ISSN 0102-0110

BOLETIM DE Maio/ 2021
PESQUISA E

DESENVOLVIMENTO
371

Dorméncia, germinacao, tolerancia a
dessecacao e ao congelamento de
sementes de Barbatimao-do-Nordeste
(Stryphnodendron coriaceum Benth.)




ISSN 0102-0110
Maio/2021

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

BOLETIM DE PESQUISA
E DESENVOLVIMENTO
371

Dorméncia, germinagao, tolerancia a
dessecacao e ao congelamento de
sementes de Barbatimao-do-Nordeste
(Stryphnodendron coriaceum Benth.)

Dulce Alves-da-Silva

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Brasilia, DF
2021



Exemplares desta publicagdo podem ser adquiridos na: Comité Local de Publicagbes

da Unidade Responsavel
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Parque Estagao Bioldgica Presidente
PqEB, Av. W5 Norte (final) Wagner Alexandre Lucena
70970-717 , Brasilia, DF
Fone: +55 (61) 3448-4700 Secretaria-Executiva
Fax: +55 (61) 3340-3624 Ana Flavia do N. Dias Cortes
www.embrapa.br

www.embrapa.br/fale-conosco/sac Membros

Bruno Machado Teles Walter; Daniela Aguiar
de Souza; Marcos Aparecido Gimenes;
Solange Carvalho Barrios Roveri Jose; Marcio
Martinello Sanches; Sérgio Eustaquio de
Noronha

Supervisao editorial
Ana Flavia do N. Dias Cortes

Reviséo de texto
Dulce Alves-da-Silva

Normalizagao bibliogra ica
Ana Flavia do N. Dias Cértes - ( CRB-1999)

Tratamento das ilustragdes
Adilson Werneck

Projeto gra ico da colegéo
Carlos Eduardo Felice Barbeiro

Editoracéo eletronica
Adilson Werneck

Foto da capa
Marcelo Simon

12 edigao
12 impressao (ano): tiragem

Todos os direitos reservados.
A reprodugado ndo autorizada desta publicagédo, no todo ou em parte,
constitui violagéo dos direitos autorais (Lei n°® 9.610).

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Alves-da-Silva, Dulce

Dorméncia, germinacéo, tolerancia a dessecacgado e ao congelamento de sementes de
Barbatimao-do-Nordeste (Stryphnodendron coriaceum Benth.) / Dulce Alves-
da-Silva — Brasilia, DF: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2021.

20 p. - (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento / Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, 371).

ISSN: 0102-0110

Sistema requerido: Adobe Acrobat Reader

Modo de Acesso: World Wide Web

1. Quebra de dorméncia. 2. Conservagao ex situ. |. Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. IX. Série.

Ana Flavia do N. Dias Cortes( CRB-1999) © Embrapa, 2021




Sumario

RESUMIO .o 5
ADSEraCt ... 6
INtrOAUGAOD. .....eieeee e e 7
Material € MEtOdOS ... 8
Resultados € DISCUSSE0 ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiieiea e 11
CONCIUSEO....cciiiiiiiiiee ettt 14
AQradeCimeEntOS. .......couuuiiiiiiiiiie e 15

Referéncia Bibliografica............cccuuviiiiiiiiiiiiiie 15






Dorméncia, germinagao, tolerancia a dessecacgao e
ao congelamento de sementes de Barbatimao-do-

Nordeste (Stryphnodendron coriaceum Benth.)

Dulce Alves-da-Silva’

Resumo — Stryphnodendron coriaceum é uma arvore nativa da Caatinga e do
Cerrado usada na medicinal tradicional. O objetivo deste trabalho foi quantificar
a predagao / ma formacgao, descrever a germinagao e avaliar método para
conservagéao ex situ de suas sementes. Os experimentos foram realizados no
Laboratdrio de sementes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
em 2019 em BOD (25 + 2°C e 12 horas luz). Os tratamentos realizados para
avaliar a melhor metodologia para germinar suas sementes foram: controle,
corte e acido sulfurico concentrado (45 minutos). Os tratamentos realizados
para avaliar o efeito de metodologia de conservacéo ex situ foram: controle
(tempo zero da dessecacao), 9 dias de dessecagao em silica gel desidratada e
congelamento (-7° C). Apos cada um desses tratamentos, as sementes foram
escarificadas quimicamente para os testes de germinagdo. Foram utilizadas
quatro repeticbes de 20 sementes por tratamento. Os dados de germinagao
foram analisados através de ANOVA com correcdo de Welch e teste de
Games-Howel e o de conservacéo através da regressédo logistica. A predacao
/ ma formacao afetaram 28% das sementes que apresentaram dorméncia
fisica. O corte e a escarificagdo foram eficientes na quebra da dorméncia das
sementes. Sementes toleraram a dessecagéo e o congelamento.

Termos para indexagao: quebra de dorméncia, recurso genético, conserva-
¢ao ex situ.

' Bidloga, doutora em Ecologia, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF.



Dormancy, germination, desiccation and freezing tolerance of
Barbatimao-do-Nordeste (Stryphnodendron coriaceum Benth.) seeds

Abstract — Stryphnodendron coriaceum is a tree native of Caatinga and
Cerrado biomes used in traditional medicine. The objective of this work
was to quantify predation / malformation, describe the germination and
evaluate a method for ex situ conservation of its seeds. The experiments
were carried out at the Seed Laboratory / Embrapa Genetic Resources
and Biotechnology in 2019 in BOD (25 £ 2° C and 12 hours of light).
The treatments carried out to evaluate the best methodology for the
germination of its seeds were: Control; cut and concentrated sulfuric
acid (45 minutes). The treatments carried out to evaluate the effect
of ex situ conservation methodology were: Control (zero desiccation
time); 9 days of desiccation on dehydrated silica gel and freezing (-7°
C). After each of these treatments, the seeds were chemically scarified
for germination tests. Four replications of 20 seeds per treatment
were used. Germination data were analyzed using ANOVA with Welch
correction and Games-Howel test and conservation data using logistic
regression. Predation / malformation affected 28% of seeds that have
physical dormancy. Cutting and scarification were efficient in breaking
seeds dormancy. Seeds tolerated desiccation and freezing.

Index terms: Overcoming dormancy, genetic resource, ex situ conservation.
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Introducao

O Stryphnodendron coriaceum Benth é uma arvore encontrada nos
dominios fitogeograficos da Caatinga e do Cerrado, pertencente a amilia
Fabaceae, popularmente conhecida como barbatimdo ou barbatimao-do-
Nordeste (Silva et al., 2008; Imafia-Encinase; de Paula 2003). Assim como
Stryphnodendron adstringens (Lima et al., 2016), S. coriaceum também
€ amplamente utilizada na medicina tradicional (Feitosa, 2012) e foi
reconhecida como tendo potencial para o tratamento de Alzheimer (Penido
et al., 2017).

O extrativismo da espécie vem acontecendo de modo
sistematico, impactando negativamente até mesmo individuos localizados
em unidade de conservacdo (Feitosa, 2012). Existe ainda o corte de
individuos tanto para a substituicio da vegetacdo nativa (Alves et al.,
2009; Klink; Machado, 2005; Oliveira; Aquino 2020), como também para
evitar a intoxicagdo de equinos e animais ruminantes em areas rurais (Mello
et al.,, 2010). Todas essas pressdes tendem a impactar negativamente a
conservagao in situ /on farm da espécie. Apesar da sua importancia como
espécie de interesse econdmico, ainda existe caréncia de informacgdes
para a promog¢éao de sua conservagao ex situ.

A conservagdo ex situ pode contribuir para a conservagdo de
espeécies vegetais e vem sendo indicada para espécies nativas do Cerrado de
interesse econdmico (Diniz-Filho et al., 2020), por ser complementar a
conservagao in situ / on farm. Porém, para a sua execugdo sao
necessarias informacdes cientificas como: a porcentagem de sementes
inviabilizadas em um acesso por predagéo pré-dispersao ou ma formagao,
a descrigdo do processo de germinagdo, tratamentos que sejam
capazes de quebrar a dorméncia e que viabilizem a conservagao ex
situ de suas sementes (dessecagdo e congelamento).

O objetivo deste trabalho foi verificar a porcentagem de predagéo
pré-dispersao / ma formagao, e testar métodos de germinagao e conservagéo
ex situ das sementes de S. coriaceum, visando obter subsidios para
sua conservagao em Banco de Germoplasma/Semente.
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Material e Métodos

Coleta

Frutos maduros foram coletados de quatro individuos em Ponte Alta
do Tocantins (TO) em agosto de 2019 e encaminhados para o Laboratério de
Sementes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia (DF),
onde foram beneficiados manualmente para a utilizacao de suas sementes
nos experimentos descritos abaixo. Exsicatas dos individuos coletados foram
depositadas dos no Herbario da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
com o cédigo de coleta MFSimon 3730.

Predacéo pré-dispersdo e ma formacdo de sementes

Um total de 311 sementes beneficiadas foram visualmente
examinadas para a classificagdo em duas categorias: (1) intactas e (2)
predadas / mal-formadas.

Peso seco e umidade das sementes

Antes de cada experimento, trés amostras de 5 sementes foram
cortadas ao meio com uma tesoura de poda, colocadas em trés recipientes
de aluminio e pesadas antes e depois de serem secas em estufa (104 + 3°C)
por 24 horas para a determinagao de sua umidade. O calculo da umidade das
sementes foi realizado através da divisao do peso da agua removida de cada
amostra, pelo peso fresco da mesma (Gold, 2014).

Germinacao

Todos os experimentos de germinagcdo das sementes de S.
coriaceum foram realizados no Laboratério de Semente da EMBRAPA
Recursos Genéticos e Biotecnologia em BOD (Eletrolab EL202/4) com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 + 2°C.

Foram aplicados trés tratamentos para avaliar se as sementes
apresentavam dorméncia e qual o melhor tratamento para promover a sua
germinacao (quebra de dorméncia): (1) controle: sem aplicagao de tratamento
(Figura 1a); (2) corte do tegumento: um pequeno corte do tegumento foi
realizado do lado oposto ao hilo com a utilizagédo de um alicate cortador de
unha (Figura 1b) e (3) escarificacdo quimica: as sementes foram imersas em
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acido sulfurico concentrado por 45 minutos, e lavadas trés vezes por cinco
minutos em agua destilada. Foram utilizadas quatro réplicas de 20 sementes
(selecionadas ao acaso) por tratamento, montadas em placas de Petri
descartaveis (90 x15 mm) com duasolhas de papelfiltro cada. As placasoram
molhadas sempre que necessario. A germinagéao foi contada diariamente e a
semente foi considerada germinada quando houve protusédo da radicula de
dentro dos envoltérios da semente, associada a sua curvatura geotrépica
(Figura 1c) (Ferreira; Borghetti 2004). As sementes germinadas ou mortas
foram retiradas das placas de Petri. Apds 30 dias de acompanhamento da
germinagao, as sementes do tratamento controle ndo germinadas tiveram
parte de seu tegumento cortado (de acordo com a descricdo acima), para a
avaliacao de seu potencial germinativo.

Parédmetros da germinacio

Parametros da germinagdo foram calculados de acordo com
Labouriau (1983). O tempo médio de germinacao (t) foi calculado de acordo
com a equagao:

t=3%n.t/3>n,

onde n, &€ o numero de sementes germinadas dentro de determinado intervalo
de tempoentret , et.

A variancia do tempo médio foi calculada de acordo com a equagao:
SP=[n . (t-1)?/(3Zn-1)

Tolerancia a dessecacédo e congelamento

Trés tratamentos foram realizados para avaliar o efeito da dessecacéao
e do congelamento na germinacao das sementes: (1) controle: tempo zero
da dessecacao; (2) dessecacao: sementes foram envoltas em um saco de
organza e colocadas dentro de uma caixa plastica hermeticamente fechada
contendo silica gel desidratada por nove dias. O saco contendo as sementes
foi retirado diariamente da caixa e pesado até que seu peso se estabilizasse
(Gold & Hay, 2008) e (3) dessecacgéo seguida de congelamento: onde as
sementes dessecadas segundo o tratamento (2) foram armazenadas em
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saco de plastico aluminizado que foi selado (para evitar troca de umidade
com o meio externo) (Figura 2) e depositadas em congelador (-7° C) por
7 dias para a avaliagédo da tolerancia ao congelamento. Apés cada um dos
tratamentos, as sementes foram germinadas conforme metodologia de
escarificacdo quimica descrita previamente. Foram utilizadas quatro réplicas
de 20 sementes (selecionadas ao acaso) por tratamento, montadas em placas
de Petri descartaveis (90 x15 mm) com duas folhas de papel filtro cada.

Estatistica

O software livre R (2019) foi utilizado para a
realizacdo das analises estatisticas.

O procedimento de regresséo linear generalizado de familia Poisson
e familia binomial negativa foi utilizado para comparar o tempo de germinagao
desses tratamentos do experimento de germinacao (Pearson et al., 2003).
Os modelos nédo se ajustaram adequadamente, devido a
heterocedasticidade e exacerbada bimodalidade dos dados do
tratamento controle. Assim, foi realizado o procedimento de ANOVA com
corregao de Welch para considerar a heterocedasticidade dos dados. Em
seguida foi realizado o teste ndo paramétrico de comparagédo multipla
Games-Howel, com p-valor ajustado via método de Bonferroni.

O teste de regresséo logistica foi utilizado para comparar o percentual
de germinacgdo dos tratamentos do experimento de avaliagéo de tolerancia a
dessecagao e congelamento (Pearson et al., 2003): controle, dessecagao
e dessecacao seguida de congelamento.

Figura 1- Sementes de S. coriaceum (a) apds beneficiamento. A seta indica o local onde foi
realizado o corte do tegumento do tratamento (b); (b) sementes beneficiadas e alicate de corte
de unha utilizado para realizar o tratamento corte do tegumento. Cada quadrado representa 1cm?
e (c) desenvolvimento inicial de sementes germinadas. A seta neste caso indica uma semente
com protusdo da radicula associada a curvatura geotropica, estagio em que as sementes foram
consideradas germinadas (imagens (a) e (c) sao fotos de Claudio Bezerra Melo).

Foto: Claudio Bezerra
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Foto: Claudio Bezerra

Figura 2 — (a) Embalagem plastica aluminizada selada contendo sementes de S. coriaceum para
testar a tolerancia a dessecacao seguida de congelamento.

Resultados e Discussao

Assim como outras espécies da familia Fabaceae, e do bioma
Cerrado, uma porcentagem consideravel das sementes de S. coriaceum
(28%) foi predada antes da sua dispersao ou teve sua formagao incompleta
(Custddio et al., 2014; Han et al., 2018; Raimundez-Urrutia, 2008; Ribeiro et
al., 2007). Como a predagéo pré-dispercédo e a formagédo incompleta de
sementes comprometeram uma porcentagem consideravel das sementes
do acesso em questdo, elas devem ser retiradas da amostra antes de
serem embaladas para a conservagao ex situ. No caso das sementes de S.
coriaceum serem utilizadas na recuperacdo de areas degradadas através
da semeadura direta, as sementes predadas / mal formadas devem ser
consideradas no calculo do numero de sementes que devem ser levadas a
campo, pois nao tém potencial germinativo (Alves-da-Silva; Benito 2021).

A porcentagem de germinacdo do tratamento controle
foi significativamente diferente da dos tratamentos corte do
tegumento e escarificacdo quimica, e esses por sua vez, ndo diferiram
entre si (Tabela 1). Apenas 18% das sementes intactas de S.
coriaceum germinam sem tratamento. Os outros 82% ndo embeberam
por apresentarem dorméncia fisica, como é comum também em outras
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espécies da familia Fabaceae tal como em S. adstringens (Alves-da-
Silva; Benito, 2021, Lorenzi, 2002; Salomao et al., 2003; Zaidan; Carreira,
2008).

O tempo médio de germinacédo foi significativamente diferente
quando comparado entre os tratamentos controle, escarificagao quimica e
corte do tegumento (F = 11,183 com p= 0,0001458). Sementes que sofreram
escarificacdo quimica ou corte no tegumento germinaram em média 12 e
11 dias antes que as do controle (P = 0,019 e 0,021 respectivamente).
Mas sementes do tratamento corte do tegumento germinou menos de
um dia (0,1387) mais rapidamente que as do tratamento escarificagao
quimica, e tal diferenga nao foi significante (P=1). Tais resultados indicam
que uma vez superada a dorméncia fisica através da escarificacao
quimica ou do corte do tegumento, as sementes germinam rapida- e
uniformemente (Tabela 1 e Figura 3).

Tabela 1- Para@metros de germinagdo de sementes de S. coriaceum em
BOD (25°C e 12 h de fotoperiodo) apds trés tratamentos: controle (sem
aplicacédo de tratamento): imersdo em acido sulfurico concentrado por 45
minutos e corte do tegumento.

Tratamentos N | Germinagcdo | Tempo médio | Variancia do tempo
(%) (h) médio (h?)
Controle 95 182 3022 93501,7
Acido sulfarico 73 98» 68° 735,4
Corte do tegumento | 73 88° 72° 674,3

Letras mindsculas iguais indicam que n&o houve dierenca significativa entre os tratamentos e
letras minusculas diferentes indicam diferenca significativas entre os tratamentos.

Por apresentar alta germinabilidade, S. coriaceum muito provavel-
mente devera ser uma boa espécie para ser a utilizada na recuperacgao
de areas degradadas através da semeadura direta, como foi 0 caso de S.
adstringens (Pellizarro et al.,, 2017). Se a intengdo for conseguir
sementes germinadas logo no inicio da primeira estacdo chuvosa, uma
porcentagem das sementes levadas a campo deve ser escarificada antes
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da semeadura direta, para garantir a sua rapida germinagao logo na
primeira estagdo chuvosa, como Magalhdes (2017) e Alves-da-Silva; Benito
(2021) sugeriram para outras espécies com sementes com dorméncia fisica
nativas do Brasil. Espera-se que sementes de S. coriaceum que nao
recebam escarificagdo somente germinem nas estagdes chuvosas de anos
posteriores, quando a sua dorméncia for superada pela agdo de fatores
biéticos e abidticos (Baskin; Baskin, 2014; Pellizzaro et al., 2017).

O peso seco médio de uma semente de S. coriaceum foi de 2,16.
10" £ 2,10.10?g, indicando tamanho intermediario (Alves-da-Silva, 2006).
Quando germinadas essas sementes resultaram em plantulas do tipo
fanero-epigea-de-reserva (Figura 4), como também sdo as plantulas de S.
adstringens (Montoro; Junior-Silva, 2007).

O teor de umidade das sementes no tempo zero de dessecagéo foi de
9% (+0,3%) e apos nove dias de dessecacao em silica gel desidratada baixou
para 5% (+0,5) e permaneceu com a mesma umidade apés o tratamento
de congelamento. N&o houve dierenga significativa entre a porcentagem
de germinacao de sementes dos tratamentos testados para a conservagao
ex situ de S. coriaceum: controle, dessecacdo e dessecacao seguida de
congelamento (Figura 5). Portanto, as sementes de S. coriaceum, tal como
as de S. adstringens (Salomao et al., 2003), também toleram a dessecagéao e
o congelamento.

0% Controle

lativa %

—— . Sulf.

——Corte

Germinagio cumul

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Tempao (dias)

Figura 3 — Porcentagem de germinagdo cumulativa de sementes de S. coriaceum em BOD
(25°C e 12 h de fotoperiodo) submetidas a diferentes tratamentos: Controle, imersédo em acido
sulfurico por 45 minutos e corte no tegumento.
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B
B

Foto: Claudio Bezerra

Controlo (=] (2%

Figura 5 — Porcentagem de germinagéo de sementes de S. coriaceum dos tratamentos: Controle
(tempo zero da dessecacgédo), apds dessecagao (D) e apds dessecagao seguida de congelamento
(D+C). As barras verticais representam o desvio padrdo. Letras mindsculas iguais representam
que nao existiu diferenca significativa entre os tratamentos.

Conclusao

A predacdo pré-dispersdo e a formacdo embrionaria incompleta
afetaram um nlmero consideravel de sementes de S. coriaceum,
comprometendo 28% das sementes do acesso coletado.

Amaioria das sementes de S. coriaceum (82%) apresentou dorméncia
fisica.

Tanto o corte do tegumento, como a escarificacdo quimica foram
eficientes na quebra da dorméncia das sementes de S. coriaceum.
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Sementes de S. coriaceum toleram tanto a dessecagdo, como o
congelamento e portanto, pode ser conservadas ex situ em bancos genéticos.
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