 dias apds a semeadura, considerando-se com plantulas normais
aquelas que apresentavam cotilédones abertos, hipocétilo e radicula desenvolvidos. Durante o
teste de germinacdo a porcentagem de plantulas normais foi contabilizada diariamente para
calcular a velocidade de germinagdo conforme Maguire (1962).

O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5 x 6 X 2, sendo cinco lotes, seis temperaturas e dois regimes de luz (12 horas de luz e
escuro constante). As médias do fator “temperatura” foram agrupadas pelo teste de Scott-
Knott (p < 0,05) e as médias do fator “regimes de luz” foram comparadas pelo teste F (p <
0,05).

Apobs identificar a melhor temperatura de germinacéo, aplicou-se a analise de regressao
ndo linear aos dados acumulados de plantulas normais dos cinco lotes estudados visando obter
0 numero de dias necessario para a primeira contagem (to) e contagem final para o teste de
germinacdo (Tomaz et al., 2016; Affonso et al., 2018), definida neste trabalho como o tempo
necessario para obtencdo da méaxima porcentagem de germinacdo. Para descrever a relacdo
entre a germinacao (%G) e o tempo de germinacdo (t) foi aplicada a seguinte equacdo:

a

1+ exp[— t—btoj

%G - porcentagem de germinagdo no tempo t;

%G = %G, +

em que:

%Gy - porcentagem inicial de germinacao;

a - porcentagem maxima de germinacao;

t - nimero de dias apds a montagem do teste de germinacao;

to - nUmero de dias para atingir a metade da porcentagem maxima germinacao;

b - descreve uma constante de tempo.
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Experimento 2: Substrato para germinagéo

O teste de germinagdo foi conduzido com dois substratos (papel e vermiculita)
umedecidos com agua na proporcdo de 2,5 vezes 0 peso do substrato. Utilizou-se cinco lotes
de sementes sem pericarpo removido peneira e desinfestadas em hipoclorito (2% por 3
minutos). Foram utilizadas quatro repetices de 50 sementes distribuidas sobre duas folhas de
papel mata borrdo e 25 g de vermiculita umedecida com 80ml de agua, acondicionadas em
caixas gerbox e mantidas em B.O.D. com temperatura alternada de 15-25 °C com 12 horas de
luz e 12 horas de escuro, com fornecimento de luz para a maior temperatura. A porcentagem
de plantulas normais foi contabilizada aos seis (primeira contagem) e dez (germinagdo) dias
apo6s a montagem do teste, bem como, foi calculado o indice de velocidade de germinacao
conforme Maguire (1962).

O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5 x 2, sendo cinco lotes e dois substratos. As médias dos fatores “substrato” foram
comparadas pelo teste F (p < 0,05).

Experimento 3: Métodos de remocao de pericarpo e fotoperiodo

Para avaliar a interferéncia do pericarpo na germinacéo das sementes de erva-de-santa-
maria, quatro lotes (Lotes 2, 3, 4 e 5) de frutos foram divididos em trés amostras e submetidos
separadamente aos seguintes métodos de remog¢do do pericarpo: controle - sementes com
pericarpo; remocgao em agua - os frutos foram colocados em imersdo em agua destilada por 10
minutos e posteriormente foram escarificados cuidadosamente em papel germitest; remocao
em peneira - os frutos foram escarificados em peneira de aco inox ndmero 17. Nos dois
ultimos métodos os frutos foram escarificados até a remocao total do pericarpo na maioria das
sementes e, posteriormente, realizou-se limpeza manual dos lotes para eliminar os frutos
remanescentes que ainda apresentavam pericarpo. Em seguida, subamostras oriundas dos trés
métodos de remocdo de pericarpo foram desinfestadas em hipoclorito de sédio (2% por 3
minutos) e quatro repeticdes de 50 sementes ou frutos (controle) foram semeadas sobre duas
folhas de papel mata borrdo, acondicionadas em caixas gerbox e mantidas em B.O.D. com
temperatura alternada de 15-25 °C e trés de fotoperiodos: 8/16, 12/12 e 16 horas de luz/8
horas de escuro. Independente do fotoperiodo utilizou-se luz para a maior temperatura. A
porcentagem de plantulas normais foi contabilizada aos seis (primeira contagem) e dez
(germinacao) dias apds a montagem do teste, bem como, foi calculado o indice de velocidade

de germinacdo conforme Maguire (1962).
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O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 3 x 3, sendo quatro lotes, trés métodos de remocdo do pericarpo e trés
fotoperiodos. As médias dos fatores “método de remogdo do pericarpo” e “fotoperiodos”

foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Experimento 4: Efeito alelopatico do extrato aquoso extraido da semente, pericarpo e fruto
de erva-de-santa-maria sobre a germinacdo de sementes de alface

Os extratos aquosos foram preparados a partir de sementes, pericarpo e frutos de erva-
de-santa-maria. As sementes e o pericarpo foram separados através de peneiras e os frutos
mantidos integros. Cada substrato foi pulverizado com auxilio de pildo e cadinho de porcelana
e em seguida pesados. Colocou-se 16 g de massa seca em 260 ml de agua destilada, por 24
horas em agitador, filtrou-se o material para a obtencdo do extrato concentrado (100% v/v). O
extrato foi diluido em agua destilada nas concentracbes 25 e 50 %v/v. Os tratamentos
constituiram de solugbes aquosas em trés concentracdes (25, 50 e 100% v/v) e testemunha
constituida de agua destilada. Em seguida realizou-se o teste de germinacdo com quatro
repeticdes de 50 sementes de alface, as sementes foram desinfestadas com hipoclorito a 1%
por 1 minuto e em seguida foram semeadas sobre duas folhas de papel mata borrdo,
umidecidas com os extratos na proporcao de 2,5 0 peso do papel e acondicionadas em caixas
gerbox e mantidas em B.O.D. com temperatura 25 °C. A porcentagem de plantulas normais
foi contabilizada aos 4 (primeira contagem) e 8 (germinacao) dias ap6s a montagem do teste
(BRASIL, 2009). Aos oito dias também determinou-se a massa secagem de plantula a 80 °C
por 24 horas, conforme metodologia descrita por Nakagawa et al. (1999).

O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 3, sendo quatro concentracdes (0, 25, 50 e 100 % v/v) e trés extratos (semente,
pericarpo e fruto). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias agrupadas
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Resultados e discussao

O teor de agua das sementes de erva-de-santa-maria apresentaram valores semelhantes
de teor de agua para os cinco lotes, variando de 12,00 a 12,78% (Tabela 1). A homogeneidade
do teor de agua entre os lotes é importante para padronizacdo dos resultados, pois, diferencas
superiores a dois pontos percentuais, podem causar interferéncias nas avaliacbes, em razao

das diferengas na atividade metabdlica e velocidade de umedecimento (VIEIRA &
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KRZYZANOWSKI, 1999; MARCOS FILHO, 2015; SOUZA et al., 2014). Oliveira et al.,
(2017) ao trabalharem na producédo e qualidade de sementes de Chenopodium quinoa obteve

valores de umidade variando de 10,3 a 11,3%.

Com relacdo a massa de mil sementes (Tabela 1), verificou-se diferenca significativa
para lotes avaliados, tendo o lote 3 aquele que apresentou maior massa em relagéo aos demais
lotes. A massa é uma informacao que indiretamente informa o tamanho, estado de maturidade
e sanidade das sementes (BRASIL, 2009). Nobre et al., (2013) obtiveram valores
semelhantes, 0,07 a 0,08 gramas, ao trabalharem com sementes de Amaranthus cruentus L.

Tabela 1. Teor de agua inicial em porcentagem (%) e massa de mil sementes em gramas (Q)

dos lotes utilizados no estudo da germinacao das sementes de erva-de-santa-maria.

Lote Teor de 4gua (%) M1000S (9)
1 12,33 a 0,1418 B
2 12,00 a 0,0998 C
3 12,72 a 0,0951 C
4 12,07 a 0,1391B
5 12,33 a 0,1504 A
CV (%) - 3,98

Médias seguidas pela mesma letra a coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05).

Experimento 1

Lotes apresentaram diferenca no teste de germinacdo (Figura 1). Houve germinacao
das sementes de erva-de-santa-maria para a maioria das temperaturas testadas tanto no regime
de luz/escuro quanto no regime escuro constante, excecdo foi observada na temperatura de
30 °C no lote 1, lote 2, lote 3 e lote 4 (Figura 1A,1C,1E,1G) e 25 °C no lote 3 (Figura 1E)
sob condicdo de escuro em que obteve-se germinacdo nula. De acordo com Carvalho &
Nakagawa (2012), as temperaturas inferiores ou superiores a Otima tendem a reduzir a

velocidade do processo germinativo, resultado semelhante foi observado em sementes de
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Chenopodium album que apresentaram menores valores na porcentagem de germinagdo a
medida que a temperatura passava de 22 °C (HARVEY & FORCELLA, 1993).

As maiores porcentagens de germinacéo (acima de 80%) foram obtidas nos lotes 4 e 5
tanto na luz quanto no escuro, na temperatura alternada 15-25 °C (Figura 1G e 1l) e para
velocidade de germinacdo também pode-se observar estes mesmos comportamentos. Para
Bewley et al., (2013), maiores resultados na porcentagem de germinacdo e velocidade
dependem da temperatura Gtima.

Apesar de a luz ndo ser necessaria para a germinacdo nas sementes de erva-de-santa-
maria, as sementes que germinaram no escuro originaram plantulas com cotilédones rosa,
hipocétilo esbranquicado e crescimento longitudinal acelerado. Com o sombreamento a
conversdo em maior proporcao de luz vermelho-distante em vermelho, explica o estiolamento
da planta, pois induz a transferéncia da maior parte dos recursos da planta para o crescimento
em altura (TAIZ & ZEIGER, 2013). Para Silva et al., (2016) esse crescimento compromete a
sustentacdo da parte aérea, justificando assim a maior fragilidade das plantulas germinadas na
auséncia de luz.

A incidéncia da luz favoreceu o desenvolvimento das plantulas, permitindo o
desenvolvimento normal de todas as suas estruturas essenciais. Dessa forma, o teste de
germinacao das sementes dessa espécie deve ser conduzido sob luz.

A diferenca estatistica da germinacdo entre luz e escuro na temperatura 15-25 °C foi
observada para o lote 3 (Figura 1E) e para a velocidade de germinacdo nos lotes 3,4 e 5
(Figura 1F,1H,1J).

Observou-se que para as temperaturas alternadas (15-25 e 20-30 °C) houve maiores
porcentagens de germinacao, com excecdo do lote 1 no escuro, lote 3 e 4 luz e escuro e lote 5
na luz em que a temperatura constante de 15 °C foi superior a de 20-30 °C. O VG apresentou
comportamento similar a porcentagem de germinacdo exceto nos lotes 3 e 4 onde houve um
maior indice para a temperatura de 20-30 °C em detrimento a de 15 °C. Destaca-se que para
temperatura 15-25 °C, independente do lote e do regime de luz obteve-se as maiores
porcentagens de germinacéo e IVG.

A alternancia de temperatura pode promover a aceleracdo do processo germinativo de
sementes ndo dormentes (COPERLAND E MCDONALD, 1999). Sementes da familia
Amaranthaceae apresentaram temperaturas alternadas como Otimas para 0 seu

desenvolvimento no processo germinativo como 15-25 °C para Chenopodium hybridum (HU
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et al., 2016), 20-30 °C para Amaranthus caudatus, Amaranthus hybridus, Amaranthus tricolor
L. (BRASIL, 2009), Amaranthus cruentus L. (NOBRE et al., 2013), Gomphrena globosa L.
(SENA FILHO et al., 2003).
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Figura 1. Germinacdo (A,C,E,G.I) e Indice de Velocidade de Germinagdo (B,D,F,H,J) de

sementes de 5 lotes de erva-de-santa-maria em funcdo do regime de luz.
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Barras de erro indicam o erro padrdo da média (n = 4). Letras mindsculas comparam
temperaturas dentro de cada regime de luz. Asteriscos indicam diferenca significativa pelo

teste F (" - P < 0,05).

Através da modelagem (Figura 2; Tabela 2) observou-se que a temperatura alternada
de 15-25 °C a partir da germinacdo acumulada média dos 5 lotes, o regime de luz, apresenta
uma germinacao mais rapida, com 4 dias a menos na contagem final no teste de germinacgéo
do que sem luz (Figura 2B).

Espécies desta familia apresentam o teste descrito nas Regras para Analise de
Sementes (RAS) apresentando primeira contagem entre 4-5 dias e a contagem final 14 dias a

exemplo das seguintes espécies: Amaranthus caudatus, Amaranthus cruentus, Amaranthus

paniculatus e Amaranthus tricolor (BRASIL, 2009).
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Figura 2. Germinacdo acumulada média de sementes de 5 lotes de erva-de-santa-maria em
funcdo do regime de luz (12 horas luz/12 horas de escuro-A, Auséncia de luz-B).

Barras de erro indicam o erro padréo da media (n = 20).
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Tabela 2. Coeficiente de determinacio (R?) e pardmetros (Go, a, t e b) do modelo de ajustado
a germinacdo acumulada média de sementes de erva-de-santa-maria em funcdo do regime de

luz (12 h luz/12 h escuro; Auséncia de luz).

Regime de luz R? Go a to b
12 h luz/12 h escuro 0,999 -0521™ 588127 5652 0,520
Escuro 0,998 -0,987™ 56,444 6615 1,061

“ Significativo pelo teste t (p < 0,01); ™ Nao significativo
Experimento 2

No que diz respeito a influéncia dos substratos para germinagdo de sementes de erva-
de-santa-maria observou-se que ndo houve diferenca entre os lotes analisados para primeira
contagem e porcentagem de germinacdo (Figura 3A e 3B). No entanto, observa-se que para
média dos cinco lotes houve maior porcentagem de plantulas normais na primeira contagem e
germinacdo para o substrato papel. Para os lotes 1 e 2 ndo houve diferenca de IVG entre os
substratos, entretanto, para os lotes 3,4 e 5 que apresentaram germinacdo acima de 42%,

houve maior IVG quando o teste de germinacéo foi conduzido com papel (Figura 3C).
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Figura 3. Primeira contagem (A), Germinac&o (B) e indice de Velocidade de Germinacio (C)
de sementes de cinco lotes de erva-de-santa-maria em dois substratos (papel e vermiculita).
Barras de erro indicam o erro padrdo da média (n = 4). Asteriscos indicam diferenca
significativa pelo teste F (- P < 0,05; ~ - P <0,01;" - P <0,001). ™ Néo significativo.
Barras acima das colunas comparam os substratos em cada lote. Asterisco indica diferenca
significativa pelo teste de Scott-Knott (" - P < 0,05). ™ N&o significativo. Barras de erro
indicam o erro padrdo da media (n = 4).

De acordo com os resultados, os dois substratos utilizados proporcionaram condigdes
adequadas & germinagdo para a erva-de-santa-maria, no entanto menores valores para o

substrato vermiculita podem ser explicados pelo fato de que apesar da boa retencdo de
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umidade e a semeadura tenha sido efetuada na superficie, a porosidade promoveu o
deslocamento das sementes durante o periodo de irrigagao .

Assim como em erva-de-santa-maria, sementes pertencentes a familia Amaranthaceae
como Celosia Cristata L apresentaram maiores porcentagens de germinacdo quando se
utilizou o substrato papel, obtendo-se 56% sobre papel e 49% entre papel (FERREIRA et al.,
2008). Assim como, sementes de Chenopodium quinoa expostas a temperaturas alternadas
(SOUZA, 2017).

Experimento 3

N&o houve interacdo entre fotoperiodo e métodos de remocdo do pericarpo para
porcentagem de germinacdo de sementes de erva-de-santa-maria. A0 comparar 0S
fotoperiodos verificou-se que para os lotes 2, 4 e 5 ndo houve diferenca entre o fotoperiodo
12h/12h e 16h/8h, os quais apresentaram porcentagem de germinacdo significativamente
superior ao fotoperiodo 8h/16h. No entanto, para o lote 3 o fotoperiodo 8h/16h e 12h/12h
apresentaram germinacdo significativamente igual e superior ao 16h/8h, o que pode ser
explicado pela alta incidéncia de fungos neste tratamento (Figura 4).

Em espécies da familia Amaranthaceae, o fotoperiodo de 16 horas de luz proporcionou
maior germinacdo em duas variedades de sementes de Gomphrena globosa L., (SENA
FILHO et al., 2003). Esse mesmo fotoperiodo foi utilizado por HARVEY & FORCELLA
(1993) para germinacdo de Chenopodium album. E Henson (1970), trabalhando com
Chenopodium album verificou que o fotoperiodo de 14 horas de luz proporcionou elevada

germinacao, mesmo fotoperiodo utilizado por RAMON et al., (1999) para esta espécie.
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Figura 4. Germinacdo de sementes de quatro lotes de erva-de-santa-maria em trés
fotoperiodos (8/16, 12/12 e 16/8 h de luz/escuro).

Barras acima das colunas comparam os fotoperiodos em cada lote. Asterisco indica diferenca
significativa pelo teste de Scott-Knott (" - P < 0,05). Barras de erro indicam o erro padrio da

média (n = 4).

Para as variaveis primeira contagem (Figura 5) e IVG (Figura 6) houve interacao entre
fotoperiodos e metodos de remocdo do pericarpo. No que diz respeito a primeira contagem
para sementes com pericarpo os lotes 2, 3 e 4 (Figura 5A, 5B e 5C) nédo apresentaram
diferenga significativa para os fotoperiodos, no entanto para o lote 5 (Figura 5D), o
fotoperiodo 16h/8h apresentou diferenca significativamente superior aos demais fotoperiodos.
Para o método SPA, observou-se que independente do lote estudado o uso de 16 horas de luz
apresentou maior porcentagem de plantulas normais (Figura 5), seguido pelo fotoperiodo
12h/12h e 8h/16h. Para o método SPP, o lote 2 (Figura 5A) ndo apresentou diferenca
significativa para os fotoperiodos estudados, entretanto, para o lote 3 (Figura 5B) houve maior
porcentagem de germinacédo para o fotoperiodo 16h/8h diferindo estatisticamente de 12h/12h
e 8h/16h; ja& para os lotes 4 e 5 (Figura 5C e 5D), os fotoperiodos 12h/12h e 16h/8h foram
significativamente superiores a 8h/16h.

Quanto aos métodos de remocdo de pericarpo, independente do lote avaliado, as
sementes com pericarpo apresentaram menores valores de germinacdo, o que pode ser
explicado pela alta incidéncia de fungo observada neste tratamento. Para os lotes 3, 4 e 5
(Figura 5B, 5C e 5D) com o uso de 8 horas de luz, o método SPP apresentou germinacdo
superior aos demais métodos. Para o fotoperiodo 12h/12h os lotes 2, 4 e 5 (Figura 5A, 5C e
5D) apresentaram maiores porcentagens de plantulas normais para o método SPP, entretanto,
para esta mesma condicdo, o lote 3 apresentou maior porcentagem de germinacdo quando
realizou-se método SPA. Para o fotoperiodo 16h/8h o lote 2 (Figura 5A) ndo apresentou
diferenca entre os métodos avaliados, entretanto, para o lote 3(Figura 5B) houve maior
germinacdo para o método SPA diferindo estatisticamente dos demais métodos. Ainda
referente ao fotoperiodo 16h/8h, constata-se que para o lote 4 (Figura 5C) o método SPP
apresentou maior porcentagem de germinacdo diferindo estatisticamente de CP e SPA, por
outro lado, para o lote 5(Figura 5D), os métodos SPA e SPP apresentaram maiores

porcentagens de plantulas normais.
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Para espécie Chenopodium hybridum a maior germinagdo também ocorreu em
sementes com o pericarpo removido, chegando a 82% de sementes germinadas (HU et al,
2016).
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Figura 5: Germinagdo de sementes de quatro lotes (Lote 2-6A, Lote 3-6B, Lote 4-6C e Lote 5-
6D) de erva-de-santa-maria em funcdo do método de remogdo do pericarpo (CP: Com
Pericarpo; SPA: Sem Pericarpo utilizando agua; SPP: Sem Pericarpo utilizando Peneira) e
fotoperiodos (8/16, 12/12 e 16 h/8 h de luz/escuro).

Letras minasculas comparam métodos de remocdo em cada fotoperiodo. Barras acima das
colunas comparam os fotoperiodos em cada método de remocdo do pericarpo. Asterisco
indica diferenca significativa pelo teste de Scott-Knott (" - P < 0,05). "™ N&o significativo.

Barras de erro indicam o erro padrdo da média (n = 4).

Quanto a velocidade de germinacdo observa-se que independente do método de
remocdo ndo houve diferenca estatistica os fotoperiodos no lote 2. Para sementes com
pericarpo o lote 4 (Figura 6C) ndo apresentou diferenca significativa para os fotoperiodos, no

entanto, para os lotes 3 e 5 (Figura 6B e 6D), o fotoperiodo 16h/8h apresentou diferenca
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significativamente superior aos demais fotoperiodos. Para 0 método SPA no lote 3, o0s
fotoperiodos 12h/12h e 16h/8h apresentaram maior 1IVG quando comparados a 8h/16h; Para o
lote 4 houve diferenca significativa para os trés fotoperiodos, sendo que 16h/8h apresentou
velocidade de germinacéo superior aos demais fotoperiodos, assim como para o lote 5, onde o
fotoperiodo 16h/8h obteve maior IVG. Para 0 método SPP, houve maior porcentagem de
germinagdo para o fotoperiodo 16h/8h diferindo estatisticamente de 12h/12h e 8h/16h para o
lote 3 (Figura 6B), para os lotes 4 e 5 (Figura 6C e 6D), os fotoperiodos 12h/12h e 16h/8h
foram significativamente superiores a 8h/16h.

Quanto aos métodos de remocdo de pericarpo o fotoperiodo de 8 horas de luz no lote 2
(Figura 6A) apresentou maiores valores de IVG para sementes em que houve remogéo do
pericarpo (SPA e SPP), para o lote 3 (Figura 6B), SPA apresentou maior IVG que sementes
com pericarpo e SPP, para os lotes 4 e 5 (Figura 6C e 6D), SPP apresentou maior velocidade
de germinacdo dentre os métodos estudados. Para os fotoperiodo 12h/12h e 16 h/8h o lote 2
(Figura 6A) apresentou maior velocidade de germinacdo para SPA e SPP, para o lote 3
(Figura 6B) 0 método SPA apresentou maior IVG quando comparado aos outros dois métodos
e para os lotes 4 e 5 (Figura 6C e 6D) o método SPP foi 0 que apresentou maior indice.

A velocidade da germinacdo aumenta com o aumento do fotoperiodo e com a retirada
do pericarpo. A presenca de pericarpo pode afetar a germinacdo através de inibidores
quimicos e/ou mecanicos, impedindo a absorcdo de &gua podendo comprometer o
funcionamento das atividades fisiologicas envolvidas na germinacdo (WEI & JIANG, 2010;
BEWLEY et al., 2013).
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Figura 6. indice de velocidade de Germinacio de sementes de quatro lotes (Lote 2-6A, Lote
3-6B, Lote 4-6C e Lote 5-6D) de erva-de-santa-maria em funcdo do método de remocéo do
pericarpo (CP: Com Pericarpo; SPA: Sem Pericarpo utilizando agua; SPP: Sem Pericarpo
utilizando Peneira) e fotoperiodos (8/16, 12/12 e 16 h/8 h de luz/escuro).

Letras minusculas comparam métodos de remocdo em cada fotoperiodo. Barras de erro
indicam o erro padrdo da média (n = 4). Asterisco indica diferenca significativa pelo teste de
Scott-Knott (" - P < 0,05). ™ N4o significativo.

Experimento 4

Verifica-se na Tabela 2 que para a primeira contagem o substrato produzidos com as
sementes apresentaram maiores porcentagens de germinacdo nas concentracdes de 25, 50 e
100%. No entanto ndo houve diferenca entre as concentracGes deste substrato. Para o
substrato com fruto, as quatro concentracdes diferiram entre si, observando um declinio da
porcentagem de germinacdo com o aumenta da concentracdo do extrato e para o pericarpo, as

concentragdes de 25 e 50 % foram superiores a de 100%.
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J& para a germinacdo ndo houve diferenca entre os trés tipos de substratos nas
concentragdes 0 e 25%. Sendo que o fruto apresentou menor peorcentagem de germinagao nas
concentracdes de 50 e 100 % e o pericarpo na de 100%. Assim como na primeira contagem
ndo houve diferenca entre as concentracfes no substrato semente, as concentracGes de O e
25% apresentaram maiores valores na porcentagem de germinagdo no substrato fruto e a de
100 % menor valor no substrato pericarpo.

A porcentagem de plantulas anormais em extrato fruto nas concentracGes de 50 e
100% foram superiores aos demais substratos, observou-se que na concentracdo de 100% os
trés extratos diferiram entre si, sendo o fruto o que apresentou maior porcentagem de
plantulas anormais seguidos de pericarpo e semente. Ndo houve diferenca significativa quanto
a porcentagem de plantulas anormais entre as concentracdes estudadas nos extratos semente e
pericarpo, no entanto no extrato fruto a concentragéo de 100 apresentou os maiores valores de
anormalidade (41%).

As médias da massa seca de plantulas dos trés extratos nas concentracdes 0, 25 e 50

n&o diferiram entre si, sendo superiores a de 100% (Tabela 3).

Carvalho e Carnelossi, (2005) ao trabalhar com alelopatia em tomateiro tendo como
substrato a parte aérea (folhas e frutos) desta espécie observaram que com o aumento da

concentragdo do extrato aquoso houve uma diminuigdo da germinagéo.

Extratos aquosos sdo misturas que podem conter substancias de varias classes como
terpenos, alcaldides, aminoacidos ndo protéicos, dentre outras, e que apresentam efeitos
complexos sobre a alface, ainda ndo completamente elucidados (SILVA & AQUILA, 2006).
Infere-se, portanto que pode haver alguma substancia no fruto que retarda a germinacao de

alface, assim como na da propria espécie como foi observado no experimento 3.
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Tabela 2: Primeira contagem e germinacdo de sementes de alface submetidas a quatro
concentracgdes (0, 25, 50 e 100%) e trés tipos de extrato (Semente, Fruto e Pericarpo) de erva-

de-santa-maria.

Concentracédo do Tipos de extrato

extrato (%) Semente Fruto Pericarpo
--------------- Primeira contagem (%) ---------------
0 9% aA 93 aA 98 a A
25 87 aA 50 bB 36 bB
50 84 aA 16 ¢cB 23 bB
100 91 aA 1dB 6 cB
CV (%) 16,09
------------------- Germinacao (%) -------------------
0 95 aA 93 aA 99 aA
25 92 aA 87 aA 89 aA
50 86 a A 65 b B 78 a A
100 9% aA 34 cB 34bB
CV (%) 16,81
--------------- Plantulas anormais (%) ---------------
0 4 aA 1cA 1aA
25 3 aA 7 CcA 5 aA
50 4 aB 24 b A 11 aB
100 1aC 41 a A 15 aB
CV (%) 93,14

Média seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha nédo diferem

estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Tabela 3: Massa seca de plantulas de alface submetidas a (0, 25, 50 e 100%) e trés tipos de

extrato (Semente, Fruto e Pericarpo) de erva-de-santa-maria.

Concentragéo do Tipo de extrato
Média
extrato (%) Semente Fruto  Pericarpo

0 1,193 1,281 1,263 1,246 a

25 1,203 1,378 1,283 1,288 a

50 1,165 1,348 1,386 1,300 a

100 1,166 1,041 1,151 1,119b

CV (%) 10,09

Meédia seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Scott-Knott (p < 0,05).

Concluséao

A temperatura de 15-25 °C e o regime de luz foram adequados para a germinagao de

sementes de erva-de-santa-maria;

O teste de germinacdo de sementes de erva-de-santa-maria apresenta como primeira

contagem 6 dias e 10 dias para contagem final;

As sementes de erva-de-santa-maria apresentam maior porcentagem de germinacéo,

primeira contagem e VG no substrato papel;

O fotoperiodo de 16 horas de luz e a remogdo do pericarpo em peneira promove maior

porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacao.
O extrato com fruto e o pericarpo retardam o processo germinativo de alface.

O extrato com fruto em elevada concentragdo (100% v/v) induz o surgimento de

anormalidades nas plantulas de alface.
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Artigo 2

Avaliacao de testes de vigor em sementes de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin &

Clemants

Resumo

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants ¢ uma planta medicinal amplamente
utilizada em todo o mundo. Objetivo-se determinar as condi¢des adequadas para conducao
dos testes de condutividade elétrica e de envelhecimento acelerado, e sua correlagdo na
avaliacdo do potencial fisiologico de sementes de erva-de-santa-maria. Foram utilizados oito
lotes de sementes Dysphania ambrosioides. A avaliacdo da qualidade inicial desses lotes
constituiu-se na determinacdo do teor de &gua, nos testes de germinacdo, primeira contagem
de germinacédo, IVG, emergéncia, IVE, envelhecimento acelerado tradicional e modificado
(solucdo salina saturada) empregando-se as temperaturas de 38 e 41 °C e os periodos de 24,
48 e 72 h, condutividade elétrica em seis periodos (3, 6, 9, 12, 24 e 48 h). O ensaio foi
conduzido em delineamento inteiramente casualisado, as médias obtidas por lote, em cada
avaliacdo, foram comparadas pelo teste de Scott-Knott em nivel de probabilidade de 5% e foi
realizada analise de correlacdo linear. Pode-se concluir que o teste de condutividade elétrica
conduzido no periodo de 3 horas possibilita a classificacdo de lotes de sementes de erva-de-
santa-maria quanto ao potencial fisioldgico. O teste de envelhecimento acelerado tradicional a
38 °C no periodo de 24 h é eficiente na classificacdo de lotes de sementes de erva-de-santa-

maria, em niveis de vigor.

Palavra-chave: Vigor, plantas medicinais, qualidade fisiol6gica, envelhecimento acelerado,
condutividade elétrica

Abstract

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants is a medicinal plant widely used
throughout the world. The objective of this study was to determine the adequate conditions for
the conduction of the tests of electrical conductivity and accelerated aging, and its correlation
in the evaluation of the physiological potential of Santa Maria seeds. Eight lots of Dysphania

ambrosioides seeds were used. The initial quality evaluation of these lots consisted in the
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determination of the water content, germination, first germination, 1IVG, emergency, IVE,
traditional and modified accelerated aging (saturated salt solution) tests using 38 and 41 ° C
and the periods of 24, 48 and 72 h, electrical conductivity in six periods (3, 6, 9, 12, 24 and 48
h). The assay was conducted in a completely randomized design, the averages obtained per
batch at each evaluation were compared by the Scott-Knott test at a 5% probability level and a
linear correlation analysis was performed. It can be concluded that the electric conductivity
test carried out in the 3-hour period allows the classification of lots of Santa Maria seeds in
relation to the physiological potential. The traditional accelerated aging test at 38 °C in the

24-h period is efficient in the classification of seed lots of Santa-Maria grass at vigor levels.

Key words: Vigor, medicinal plants, physiological quality, accelerated aging, electrical

conductivity
Introducéo

D. ambrosioides L. pertencente a familia Amaranthaceae é conhecida popularmente
como erva-de-santa-maria, erva-santa, lombrigueira, mastrugo e mastruz (LORENZI &
MATQOS, 2002, FUENTES-BAZAN et al., 2012). A espécie possui propriedades medicinais
comprovadas, como atividade ansiolitica, antipirética, hipotensivo e bactericida (ASSAIDI et
al., 2014; HALLAL et al., 2010; NGO BUM et al., 2011 YE et al., 2015). A propagacéo é por
sementes cuja producdo chega a dezenas de milhares de sementes por planta.

Na analise de sementes, além do teste padrdo de germinacédo, os testes de vigor sdo
utilizados para garantir sementes de qualidade superior. Pois o teste padrdo germinacdo é
conduzido sob condicBGes favoraveis, que permite que o lote de sementes expresse sua
capacidade maxima, no entanto, a maior parte dos casos, o resultado do teste de germinacao
superestima os valores reais da emergéncia de plantas em campo e ndo avalia as alteracdes
fisioldgicas, bioquimicas, fisicas e citoldgicas relacionadas ao processo de deterioracdo, ndo
permitindo diferenciar no campo e no armazenamento lotes de sementes quanto ao vigor
(ABRANTES et al., 2010, BERTOLIN et al., 2011).

Assim, a determinacdo de parametros de qualidade de lotes de semente depende de
métodos de avaliacdo que permitam detectar com eficiéncia e rapidez as variagdes entre lotes,
0 que possibilita estimar o comportamento durante o armazenamento e 0 desempenho em

campo.
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O teste de envelhecimento acelerado é um teste de vigor o qual simula o que ocorre no
envelhecimento natural, originalmente desenvolvido para determinar o potencial de
armazenamento das sementes, utilizando temperatura e umidade relativa elevadas, que sao
principais causas da deterioracdo de sementes provocando o aparecimento de plantulas
anormais ou de sementes mortas (McDONALD et al., 1993; MARCOS-FILHO, 2015;
FREITAS E NASCIMENTO, 2006).

Com a exposicdo das sementes a temperatura e umidade elevadas acarreta em diversas
alteracbes degenerativas no metabolismo da semente, desencadeando a desestruturagdo e
perda da integridade do sistema de membranas celulares (Dias e Marcos Filho, 1995).

A eficiéncia do teste é avaliada pela diferenca de sensibilidade apresentada pelas
sementes ao envelhecimento onde sementes com alto vigor possui capacidade de produzir
plantulas normais e apresentam germinacdo mais elevada e ainda integra muitas
caracteristicas desejadas em um teste de vigor, pois € rapido, econémico, simples e Util para
todas as espécies (COPELAND & MCDONALD, 2001).

Existem dois tipos de testes de envelhecimento acelerado: O tradicional, que utiliza
agua e o modificado, que utiliza solucdo salina. O teste de envelhecimento acelerado com
solugéo salina vem sendo sugerido como alternativa, pois possibilita a obtencdo de valores de
umidade relativa em niveis menores do que 0s observados no envelhecimento acelerado
tradicional (com agua), e também, minimizando os efeitos de patdgenos associados as
sementes (JIANHUA & MCDONALD, 1996). O excesso de sais sollveis provoca uma
reducdo do potencial hidrico do solo, induzindo menor capacidade de absorcdo de agua pelas
sementes. Esta reducdo do potencial hidrico e os efeitos toxicos dos sais interferem
inicialmente no processo de absor¢do de agua pelas sementes, influindo na germinagédo
(SANTOS, 2002).

Outro teste importante € o da condutividade elétrica que baseia-se no principio de que,
com o processo de deterioracdo, ocorre aumento na lixiviagcdo dos constituintes celulares das
sementes embebidas em agua, devido a perda da integridade dos sistemas de membranas
celulares, onde os solutos exsudados possuem carga elétrica, a qual pode ser detectada por
aparelhos e utilizados para a avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes (MARCOS,
1990; OLIVEIRA, 2012; HEPBURN et al., 1984).
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Os menores valores representam menor liberacdo de exsudados, o que indica maior
vigor das sementes, apresentando menor intensidade de desorganizacdo nos sistemas de
membranas das células (OLIVEIRA, 2012).

Uma das vantagens do teste de condutividade elétrica é o fato de ele ser um teste
répido por estar relacionado com eventos iniciais da sequéncia de deterioracdo das sementes,
como a degradacdo das membranas celulares e a reducdo das atividades respiratérias e
biossintéticas (DELOUCHE E BASKIN, 1973).

Barbosa et al. (2012) destacam que o periodo de embebicdo e o teor de &gua das
sementes sdo os principais fatores que influenciam nos resultados dos testes de condutividade
elétrica. Como existe uma escassez de metodologia para avaliar o potencial fisioldgico das
sementes de erva-de-santa-maria de fundamental importancia o estudo de métodos que

avaliem os niveis de vigor dos lotes desta espécie.

O objetivou-se com o trabalho determinar as condi¢des adequadas para condugéo dos
testes de envelhecimento acelerado e condutividade elétrica, e sua correlacdo na avaliagdo do

potencial fisioldgico de sementes de erva-de-santa-maria.
Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio Central de Sementes da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), utilizando oito lotes (Lote 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) de sementes de erva-de-
santa-maria (Dysphania ambrosioide L) obtidos atraves com coleta de frutos em diferentes
setores do Departamento de Agricultura da UFLA (DAG). Apds a coleta os frutos foram
colocados em sacos de papel, mantidos em sala arejada por sete dias para completar a
secagem e beneficiados manualmente visando eliminar as impurezas oriundas da planta.
Posteriormente, cada lote foi dividido em duas amostras de sementes acondicionadas em

sacos de papel e armazenadas em camara fria (10 °C e 40% de umidade relativa do ar).

O teor de agua foi determinado pelo método da estufa a 105 °C por 24 h (BRASIL,

2009), utilizando quatro repeticdes de 0,01g de sementes sem pericarpo para cada lote.

Para o teste de germinacdo, foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes para
cada lote, distribuidas uniformemente sobre duas folhas de papel germitest dentro de caixas
plasticas tipo gerbox, umedecidas com agua destilada na proporcéo de 2,5 vezes o peso do
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papel seco e colocadas para germinar em BOD a 15-25°C, com 8 horas de escuro e 16 de luz,
com contagens realizadas aos seis e dez dias apds a semeadura.

A primeira contagem de germinacdo foi realizada em conjunto com o teste de
germinacdo, determinando-se a porcentagem de plantulas normais no sexto dia apds a sua

instalacéo.

O indice de velocidade de germinacdo foi calculado através da soma do numero de
sementes germinadas a cada dia, dividido pelo respectivo numero de dias transcorridos a
partir da semeadura (MAGUIRE, 1962).

Para a emergéncia das plantulas, foram utilizadas caixas plasticas tipo gerbox,
contendo substrato vermiculita, as quais foram mantidas em em BOD a 15-25°C, com 8 horas
de escuro e 16 de luz, com contagens realizadas aos dez dias ap0s a semeadura, em quatro
repeticdes de 50 sementes por lote. O indice de velocidade de emergencia foi calculado
através da soma do numero de plantulas emergidas a cada dia, dividido pelo respectivo
namero de dias transcorridos a partir da semeadura (MAGUIRE, 1962).

Para o teste de condutividade elétrica, foram estudadas 6 periodos de embebicao (3, 6,
9, 12, 24 e 48 horas). Quatro subamostras de sementes fisicamente puras para cada lote foram
pesadas em balanca de precisdo de 0,1g e colocadas para embeber em copos plasticos
contendo 3 ml de agua destilada, sendo posteriormente mantidos em BOD durante cada
periodo de embebicdo, a 25°C. As leituras da condutividade elétrica foram realizadas em
condutivimetro Digimed DM-31 e os valores médios obtidos para cada lote expressos em uS

cm™ g de semente.

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado com 200 sementes para cada lote,
sendo distribuidas uniformemente sobre tela de voul acoplada a caixa gerbox com 40 mL de
agua destilada para o envelhecimento tradicional e 40ml de solugdo salina (NaCl). As caixas
foram tampadas e mantidas em camara B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a 38 °C e 41
°C por 24, 48 e 72 h e, decorrido este periodo, quatro repeticdes de 50 sementes foram
submetidas ao teste de germinagdo, conforme metodologia descrita anteriormente, com 0s
resultados expressos em porcentagem de plantulas normais obtidas no décimo dia apds a

semeadura.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢fes
por lote, sendo que a comparagdo das médias foi realizada pelo teste de Scott-Knott, em nivel
de 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

O teor de agua inicial nos oito lotes de sementes de erva-de-santa-maria variou de
12,00 a 12,34%. A homogeneidade do teor de agua entre os lotes é importante para
padronizacdo dos resultados, pois, diferencas superiores a dois pontos percentuais, podem
causar interferéncias nas avaliaces em razdo das diferencas na atividade metabdlica e
velocidade de umedecimento (VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999; MARCOS FILHO,
2015; SOUZA et al., 2014). Os dados do teor de agua ndo foram analisados estatisticamente,

servindo apenas para a caracterizacao inicial dos lotes de sementes de erva-de-santa-maria.

Todos os parametros iniciais (Primeira Contagem, Germinacdo, IVG. Emergéncia e
IVE) e classificaram os lotes em 4 niveis de qualidade (Tabela 1). Pelos resultados do teste de
germinacdo, observa-se que os lotes 3, 4, 5, 6 e 7 foram estatisticamente superior aos demais
variando de 90 a 97 % de germinacdo. Segundo Rosa et al., (2018) o teste de germinagéo
pode ser capaz de diferenciar os niveis de qualidade dos lotes, fato observado neste estudo,

onde foi possivel diferenciar os lotes quanto a porcentagem de germinacao.

Para a primeira contagem de germinacao, os lotes 2, 3, 4 e 5 foram superiores obtendo
porcentagem de germinacdo de 37 a 40%, sendo observado que os lotes 1 (0%) e 8 (24%)
apresentaram porcentagem de germinacao menor, para o VG destacaram os lotes 3, 4 e 5 e 0s

lotes 1 e 8 apresentaram menores indices (Tabela 1).

O teste de emergéncia de plantulas apresentou os lotes 3, 4, 5 e 6 com maiores valores
de porcentagem de emergéncia onde a porcentagem de emergéncia foi alta o0 que caracteriza
esses lotes como alto vigor, os lotes 2 e 7 com médio vigor, e os lotes 1 e 8 apresentaram 0s
menores valores, 0 que caracteriza os lotes como de baixo, ja o indice de velocidade de
emergéncia os lotes 3 e 4 foram 0s que apresentaram os maiores valores e os lotes 1 e 8 os

menores (Tabela 1).
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Tabela 1. Primeira contagem (PC), germinacdo (G), indice de velocidade de germinacéao
(IVG), emergéncia de plantulas (EP) e indice de velocidade de emergéncia de plantulas (IVE)

de sementes de oito lotes de erva-de-santa-maria.

Lotes PC (%) G(%) IVG EP (%) IVE
1 od 9d 0,59d 12d 0,73d
2 37a 86 Db 755D 82b 6,39 b
3 37a 90 a 8,33a 99a 9,14 a
4 40a 92 a 8,64 a 9%a 8,68 a
5 40a 96 a 8,24 a 94 a 741D
6 32b 92a 7,64Db 92a 7,05b
7 31lb 97 a 7,94b 89b 6,94 b
8 24 c 80c 6,23 ¢C 65¢C 4,58 ¢
CV (%) 10,75 5,30 5,26 7 40 7,81

Observou-se na Tabela 2 que independente do tempo de embebicdo o lote 1, o qual
estava armazenado por um ano, apresentou os maiores valores de condutividade elétrica, isso
ocorre porque conforme o envelhecimento da sementes acontece, ocorre a sua deterioracdo
com a perda da integridade dos sistemas de membranas da célula, ocasionando aumento de
sua permeabilidade, e por conseguinte a lixiviacdo de eletrolitos e maior valores de
condutividade elétrica (SANTOS & PAULA, 2005; OLIVEIRA, 2012).

O tempo de 3 horas de embebicédo foi suficiente para separar os lotes em 4 categorias
de qualidade assim como a germinacdo e a emergéncia (Tabela 2). Observou-se que com 0
aumento do tempo de embebicdo das sementes houve a diminui¢do da diferenciacdo dos lotes
guanto a qualidade, onde os lotes foram diferenciados em 3 categorias de qualidade para os

tempo de 6, 9, 12 e 24 horas e o tempo de 48 horas obteve apenas 2 categorias (Tabela 2).
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Tabela 2. Condutividade elétrica de sementes de oito lotes de erva-de-santa-maria em

diferentes tempos de embebicéo.

Tempo de embebicdo (h)

Lotes
3 6 9 12 24 48

1 3022 a 3919a 4083 a 4395 a 4046 a 6682 a
2 80 d 136 ¢ 200 c 250 ¢ 354c 535b
3 485 ¢ 612 c 718 ¢ 793¢ 921c 1263 b
4 402 c 522 ¢ 598 ¢ 678 c 805 ¢ 1135D
5 398 c 492 c 564 c 638 c 714 c 972b
6 505 ¢ 684 c 8llc 881lc 929 ¢ 1158 b
7 1144 b 1344 b 1483 b 1557 b 1622 b 1896 b
8 526 ¢ 648 c 736¢C 805¢ 895 ¢ 1093 b
CV (%) 18 ,88 35,58 34,71 32,11 34,72 103,20

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-

Knott (p < 0,05).

Quanto a correlacdo entre os parametros iniciais (Tabela 1) e a condutividade elétrica

(Tabela 3), pode-se perceber que trés horas de embebicdo apresentou as correlagdes mais

fortes com todos 0s parédmetros,

proporcionais aos dos testes, obtendo um r entre -0,80 e -0,89.

indicando que os resultados foram inversamente
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Tabela 3. Coeficientes de correlagéo linear de Pearson entre condutividade elétrica e primeira
contagem (PC), germinacdo (G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), emergéncia de
plantulas (EP) e indice de velocidade de emergéncia de plantulas (IVE) de sementes de oito

lotes de erva-de-santa-maria.

Tempo PC G IVG EP IVE
3h 0,887 0,897 0,89 -0,86 0,80
6 h -0,86 0,887 -0,88 " 0,85 0,787
9h -0,86 0,877 0,877 0,847 0,78
12 h 0,877 0,887 0,887 0,847 0,78
24 h 0,85 0,85 0,85 0,82 0,757
48 h 0,677 0,707 0,69 0,67 -0,60

™ Significativo pelo teste t (p < 0,01).

As trés horas de embebicdo para no teste de condutividade elétrica para sementes de
erva-de-santa-maria podem ser explicadas pelo fato de que sementes pequenas apresentam
maior lixiviagdo em um menor tempo de embebicao, este fendbmeno pode ocorrer em funcéo
da alta relacdo entre a superficie por unidade de peso, nas sementes pequena (VANZOLINI &
NAKAGAWA 2005; Tao, 1978).

Os dados sobre o teor de agua das sementes de erva-de-santa-maria, inicialmente e
apos cada periodo de envelhecimento acelerado nos métodos tradicional e modificado 40% de
solucdo salina saturada foram semelhante em todos os 8 lotes de sementes utilizados, com
baixa variacdo, cabendo assim dentro do intervalo maximo de variacao aceitavel para o teste,
que ¢é de 1 a 2 pontos percentuais (MARCOS-FILHO, 2015).

Verificou-se que o teor de agua das sementes expostas a solucdo saturada de NaCl
apresentou valores menores (9,2 a 9,7%), ap0s os periodos de envelhecimento em relacéo aos
observados para as envelhecidas pelo procedimento tradicional indicando que o uso de
solugdo salina contribui para retardar a absor¢do de agua pelas sementes durante o

envelhecimento das mesmas.
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De acordo com Tunes et al. (2011), quando o teor de agua das sementes é
relativamente baixo, como ocorreu nestas sementes de amaranto, € permitida uma maior

confiabilidade aos resultados obtidos nos testes de qualidade fisioldgica.

Para o envelhecimento acelerado tradicional a 38 °C (Tabela 4), 24 horas de
condicionamento foram suficientes para separar os lotes em 5 categorias de qualidade, se
assemelhando com os testes iniciais, enquanto que 48h classificou em apenas duas e 72 h trés
categorias. Ja para 41 °C, tanto 24 horas quanto 72 horas, separou em 3 e 48 h em duas
categorias. Para o envelhecimento acelerado modificado a 38 °C e 41 °C tanto a 24 h quanto a
72 h, obtiveram 4 categorias de qualidade entre os lotes e 48 h classificou em 2 categorias
com 38°C e 3 com 41 °C.

Kozen (2018), ao trabalhar com tabaco obteve resultados semelhantes utilizando o
envelhecimento tradicional, com 24 horas de condicionamento. E Medeiros (2008)
trabalhando com fumo, dos hibridos CSC 405, verificou que o teste de envelhecimento a

temperatura de 38°C era eficiente para separar os lotes em niveis de qualidade.
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Tabela 4. Germinacdo apds o envelhecimento acelerado conduzido em dois métodos
(Tradicional e Modificado), trés tempos de exposicao (24, 48 e 72 horas) e duas temperaturas

(38 e 41 °C), para oito lotes de sementes de erva-de-santa-maria.

Método Tradicional Método Modificado

Lotes
24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h

________________________ 38 °C ---—---- [
1 11e 32D 9c 3d 11b 5d
2 82c 27b 80a 90b 32b 38¢c
3 93a 68 a 83a 88D 67 a 86 a
4 89b 65a 90a 93b 63 a 88a
5 98 a 64 a 91a 100 a 65 a 76D
6 97 a 56 a 86 a 98a 69a 75b
7 92a 75a 89 a 69c 6la 66 b
8 57d 66 a 52b 75¢ 23 b 44 c
CV (%) 6,10 16,59 11,11 6,96 30,31 16,69

________________________ 41 °C -——----- R
1 21c 18b 36¢C 7d 11c 24d
2 75Db 77a 91a 65b 76 a 72b
3 90a 48 b 94 a 89a 60 a 87a
4 90a 9 a 78b 87a 78 a 87a
5 96 a 89a 96 a 9 a 85a 89a
6 96 a 88a 9% a 90a 90a S5e
7 94 a 99a 85b 9%a 87a 84a
8 70b 72a 92a 73b 34b 6lc
CV (%) 6,45 31,93 9,60 8,99 24 21 9,66

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott (p < 0,05).
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Para todos os parametros iniciais estudados a correlacdo entre envelhecimento
acelerado tradicional a 38 °C, com tempo de condicionamento de 24 horas foram superiores

aos demais testes de envelhecimento a uma significancia de 1% de probabilidade (Tabela 5).

Tabela 5. Coeficientes de correlacdo linear de Pearson entre a germinagdo apos o
envelhecimento e primeira contagem (PC), germinacdo (G), indice de velocidade de
germinacdo (IVG), emergéncia de plantulas (EP) e indice de velocidade de emergéncia de

plantulas (IVE) de sementes de oito lotes de erva-de-santa-maria.

Temperatura  Método  Tempo PC G IVG EP IVE
38 °C Tradicional 24 h 092" 094" 095" 095" 091"
38 °C Tradicional 48 h 0,39" 0,55 053" 0,49 0,49 "
38 °C Tradicional 72h 0,89 093" 094" 094" 0,90
38 °C Modificado 24 h 091" 092" 092" 091" 085"
38 °C Modificado 48 h 062" 0,65 067" 0,75 0,74™
38 °C Modificado 72 h 0,78~ 0,797 0,847 0,86 0,88~
41°C Tradicional 24 h 0,89 0,95 095" 0,947 0,88
41°C Tradicional 48 h 057" 0,66 0,63 0,58~ 0,49~
41°C Tradicional 72 h 0,787 087" 0,837 0,817 0,727
41°C Modificado 24 h 087" 0,95~ 094" 0,917 0,86
41°C Modificado 48 h 0,727 0,737 0,737 0,797 0,70
41°C Modificado 72 h 0,58~ 0,517 0,56 0,50 0,55

™ Significativo pelo teste t (p < 0,01).

Concluséao

A utilizacdo de quatro subamostras de 0,1 g de sementes puras embebidas em 3 mL de
agua a 25 °C, com periodo de embebicgéo de trés horas, mostra-se promissora na avalia¢do do

vigor de sementes de erva-de-santa-maria pelo teste de condutividade elétrica.

O teste de envelhecimento acelerado tradicional a 38 °C, com 24 horas de exposi¢ao

pode ser utilizado como teste de vigor para sementes de erva-de-santa-maria.
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