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Metodologia paraoteste degerminagaode sementes
de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze — Rubiaceae

Antonieta Nassif Saloméao’

Izulmé Rita Imaculada Santos?

Resumo — Cordiera sessilis, espécie frutifera do bioma Cerrado, € promissora
para a domesticagao e o cultivo. Visando atender recomendagdes do Registro
Nacional de Sementes e Mudas, das Regras para Andlise de Sementes
e da Seed Testing Association foi desenvolvida metodologia para teste
de germinagdo de sementes da espécie constando das etapas seguintes.
Remocao manual das sementes dos frutos e lava-las sob agua corrente com
solugéo de detergente neutro na propor¢do de 10 mL detergente/1 L agua,
friccionando-as levemente em peneira. Assepsia das sementes com solugao
de detergente a 2% (v/v) por 5 min., enxaguando-as até completa remocao
do produto e dispd-las sobre papel toalha, mantendo-as a temperatura
ambiente por 24 h, seguindo-se com a selegdo de sementes integras.
Tratamento pré-germinativo, hidratagdo das sementes em agua por 24h, a
temperatura ambiente. Para o teste de germinagéo, utilizar substrato rolo de
papel umedecido com volume de agua 3,5 vezes sua massa, temperatura
de incubacado de 25 °C e fotoperiodo de 12 h luz branca / 8 h escuro. Ao
considerar-se protrusao radicular como semente germinada, proceder uma
unica contagem aos 11 dias apds semeio e ao considerar-se a plantula
normal como critério de germinacéo, realizar quatro contagens aos 30, 35, 40
e 50 dias apds semeio.

Termos para indexacgao: hidratagdo, anormalidade radicular, plantula normal.

' Engenheira Florestal, mestre, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia,
DF.

2 Biologa, Ph.D, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.



Methodology for Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze — Rubiaceae seeds
germination test.

Abstract — Cordiera sessilis, a fruitful species from the Cerrado biome, is
promising for domestication and cultivation. To meet the recommendations
of the National Registry of Seeds and Seedlings, the Rules for Seed Analysis
and the Seed Testing Association, this species seed germination methodology
was developed according to the steps. Manual removal of seeds from the
fruits and wash them under running water with a neutral detergent solution
in the proportion of 10 mL detergent / 1 L water, rubbing them lightly in a
sieve. Asepsis of seeds with a 2% (v / v) detergent solution for 5 min., rinsing
them until complete removal of the product and placing them on paper towels,
under room temperature for 24 h, followed by the selection of whole seeds.
Pre-germinative treatment, hydration of the seeds in water for 24 hours,
at room temperature. For the germination test, use a paper roll substrate
moistened with a volume of water 3.5 times its mass, incubation temperature
of 25 °C and photoperiod of 12 h white light / 8 h dark. When considering root
protrusion as a germinated seed, make a single count at 11 days after sowing
and when considering the normal seedling as a germination criterion, perform
four counts at 30, 35, 40 and 50 days after sowing.

Index terms: hydration, root abnormality, normal seedling.
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Introducao

Nos ultimos anos, o consumo de espécies frutiferas nativas tem
aumentado devido a demanda de nichos de mercados especificos como
alimenticio, gastronémico, cosmetoldgico e farmacolégico (Sebrae, 2020).

As espécies frutiferas tropicais autdctones destacam-se por suas
fungdes nutracéuticas e por possuirem grande potencial para a exploragao
agroextrativista sustentavel e o cultivo em pequena e larga escala (Agostini-
Costa et al., 2010).

Entre as espécies frutiferas do Bioma Cerrado, Cordiera sessilis
(Vell.) Kuntze, conhecida popularmente como marmelada-do-Cerrado ou
marmelada-de-cachorro, € uma das promissoras para a domesticagao e o
cultivo em pequena e larga escalas.

O género Cordierafoi considerado como sinonimia do género Alibertia,
até que estudos em diferentes areas bioldgicas indicaram que Cordiera € um
grupo monofilético e, portanto, distinto do grupo Alibertia (Matsuoka, 2008).
Assim, a espécie Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum, passou a ser denominada
Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze. A espécie esta amplamente distribuida pelo
pais e sua importancia ecolégica deve-se a seus frutos que prestam-se a
alimentagao da fauna. E recomendada em projetos de revegetacéo em areas
de Cerrado e arborizacéo urbana (Colecionando Frutas, 2020; Naves, 2018).
Destaca-se ainda, por suas propriedades organolépticas, nutracéuticas e
medicinais. Suas folhas e seus ramos sao usados contra afecgdes cutaneas.
Estudos quimicos e biolégicos detectaram que extratos etandlicos de folhas
e cascas contém compostos fendlicos antifungicos, triterpenos, iridoides,
flavonoides e ésteres do acido caféico (Teixeira et al., 2016; Ferreira, 2018;
Nunes, 2013). C. sessilis é aplicavel a industrializacdo na forma de doces e
bebidas, agregando valor a espécie (Silva et al., 2013).

Informacgdes abrangentes sobre as espécies autdéctones promissoras
a domesticagao e ao cultivo sdo importantes no fomento a essas atividades,
assim como a produgdo, a comercializagcdo e a inovagdo mercadolégica
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(Pelloso et al., 2008). Recomenda-se para as espécies da familia botanica
Rubiaceae que tém potencial para a domesticagao e o cultivo, estudos sobre
morfologia e requerimentos para a germinagéo, visando a identificagéo
taxonémica e melhor utilizagdo das espécies (Mendonga et al., 2013).

O processo germinativo de sementes de Cordiera sessilis foi
caracterizado, por meio de germinacgao in vitro (Sarto, 2015). Entretanto,
para a domesticacdo e o cultivo da espécie, a producdo e a analise de
sementes, € necessario que o teste de germinagao seja conduzido conforme
especificagdes das Regras para Analise de Sementes (RAS) e da International
Seed Testing Association (ISTA) [Brasil, 2009; ISTA, 2009], de acordo com o
Registro Nacional de Sementes e Mudas (Renasen) e as recomendagbes
aos laboratérios de analise de sementes, na emisséo de Boletim de Analise,
sobre a germinacado de sementes florestais ou de interesse ambiental ou
medicinal (Brasil, 2021a; 2021b).

Com o objetivo de atender as recomendacgdes e as especificacoes
citadas anteriormente, e dar subsidios a domesticacdo e ao cultivo de
Cordiera sessilis foi desenvolvida metodologia para o teste de germinagao
de suas sementes.

Material e Métodos

Material

Frutos de C. sessilis foram coletados no Parque Olhos d‘Agua,
localizado nas entre quadras 413 — 414 Asa Norte, a 15° 44’ 30” S 47° 53’ 06”
W, Brasilia — DF, (voucher Walter, B.M.T. et al. 6905, N° tombo 9930, Herbario
CEN, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - Brasilia).
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Beneficiamento e sele¢do das sementes

No mesmo dia da coleta, os 20 frutos foram processados no
Laboratorio de Sementes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Os frutos foram despolpados, friccionando-os em peneira sob agua corrente. O
beneficiamento das sementes consistiu-se em retira-las do fruto manualmente,
lava-las com solucédo de detergente (10 mL detergente/1 L agua) sob agua
corrente, friccionando-as em peneira, para a remogao de residuos de polpa.
As sementes foram dispostas sobre papel toalha e mantidas a temperatura
ambiente de laboratério (25 £ 2°C) por 24 h. Apds esse periodo de secagem,
foram selecionadas ca. 400 sementes integras, eliminando-se aquelas que
apresentavam manchas enegrecidas e ma formagéo. Seguindo-se a selegéo,
foi determinado o teor de agua das sementes (36,8% de umidade, com base
na massa fresca) pelo método de estufa (Brasil, 2009).

Preparo das sementes

A amostra de sementes foi dividida em duas subamostras de 150
sementes cada. A primeira subamostra foi acondicionada em embalagem
hermeticamente fechada e mantida a temperatura ambiente de laboratério
por 24h. Essa subamostra foi considera o controle. A segunda subamostra
foi imersa em recipiente contendo agua e permanecendo imersa por 24 h,
a temperatura ambiente de laboratério. Essa subamostra foi denominada
hidratada.

Teste de germinagao

A conducdo do teste de germinagcdo baseou-se nas instrucbes
adicionais e recomendacgdes descritas em Brasil (2009); ISTA (2009); Santana
et al. (2012) e Lobo et al. (2014). Precedendo ao teste de germinagao, foi
feita a assepsia das sementes imergindo-as em solugdo de detergente
a concentracéo de 2% (v/v) por 5 min. Em seguida, foram enxaguadas
sucessivas vezes sob agua corrente, até completa remocao do detergente. O
teste de germinagéo foi conduzido com sementes nao hidratadas (controle) e
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hidratadas, semeando-se 25 sementes em cada uma das quatro repeticbes/
tratamentos, em substrato rolo de papel umedecido com volume de agua 3,5
vezes sua massa, a temperatura de incubacéao de 25 °C e fotoperiodo de 16
h luz branca fluorescente/8 h escuro. Os valores de protruséo radicular e de
germinagao foram analisados por meio do modelo ANOVA seguindo-se com
comparagdes multiplas pelo teste de Tukey a nivel de significancia de 5%.

Instrugdes adicionais

A primeira contagem foi feita aos cinco dias apds semeio (DAS) e
as demais contagens foram diarias até 50 DAS. Em cada contagem foram
registrados os numeros de sementes em que houve protrusdo radicular e de
plantulas formadas. Para considerar a plantula normal foram obedecidos os
seguintes critérios: hipocdtilo sadio, firme, reto; raiz principal com crescimento
geotropico positivo, sadia, firme, com inicio de formagao de raizes secundarias;
cotilédones expandidos, clorofilados, sadios, sem deformidades, presencga de
meristema apical sadio e clorofilado. Os tempos médios e as velocidades
médias de protrusdo radicular e formagado de plantulas normais foram
calculados segundo Laboriau (1983):

Tempo médio de protrusao radicular e formacao de plantulas:

L4 k
b= E nitiJ E nt (dinz)
i=1 i=1

Em que:
ti = tempo entre o inicio do teste e a i-ésima observacao;
ni = numero de sementes germinadas no tempo ti;

k = ultimo tempo de germinacgao.
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Velocidade média de protrusao radicular e formacao de plantulas:

T= 1/ (dias ")

Resultados e Discussao

Na Figura 1 tem-se os frutos maduros de C. sessilis (A) e suas
sementes (B). Conforme descrito na literatura, os frutos da espécie sao
bagas globosas, com pericarpo negro purpuro ou atropurpuireo, mesocarpo
membranaceo, suculento, adocicado e roxo escuro, contendo inUmeras
sementes endospermaticas achatadas, de formato subgloboso, irregular e
de coloracao castanho claro (Sitio da Mata, 2020; Sarto, 2015; Mateus et al.,
2008).

A temperatura € um dos fatores abidticos importantes no
desencadeamento dos processos metabdlicos que regulam a germinagao
per se, além de influenciar o percentual, a sincronia e a velocidade de
germinacao. Foi definida a temperatura de incubagéo de 25 °C para o teste
de germinacdo de sementes de C. sessilis, em funcdo de resultados de
pesquisa sobre temperatura favoravel a germinacado de sementes de varias
espécies autéctones e pertencentes ou ndo a familia botanica Rubiaceae.
Em estudo sobre a temperatura étima para a germinagéo de 272 espécies
autoctones, recomendou-se a temperatura constante de 25 °C para as
espécies dos biomas Cerrado e Mata Atlantica (Brancalion et al., 2010). A
temperatura de 25 °C é indicada para a germinacao de sementes de algumas
espécies de Rubiaceae, como por exemplo, Alibertia edulis (Rich.) A. Rich.
ex DC (Nunes, 2014; Bilio, 2018), Citrus limonia Osb. (Siqueira et al., 2002),
Genipa americana L. (Saloméo et al., 2015), Psychotria vellosiana Benth.
(Araujo; Cardoso, 2006) e Randia armata (Sw.) DC. (Junglos et al., 2021).



12 Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 374

Fotos: Antonieta Nassif Saloméo

Figura 1. Frutos maduros (A) e sementes (B) de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntzel.

O desenvolvimento das fases pds seminais de sementes de C. sessilis
ndo hidratadas (controle) e hidratadas foi desuniforme. Sementes do controle
demandaram maior tempo médio (10,55 dias) para a protrusao radicular
que aquelas submetidas a hidratacdo (8,76 dias) [Tabela 1]. Conforme
apresentado na Figura 2, aos 13 DAS, houve diferenga no desenvolvimento
radicular (comprimento e formacgéao de raizes secundarias) entre sementes do
controle (Figura 2 A) e sementes submetidas a hidratagéo (Figura 2 B). Houve
100% de protruséo radicular tanto para o controle quanto para sementes
hidratadas. Esses valores nao diferiram estatisticamente a nivel de 5%. Em
condi¢des de germinacéo in vitro, a protruséo radicular ocorreu apos 230 h de
embebicao, ou seja, 9,58 dias, coincidindo com o aumento de umidade das
sementes de C. sessilis (Sarto, 2015). Nesse trabalho, pelos tempos médios
verificados para a emissao de radicula (Tabela 1), & possivel que o padrao
trifasico relatado no processo germinativo in vitro tenha se mantido (Sarto,
2015).

Tabela 1. Percentual de protrusédo, tempo médio e velocidade média para a
protruséo de radiculas em sementes de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

Protrusdoradicular P® G t® G Ve G
(%) (dias) | (dias) | (diasty | (dias)

Controle 100 A 2,66 10,55 3,2572 0,0947 0,0953

Pré tratamento hidratagio 100 A 0,58 8,76 22279 0,1141 0,0646

P (%) = porcentagem final de protrusdo radicular; @ t (dias) = tempo médio de
protrusédo; @ v (dias™) = velocidade média de protrusdo. Percentuais de protrusdo
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radicular seguidos de letras maiusculas iguais nao diferem entre si a nivel de 5%.

O suprimento de agua e de oxigénio séo outros fatores exdégenos ou
abidticos que influenciam a germinagéo. O substrato utilizado para o teste
de germinacao deve permitir boa capacidade de retengao de agua, aeracao
adequada e condicbes para que as plantulas se desenvolvam sem danos
em suas estruturas. A escolha do substrato rolo de papel foi feita, por esse
ter-se mostrado adequado para a germinagdo de sementes de mais de 200
espécies nativas, em estabelecimento de protocolos para a avaliagao da
germinabilidade de germoplasma-semente antes e apds sua conservagao a
-20 °C (Salomao et al., 2019). Segundo recomendacgdes das Regras para
Andlise de Sementes (Brasil, 2009), o substrato rolo de papel deve ser
umedecido com volume de agua que corresponda a quantidade equivalente
a 2,0 - 3,0 vezes sua massa. Nesse trabalho, o substrato foi umedecido
com volume de agua 3,5 vezes sua massa. Isso porque, as sementes de C.
sessilis possuem tegumento membranaceo (Matheus et al., 2008), o qual
requer maior volume de agua para seu amolecimento e, consequentemente,
para o inicio da absor¢do de agua, ou seja, a primeira etapa do processo
germinativo.

Os percentuais de plantulas normais foram de 90% (controle) e 98%
(sementes hidratadas). Nao houve diferenca significativa (P = 5%) entre
esses valores. Os tempos médios foram de 47,32 dias (controle) e 43,91
dias (sementes hidratadas) e as velocidades médias foram de 0,0211 dias™
(controle) e 0,0228 dias™ (sementes hidratadas) [Tabela 2]. Os valores de
tempos médios, obtidos nesse trabalho para a formagdo de plantulas, ao
serem convertidos em semanas resultaram em 6,76 semanas (controle) e
6,27 semanas (sementes hidratadas). Esses valores foram similares aos
relatadoa na literatura, em que o tempo para a germinagao de sementes da
espécie varia entre quatro e seis semanas (Sitio da Mata, 2020).
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Tabela 2. Percentual de germinacéao, tempo médio e velocidade média para
a formagé&o de plantulas de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

Plantulas G® G e G Vo G
(%) (dias) (dias) (dias™) | (dias)

Controle 90A 2,66 47,32 8,1049 0,0211 | 0,0293

Pré tratamento hidratac8o 98BA 0,58 43,91 11,3847 | 0,0228 | 0,0678

(' G = porcentagem final de germinagédo; @ t (dias) = tempo médio de
germinacao; @ v (dias™) = velocidade média de germinagéo. Percentuais de
germinacao seguidos de letras maiusculas iguais nao diferem entre si a nivel
de 5%0.

Ahidratacéo ou pré-embebigdo em agua é um procedimento bastante
favoravel ao desempenho fisioldgico de sementes de varias espécies
autéctones e cultivadas (Salomédo et al., 2019; Guimaraes et al., 2013).
Ainda que as sementes de C. sessilis tenham apresentado germinagao
desuniforme e assincronica, esse pré-tratamento contribuiu para aprimorar o
vigor e o desenvolvimento das plantulas. Na Figura 2 C, tem-se exemplares
de plantulas formadas aos 50 DAS. Plantulas procedentes de sementes
hidratadas (Figura 2 C 1) mostraram-se com as estruturas essenciais mais
desenvolvidas e vigorosas, ou seja, raiz principal, raizes secundarias e
cotilédones foliaceos e que as procedentes de sementes nao hidratadas
(Figura 2 C 2).

Verificou-se que o volume de agua usado para umedecer o substrato
(3,5 vezes sua massa) nao foi suficiente para evitar anomalias no sitema
radicular de plantulas de C. sessilis formadas por sementes ndao submetidas
a hidratagéo. O estresse hidrico ou a variagdo de umidade do substrato pode
prejudicar a qualidade das raizes, provocando anomalias nessas. Logo apés
a protrusdo, a radicula torna-se progressivamente intolerante a dessecacgao
e, de acordo com a intensidade do estresse hidrico, pode ocorrer a morte
do meristema radicular (Rodrigues et al., 2015). Em dez plantulas formadas
por sementes nao hidratadas de C. sessilis foram detectadas anomalias no
sistema radicular (Figura 3). Houve necrose da raiz principal (Figura 3 A e
B) e das extremidades das raizes secundarias (Figura 3C) e atrofia da raiz
principal (Figura 3D). Tais anomalias s&o caracteristicas de danos provocados
por estresse hidrico, o que reforga a necessidade do pré-tratamento de
hidratagdo das sementes de C. sessilis e de se umedecer o substrato rolo
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de papel com volume 3,5 vezes sua massa para a conducdo do teste de
germinacéo.

Fotos: Antonieta Nassif Salomé&o

Figura 2. Fases pds seminais de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze aos 13 dias apés semeio do
controle (A), de sementes hidratadas por 24h (B) e plantulas normais (C) aos 50 dias apds
semeio formadas por sementes hidratadas (1) e sementes do controle (2)

Fotos: Antonieta Nassif Saloméao

Figura 3. Anomalias no sistema radicular de plantulas de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze,
procedentes de sementes ndo submetidas a hidratagao.
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Segundo as classificagdes de plantulas normais e anormais adotadas
pela ISTA (2009), considerou-se que duas plantulas formadas a partir de
sementes hidratadas apresentaram dois tipos de anomalias no hipocétilo, os
quais nao estdo relacionados ao estresse hidrico. Em uma das plantulas,
o hipocotilo dobrou-se e permaneceu parcialmente retido no tegumento
(Figura 4 A) e em outra, o hipocétilo formou um lago (Figura 4 B). Esses
tipos de anormalidades nessa estrutura da plantula, observados em distintas
espécies de plantas, podem ser decorrentes de fatores como a imaturidade
das sementes, os danos mecéanicos causados desde a coleta até o
beneficiamento das sementes, a fitotoxidade do substrato ou de tratamentos
quimicos, o gendtipo materno, a autoincompatibilidade entre outros (Carvalho
et al., 1983; Wei et al., 2013; Agriculturistmusa, 2021; Yan; Mao, 2021).

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, a metodologia
para o teste de germinagédo de sementes de Cordiera sessilis deve seguir as
etapas descritas na Tabela 3.

Fotos: Antonieta Nassif Salomao

Figura 4. Anomalias no hipocétilo de plantulas de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze, procedentes de
sementes submetidas a hidratagao.
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Tabela 3. Metodologia para o teste de germinagao de sementes de Cordiera
sessilis (Vell.) Kuntze - Rubiaceae (PR = protrusao radicular); (PL = plantula).

Espécie Substrato Temperatura | Fotoperiodo Contagem Instrucdes adicionais
©) (dias)
inicial 22 32 final
Cordiera | Rolo de 25 16 h luz PR 35 40 50 1.Remover manualmente
sessilis papel branca as sementes dos frutos.
11
/ 8 h escuro 2. Lavar as sementes
sob agua corrente,
pL com solugéo de
detergente neutro (10
30 mL detergente/1 L

agua), friccionando-as
levemente em peneira.

3. Imergir as sementes
em solugéo de detergente
a concentragdo de 2%
(v/v) por 5 min.

4. Enxaguar as sementes
para remogdo total do
detergente.

5. Secar as sementes a
temperatura ambiente por
24 h, seguindo-se com
a selegdo de sementes
normais;

6.Hidratar as sementes
em agua por 24h a 25
2°C.

7. Umedecer o substrato
com volume de agua 3,5
vezes sua massa.

8. Uma unica contagem
para protrusao radicular.

9. Quatro contagens para
plantula normal.
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Conclusao

A hidratagdo ou pré-embebigdo contribuiu para o vigor e o
desenvolvimento das plantulas de C. sessilis. O volume de agua usado para
umedecer o substrato (3,5 vezes sua massa) foi eficiente para evitar anomalias
no sitema radicular de plantulas formadas por sementes submetidas a
hidratagao.

Ao se adotar a protrusdo radicular como critério para semente
germinada, deve-se realizar uma Unica contagem aos 11 DAS. Porém, ao
se considerar a plantula normal como critério para semente germinada
recomenda-se fazer quatro contagens, entre 30 e 50 DAS, durante o teste de
germinacao.
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