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Estudo da quebra de dorméncia em sementes de piorno

[Genista tenera (Jacq. Ex Murr.) O. Kuntze]

RESUMO

O Piorno [Genista tenera (Jacqg. ex Murr.) O. Kuntze] é uma planta endémica
da llha da Madeira. Estudos bioquimicos sobre a sua composi¢cdo tém
mostrado que é rico em compostos flavonoéides e alcalbides. Para além dos
seus efeitos antidiabéticos, também tém sido efetuados estudos
epidemiologicos no dominio oncolégico, das doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, como as doencas de Alzheimer e de Parkinson. O uso
tradicional do piorno e a sua investigacao cientifica como planta medicinal
exigem, cada vez mais, novos estudos, designadamente, 0s que se
relacionam com o conhecimento dos seus mecanismos de propagacéo,
tendo em conta a possivel utilizacdo comercial da planta e a sua producéo
em sistemas agricolas extensivos. Tratando-se de uma planta com
sementes de tegumento duro, uma das vias para a quebra da dorméncia
fisica passa pela digestdo do tegumento com &cido sulftrico. O estudo usou
trés tempos de exposicado ao 4cido, de 10, 20 e 40 minutos e uma amostra
de controlo, sem digestdo &acida. Os resultados revelaram que a
escarificacdo acida das sementes teve um efeito estatisticamente
significativo sobre a sua germinacdo. No entanto, a percentagem de
germinacao obtida nas amostras tratadas com &cido (abaixo dos 40%) nao
traduziu uma aplicacdo agronomicamente interessante, emergindo a
necessidade de aprofundar esta técnica e de estudar outros tipos de

tratamentos de pré-germinacdo das sementes.

PALAVRAS-CHAVE:

Genista tenera, propagacao, dorméncia, escarificacdo, germinacao.
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Study of breaking seed dormancy in Piorno

[Genista tenera (Jacq. Ex Murr.) O. Kuntze]

ABSTRACT

The piorno [Genista tenera (Jacq. ex Murr.) O. Kuntze] is an endemic plant of
Madeira Island. Biochemical studies about its composition have shown that it
is rich on flavonoids and alkaloids compounds. Beyond its antidiabetic
effects, they have been included in epidemiological studies on cancer and
cardiovascular diseases and also on some neurodegenerative diseases,
such as the Alzheimer’s and Parkinson’s diseases. The traditional use and
scientific research of piorno, as medicinal plant, requires new studies, such
as who care with the knowledge about its propagation mechanisms,
concerning with the commercial utilization of the plant and with its production
on extensive agricultural systems. The piorno is a plant with hard tegument
seeds; so, a path to breaking the seeds dormancy passes through the
tegument digestion with sulphuric acid. The study used three exposure times
to the acid, of 10, 20 and 40 minutes and a control sample, without acid
digestion. This study has shown that acid scarification of seeds had a
statistically significant effect on their germination. However, the germination
percentage in the samples treated with acid (below 40%) does not reflected
an interesting agronomical application; emerging the need to further the
study of this method and of other types of pre-germination treatments of

seeds.

KEYWORDS:

Genista tenera, propagation, dormancy, scarification, germination.
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“Que o teu alimento seja teu remédio

e o teu remeédio seja o teu alimento”

(Hipdcrates)

INTRODUGAO




No presente capitulo delineamos as linhas gerais do projeto de investigacao.
Apresentamos uma breve caracterizacdo botanica e fitofarmacologica do
género Genista L. e da espécie Genista tenera, objeto do nosso estudo.
Apresentamos, seguidamente, a linha metodoldgica aplicada no ensaio de
germinacdo de sementes desta espécie, bem como o plano estrutural da

dissertacao.



O presente trabalho reporta a investigacdo de uma espécie vegetal
endémica da ilha da Madeira — o piorno-da-Madeira [Genista tenera (Jacq. ex
Murr.) O. Kuntze]. O piorno-da-Madeira € uma espécie classificada no género
Genista L., na subfamilia Papilionoideae e familia Fabaceae. E um arbusto de
folnagem escassa, acetinado-pubescente e esbranquicada, que pode atingir
2,5m de altura, de ramos frageis e arqueados, com folhas simples e muito

pequenas, flores amarelas, por vezes avermelhadas.

A planta ocorre em escarpas rochosas do litoral da Ilha da Madeira,
desde os 50 até aos 1500 m de altitude (Vieira, 1992) e tem sido utilizada,
desde ha muito, pelas populag¢des locais, como adjuvante no tratamento da

diabetes.

Estudos bioquimicos da composi¢ao da planta confirmam que esta é rica
em compostos alcaloides e flavondides (Borges et al., 2001; Jung et al., 2006;
Martins et al., 2005; Rauter et al., 2005, 2007, 2009 e 2010) considerados
marcadores quimiotaxondmicos do género Genista (Harborne, 1994). Estes
compostos, para além dos estudos biofitofarmacolégicos realizados ao nivel
das células beta do pancreas (efeito antidiabético), tém sido, igualmente, objeto
de estudos epidemiolégicos do foro cancerigeno e das doencgas
cardiovasculares (Mariappan et al.,, 2006), bem como de doencas

neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (Kaur & Geetha, 2006).

N&o sendo uma das espécies endémicas que corre riscos de extingdo, a

G. tenera ndo se encontra protegida ao abrigo da diretiva habitats* (Jardim &

! Diretiva 92/43/CEE, de 21 de Maio, relativa & preacéo dos habitats naturais, da fauna e da flora
selvagens



Francisco, 2000). Considera-se, no entanto, que O interesse que comecga a
suscitar como espécie de uso medicinal, tendo em vista a sua utilizacdo no
dominio da fitofarmacologia e da medicina tradicional, poderd conduzir ao
crescente interesse agrondémico da propagacdo e producdo de plantas desta
espécie; neste sentido, integra a listagem de 58 espécies locais a propagar,

constante no Plano de Recuperagéo do Parque Ecolégico do Funchal 2010-20.

Compreendendo os riscos de sustentabilidade a que a espécie estaria
Sujeita, caso se generalizasse a sua colheita massiva no campo, 0 NOSSO
estudo pretendeu contribuir, precisamente, para consolida¢cdo do conhecimento
sobre 0os mecanismos de propagacdo desta espécie, fase primordial para o

estabelecimento de um sistema de producédo técnico-economicamente viavel.

Em muitas espécies de plantas, e também nas da familia Fabaceae e do
género Genista L., a propagacao podera fazer-se por via vegetativa ou seminal.
De acordo com Mcdonald (1990), de um modo geral, a propagagdo seminal
apresenta diversas vantagens no capitulo técnico-econémico, afigurando-se-

nos como a melhor opcao para a propagacao da espécie G. tenera.

O projeto de investigacdo que nos propusemos desenvolver teve como
objeto a germinacao de sementes de G. tenera, integrando-se, no entanto, num
projeto de investigacdo de ambito fitofarmacolégico mais alargado — “Novos
agentes antidiabéticos a partir de Genista tenera - Isolamento, caracterizacéo
estrutural, sintese e mecanismos de acdo” — desenvolvido em parceria pelo
Departamento de Quimica e Bioquimica / Centro de Quimica e Bioquimica da
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa e pela Escola Superior

Agraria do Instituto Politécnico de Santarém.




As sementes de G. tenera, como acontece em muitas espécies da familia
Fabaceae, possuem tegumento duro (Mcdonald, 1990; Rolston, 1978), o que
dificulta a absorcdo da dgua, o acesso de oxigénio ao embrido e a emergéncia
da radicula, tendo como consequéncia uma germinacdo mais lenta e irregular
das sementes. A dureza do tegumento configura-se, entdo, como uma forma

de dorméncia fisica das sementes (Mcdonald, 1990).

Sdo varias as técnicas que podem ser utilizadas para quebrar a
dorméncia de sementes duras, designadamente: a escarificagdo mecanica, a
imersdo em &gua quente, a escarificacdo acida e a estratificacdo quente e
hamida. Gonzalez-Andrés & Ortiz (1996) estudaram 0s mecanismos de
germinacao para varias espécies do género Genista L., incluindo a espécie em
estudo, designadamente, quanto a eficacia da escarificacdo da semente com
acido sulfarico concentrado (95-97%) e quanto a influéncia do tempo de
exposicdo ao acido nas taxas de germinacdo. Atendendo ao sucesso
germinativo obtido em plantas da mesma espécie, delineAmos 0 NO0sso ensaio

com base na metodologia proposta por estes autores.

Estabelecemos como principal objetivo operativo do presente estudo, a
determinacao das taxas de germinacao de sementes de G. tenera, distribuidas
em quatro amostras aleatérias de dimensdes semelhantes, uma utilizada como
testemunha, as restantes previamente tratadas com diferentes tempos de
exposi¢do ao acido, concretamente, de 10, 20 e 40 minutos. Pretendeu-se,
assim, avaliar a resposta germinativa das sementes tratadas a reducdo da

espessura do tegumento produzida por efeito da digestao acida.



A presente dissertagdo estrutura-se em trés capitulos.

No capitulo 1 — “Revisao bibliografica” — apresentam-se cinco linhas de
pesquisa bibliografica de suporte ao projeto de investigacdo: (1) o interesse
fitofarmacologico de compostos ativos da espécie G. tenera; (2) a revisao
taxonomica e morfolégica do género Genista L. e da espécie G. tenera; (3) os
mecanismos de dorméncia identificados nas sementes de tegumento duro, (4)
as técnicas de tratamento de sementes de tegumento duro, a realizar antes da
sementeira e (5) os resultados obtidos em estudos de germinacdo congéneres

de plantas do género Genista L.

No capitulo 2 — “Metodologia da investigacdo” — apresentam-se 0sS
materiais e a metodologia aplicada neste estudo, incluindo os processos de

tratamento estatistico de dados recolhidos.

No capitulo 3 — “Apresentacdo e discusséo de resultados” — apresentam-
se o0s resultados obtidos no ensaio, fazendo-se a sua interpretagcdo e
discusséo, com base em observacdes registadas, em processos de inferéncia
estatistica e na sua comparacdo com resultados obtidos em estudos

referenciados.

A dissertagdo termina com a apresentacdo de conclusdes sobre o
estudo e das suas implicacdes para o conhecimento agronémico sobre a
propagacdo seminal da espécie. Seguem-se as referéncias bibliogréficas e
webgréficas pesquisadas para a elaboragdo da dissertagdo e anexos ao corpo

da dissertagao.



Capitulo |

REVISAO BIBLIOGRAFICA




No presente capitulo apresentamos a pesquisa bibliografica que realizamos
para enquadrar o estudo, organizada em quatro pontos: (1) O interesse
medicinal da espécie G. tenera; (2) Caracterizacdo taxonomica do género
Genista L.; (3) Caracterizacdo morfologica do género Genista L.; (3.1.)
Morfologia da espécie G. tenera e (4) Propagacdo seminal da espécie G.
tenera, abordada nos seguintes subpontos: (4.1.) Estrutura das sementes;
(4.2.) Dorméncia das sementes; (4.3.) Sementes de tegumento duro; (4.4.)
Tratamentos de quebra de dorméncia e (4.5) Estudos de propagacao de

espécies do género Genista L.



1. Interesse medicinal da G. tenera

O piorno da Madeira [Genista tenera (Jacq. ex Murr.) O. Kuntze] é uma
espécie autoctone da Ilha da Madeira com uso tradicional na medicina popular,
sobretudo no controlo da diabetes (Rauter et al., 2009); utilizando-se a infuséao
das suas partes aéreas como coadjuvante no tratamento desta doenca (Rauter
et al., 2005). Atendendo aos efeitos positivos empiricamente comprovados, tera
surgido a necessidade de estudar cientificamente a acao fitofarmacologica

correspondente.

O departamento de Quimica e Bioquimica / Centro de Quimica e
Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa e instituicbes
parceiras, designadamente a Escola Superior Agraria de Santarém, tém
efetuado varios estudos fitoquimicos e de bioatividade sobre a G. tenera,
designadamente, sobre a presenca e acao de alcaloides e de flavondides,
constituintes reconhecidos pela agdo no controlo da diabetes (Martins et al.,
2005). Os estudos realizados até entdo® tém confirmado, cientificamente, os
efeitos observados no uso tradicional da planta, tendo sido identificada a
presenca destes constituintes ativos, numa analise fitoquimica preliminar de

uma infusdo de partes aéreas desta planta (Martins et al., 2005).

Os alcaldides sdao compostos que se encontram num vasto numero de
plantas, destacando-se a sua presenca nas familias Apocinaceae,

Papaveraceae e Fabaceae. Os alcaldides podem encontrar-se em todos os

ZA partir de extratos obtidos de partes aéreas (puibadas) de plantas de G. tenera, colhidas ndanic
do periodo de floracao, na llha da Madeira.
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orgdos das plantas, mas tendem a concentrar-se nos tecidos externos. S&o
guase sempre produtos organicos marcados por elevada toxicidade, no
entanto, muitos desses compostos sdo também reconhecidos por uma

atividade fitofarmacoldgica relevante (Cunha, 2009).

Como forma de comprovar a vasta gama de propriedades bioldgicas
atribuidas aos alcaldides quinolizidine (Michael, 2002), incluindo a atividade
hipoglicemiante (Perez et al., 1998), foram investigados estes compostos ativos
a partir do estrato de etanol da parte aérea de G. tenera, por GC-MS® (Martins,
et al., 2005). Foram distintamente identificados dez alcaloides. A anagirina,
lupanina, citisina, N-metilcitisina e N-formilcitisina foram o0s principais
compostos, sendo os dois Ultimos conhecidos pela sua atividade
hipoglicemiante. Os alcaldides presentes em menor quantidade foram:
dihidrocitisina, 5,6-dihidrolupanina, rombifolina, apillina e termopsina (Martins et

al., 2005).

Os flavondides e flavondides glicosideos fazem parte de um vasto grupo
de moléculas que ocorrem naturalmente nas plantas (Rauter et al., 2007). S&o
moléculas de baixo peso molecular, presentes, sobretudo, na parte aérea das
plantas (Cunha, 2009). Estudos recentes revelaram a sua presenca em frutos e
vegetais, em concentracdes elevadas (Borges et al., 2001; Havsteen, 2002).
Em vérias plantas medicinais’ foram identificados, nos extratos obtidos,
diferentes tipos de flavonoides, reconhecendo-se um esforgco recente para a
validagdo farmacologica de alguns deles (Cunha, 2009), que tem sido

acompanhado pelo crescente registo de patentes que compreendem o0s

% Gas chromatography-mass spectrometry (Cromataggafiosa — Espetrometria de massa)

4 Como é o caso ddomordica charantid.. [Curcubitaceae]Pterocarpus marsupiuRoxb. [Fabaceae],
e Trigonella foenum graecurh. [Fabaceae] (Jungt al, 2006) eHelichrysum plicatunssp. plicatum
[Asteraceae] (Aslapt al, 2007).
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compostos flavondides como principios ativos (Omoigui, 2006). Estes estratos
sdo potencialmente Uteis como fontes de compostos bioativos, sobretudo pela
comprovada atividade dos flavondides (Havsteen, 2002); conhecimento que

contribuira, também, para a valorizacdo agrondémica destas espécies vegetais.

A atividade antidiabética de varios extratos de plantas relaciona-se,
diretamente, com propriedades antioxidantes associadas a presenca de
flavondides (Aslan et al., 2007). Como antioxidantes, os flavonoides podem
impedir o progressivo comprometimento da funcdo das células beta-
pancredticas, devido ao stress oxidativo®, reduzindo assim a ocorréncia da
diabetes tipo 2 (Song et al., 2005). Para além da acéo anti-hiperglicémica, os
flavondides tém sido recentemente relatados como inibidores da aldose-

redutase, bloqueando a via do sorbitol, processo relacionado com muitos

problemas associados a diabetes (Rauter et al., 2005).

Ainda no capitulo das propriedades antioxidantes evidenciadas pelos
compostos flavondides, tém-se multiplicado os estudos que referenciam a sua
atividade no tratamento de outras doencas. Determinados tipos de oxigénio
reativo sdo responsaveis por varias anomalias celulares, como danos em
proteinas, desativacdo de enzimas, alteracdo de DNA e peroxidacgdo lipidica,
sendo percursores de disturbios neurolégicos como as doengas de Alzheimer e
Parkinson (Kaur & Geetha, 2006). Mdltiplos fatores patogénicos, incluindo o
stress oxidativo e a reducdo dos niveis de acetilcolina tém sido implicados na
doenca de Alzheimer. Entre o0s potenciais agentes, os flavondides s&o
compostos promissores no tratamento destes disturbios neurolégicos (Ji &

Zhang, 2006). A genisteina, um dos compostos do estrato de éter dietilico de

® O stressoxidativo também esta associado a complicacdemdéadas da diabetasellitus
designadamente, a complicacdes vasculares (#titalr, 2004).
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plantas, previne a modificagdo de glucose mediada por auto-oxidagao-
aterogeénica da lipoproteina de baixa densidade (LDL - low-density lipoprotein)
(Exner et al., 2001) prevenindo, pelas suas propriedades antioxidantes,

doencas neurodegenerativas (Sonee et al., 2004).

Uma das abordagens mais promissoras para o tratamento da doenca de
Alzheimer baseia-se no incremento dos niveis de acetilcolina no cérebro,
usando, para tal, inibidores da acetilcolinesterase (Wilkinson et al., 2004). No
entanto, algumas drogas sintéticas usadas para tratar as disfuncfes cognitivas
e de perda de memdria associada a doenca de Alzheimer apresentam, apenas,
moderados beneficios sintomaticos, incentivando a pesquisa de novos
inibidores desta enzima, em que o0s compostos flavondides podem ser

compreendidos.

Vérios estudos epidemioldgicos tém relatado que o consumo regular de
flavondides, principalmente de catequinas, pode ser, também, eficaz na
prevencdo de neoplasias e de doencas cardiovasculares (Mariappan et al.,
2006). A apigenina é uma bioflavona dietética com propriedades
anticancerigenas, que se pensa poder desempenhar um papel relevante na
quimioprevencdo e na quimioterapia de diferentes patologias neoplasicas.
Também a flavona luteolina e algumas isoflavonas tém sido relatadas como
agentes anticancerigenos; a genisteina, por exemplo, intervém positivamente
na atividade do estrogénio, sendo aplicavel na prote¢cédo de cancros estrogeno-

dependentes.

Vérios flavondides tém demonstrado, também, efeito positivo sobre os
parametros associados com arteriosclerose, incluindo a oxidagcdao da

lipoproteina, agregacgéo de plaquetas e reatividade vascular (Peluso, 2006).
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As flavonas sdo um dos maiores grupos de flavondides presentes nas
plantas, sendo que, foram encontradas isoflavonas em espécies da familia
Fabaceae. Num dos primeiros estudos efetuados sobre a G. tenera, a partir do
extrato de etanol, foram isoladas duas flavonas, trés isoflavonas e uma 7-O-
glicosilados de isoflavona. A sua caraterizacdo estrutural foi efetuada por
LSIMS, CID, MS/MS, RMN e UV® (Borges et al.., 2001). No entanto, num
estudo posterior de caracterizacdo de metabdlitos secundarios, a partir de um
extrato de n-butanol, por eletroforese capilar com espectrometria de massa,
foram identificados 26 compostos flavondides com efeito anti-hiperglicémico

(Edwards et al., 2006).

O estudo de flavondides com efeito anti-hiperglicémico, a partir de um
estrato de etilo de G. tenera, por LC acoplada a DAD e ESI-MS’, identificou a
presenca de dois compostos glicosideos principais, um anteriormente
identificado, a genisteina-7-glucosideo e um desconhecido, o 5,7,4-
trinidroxisoflavona-8-C-glicosideo, no entanto, em quantidade superior. Foi
também identificada, em menor escala, a luteolina-7-O-glucosideo e vestigios

de luteolina-7,3"-di-O-glicosideo e rufina (Rauter et al., 2005).

Em estudo posterior, desenvolvido pelos mesmos autores, a partir de um
extrato de n-butanol, foi, também, avaliada a atividade antidiabética da espécie,
pela combinacdo de HPLC-DAD-ESI-MS?, tendo sido identificados, no perfil

dos flavonoides, 21 monoglicosideos e 12 diglicosideos. A atividade

® Liquid secondary ion mass spectrometry (Espetroanete massa de ibes secundarios); Collision-
induced dissociation (Dissociagéo por colisédo i)z Tandem mass spectrometry (Espetrometria de
massa em tandem); Nuclear magnetic resonance (essa magnética nuclear); Ultraviolet (Ultra
violeta).

" Liquid Chromatography (Cromatografia liquida); Bésarray detection (DAD); Electrospray ionization
mass spectrometry (ESI-MS).

8 High Performance/Pressure Liquide ChromatograptBLC), método que se tem mostrado eficaz na
identificacdo de flavondides complexos.
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antidiabética do estrato foi estudada em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina durante 15 dias, tendo-se concluido que os niveis de glucose
no sangue foram significativamente reduzidos, para valores normais apés 15

dias de tratamento (Rauter et al., 2009).

O mesmo estudo congregou, ainda, a avaliacdo da atividade
antioxidante e a inibicdo da acetilcolesterase, a partir de estratos de éter
dietilico, acetato de etilo e n-butanol; foram também realizados estudos de
toxicidade in vitro para, assim, se poder avaliar o potencial farmacologico da
planta. A atividade antioxidante foi analisada através da utilizacdo do DPPH?,
em que a atividade de radicais livres mais eficaz foi observada no extrato de
acetato de etilo (48.7% em 139.1 ug/ml), que também foi 0 mais eficaz no teste
de concentragcdo minima. Os efeitos da inibicdo da acetilcolinesterase, pelo
método Ellman'® revelaram que a atividade inibitéria da acetilcolesterase (77%
em 70,0 pg/ml) foi também mais eficaz no extrato de acetato de etilo. A
genotoxicidade e a citotoxicidade aguda foram avaliadas por meio de
quantificacdo do indice proliferativo e da técnica de “aberracdo” cromossomica
a curto prazo, apdés a exposicdo de linfocitos aos extratos, sendo que 0s
primeiros estudos de toxicidade do género Genista L. demonstraram néo existir

evidéncia de genotoxicidade, nem de citotoxicidade aguda (Rauter, 2009).

Estes trabalhos corroboraram a concecao geral de Harborne (1994),
quando refere que, tanto os alcaléides como os flavondides sdo importantes

marcadores quimiotaxonémicos™ do género Genista L..

° 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

19 Método espectrofotométrico para a monitorizac&@eipa da atividade da colinesterase no sangue.

2 Micromoléculas, na maioria das vezes, metabok®sundarios, ou em alguns casos, metabolitos
primarios, que permitem a observacéo de diferenga exdividuos em qualquer nivel hierarquico.
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2.  Caracterizacdo taxonomica do género Genista L.

A Genista tenera (Jacq. Ex Murr.) O. Kuntze [Cytisus tener Jacq.ex
Murr.; C. virgatus (Ait.) Masf., non Salisb., nec Vest.; Genista gracilis Poir.; G.
virgata (Ait.) DC., non Lam; Spartium virgatum Ait.], de nome comum Piorno-
da-Madeira (Vieira, 1992), € uma espécie endémica da ilha da Madeira,
classificada na familia Fabaceae, na subfamilia Papilionoideae, na tribo

Genisteae e no género Genista L..

Esta espécie ndo é referenciada nas floras nacionais e internacionais,
sendo descrita em bibliografia muito escassa (Jardim & Francisco, 2000; Vieira,
1992). Apds uma pesquisa exaustiva foram encontradas breves referéncias a
esta espécie nas seguintes obras referenciadas no sitio da Biodiversity
Heritage Library: Icones plantarum rariorum [vol. 1] (Jacquin; Nikolaus & von
Freiherr, 1781-93, p. 147); Botanische Jahrbucher fur Systematik
Pflanzengeschilhte und Pfanzengeographie [vol. 33] (1904, p. 437); Journal of
the Arnold Arboretum [vol. 3-4] (Arboretum, 1922-1923, p. 34);_List of rare,
threatened and endemic plants in Europe (1983, p. 130); The botanic gardens
list of rare and treatened species (1984, p. 17); British journal of entomology
and natural history [vol. 12] (BENHS, 1988, p. 85) e 1997 IUCN red list of

threatened plants (IUCN, 1997, p. 358).

Atendendo a escassa informacao botanica sobre a G. tenera, houve a
necessidade de efetuar uma reviséo bibliografica sobre o género Genista L. e
tribo Genisteae, de forma a enquadrar botanicamente a espécie objeto deste

estudo.
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Num trabalho de doutoramento sobre a taxonomia de géneros da tribo
Genisteae foi encontrada referéncia a uma investigacao sobre a taxonomia da
familia Leguminosae'® em Portugal, levada a cabo pela seccdo de Fitoecologia
e Herbologia do Departamento de Botanica e de Engenharia Biol6gica do
Instituto Superior de Agronomia, no qual surgiu o interesse em caracterizar o
género Genista L., cujas delimitagBes taxonomicas tém sido frequentemente

alteradas desde a sua publicag&o por Lineu em 1754 (Costa, 1996).

Apos um periodo, durante o qual o género original de Lineu foi
repetidamente alterado, algumas obras foram clarificando cada vez melhor as
caracteristicas distintivas do género, relativamente a outros géneros, escopo
nem sempre bem sucedido; neste sentido, identificamos algumas das
alteracbes mais relevantes a que este género esteve sujeito, que

apresentamos por ordem cronoldgica.

Lineu (1753), na sua obra Species Plantarum, integrou o género Genista
na Classe Diadelphia Decandria, classificando nove espécies, organizou-as em
dois grupos, diferenciados pela presenca/auséncia de espinhos (consultar
anexo ). Incluiu no género Genista L. diversas espécies dos antigos géneros
Genistella de Tournefort, Cytisus e do atual Spartium. Descreveu ainda o
género Spartium L. que continha as espécies S. jeuceum, Adenocarpus sp. e

varias espécies que atualmente pertencem ao género Genista L.

Vahl (1790-94) incluiu no género Genista L. a espécie G. hirsuta e
Ortega (1798) a espécie G. micrantha. Brotero (1804), estudando material de
diferentes regibes de Portugal descreve mais 5 espécies. De Candolle (1825)

na sua obra Prodromus, considera 76 espécies e 13 variedades no género

12 Atualmente designada Fabaceae.
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Genista L., descrevendo 12 espécies novas (consultar anexo 1), tendo

considerado a G. algarbiensis uma subespécie de G. hirsuta.

Endlicher (1836-1840) passa a distinguir o género Genista L. do género
Cytisus, pela introducdo do caracter distintivo “calice bilabiado” em oposi¢ao a
“curtamente ou nao bilabiado”. Boissier (1839-1845) adicionou ao género

Genista L. mais 4 espécies (consultar anexo 1).

Spach (1844-1845, citado por Costa,1996) integrou os géneros Genista
L., Echinospartum Spach e Pterospartum num Unico género, tomando como
base o0s seguintes carateres taxondémicos: (i) presenca ou auséncia de
espinhos; (i) forma do fruto; (ii) forma da folha (consultar anexo 1). A
sistematizacdo proposta pelo autor visou a criacdo de seccbes nos
subgéneros, identificando alguns caracteres especificos de diferenciacdo das
espécies no género, no entanto, o elevado nimero de subgéneros identificados
tornou-se pouco funcional sob o ponto de vista taxondmico. Adicionou,
também, novas espécies ao género, descrevendo a G. obtusiramea e a G.

leptoclada, identificadas por Claude Gay.

Roemer (1852, citado por Costa, 1996) descreve a G. polyanthos. Lange
(1864, citado por Costa, 1998) descreve as espécies G. hystrix e G. berberidea,
baseado em material oriundo de Espanha. Cosson (1852, citado por Costa,
1996) ao estudar plantas das regides montanhosas de Marrocos e Argélia,

descreveu mais trés espécies (consultar anexo ).

Sampaio (1990) na sua obra Flora Portuguesa, que deixou inacabada
em 1937, considerou, no territério Portugués, 12 espécies no género Genista
L.. No entanto, Coutinho (1939) reconheceu, na sua obra Flora de Portugal, 18

espécies e 13 subespécies no mesmo género (consultar anexo |).
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Rothmaler (1941, citado por Costa, 1996) criou o0 género Echinospartum
retirando-o como seccao do género Genista L., classificando neste género as
espécies G. lusitanica e G. horrida. No entanto, Vicioso (1953, citado por
Costa, 1996), apds revisdo dos géneros da tribo Genisteae, presentes em

Espanha, reclassifica o Echinospartum no género Genista L..

Gibbs (1966, citado por Costa, 1996) fez algumas alteracbes a
sistematizacdo proposta por Spach, com base no nimero de feixes vasculares
presentes no peciolo das folhas. Admite a divisdo do género Genista L. em trés
subgéneros, 10 seccBes e 80 espécies, a maioria das quais endémicas da
Peninsula Ibérica (consultar anexo 1). Considerou ainda que a seccdo
Echinospartum, pelo facto de apresentar um célice fortemente indumentado e
infletido, deveria ser retirado do género Genista L.. Propds a reclassificacdo
dos subgéneros Pterospartum e Teline como novos géneros; incluindo o
subgénero Camptolobium no subgénero Phyllobotrys, compreendendo as
sec¢cOes Phyllobotrys e Voglera; incluiu, ainda, as secbes Asterospartum e

Ephedospartum na sec¢éo Spartocarpus.

Franco (1971), na revisdo do género Genista L., considerou, para
Portugal, quatro sec¢Bes e dez espécies (consultar anexo 1). Fernandes e
Queirés (1978, citados por Costa, 1996) e Gonzalez (1982) mantiveram as
mesmas sec¢des propostas por Franco (1971), mas com algumas alteracdes

(consultar anexo ).

Cant6 e Sanchez (1988, citados por Costa, 1996), numa revisao da
espécie G. cinérea, descreveram uma espécie e uma subespécie novas (anexo
). Castroviejo (1999) na sua obra Flora Ibérica considerou 39 espécies e 13

subespécies no género Genista L..
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3.  Caraterizacdo morfolégica do género Genista L.

O género Genista L. inclui plantas arbustivas ou subarbustivas perenes,
lenhosas, com ramos alternos, opostos ou verticilados, inermes ou espinhosos.
Os espinhos resultam do endurecimento e afilamento dos ramos, assim como
dos filodios. Os espinhos dispostos no eixo principal da planta sdo designados

por espinhos primarios.

Nas plantas adultas podem distinguir-se dois tipos de ramos espinhosos,
0S ramos espinescentes, de crescimento limitado, e os ramos acessorios, de
crescimento mais prolongado e rapido. Os primeiros surgem a partir de uma
gema situada entre um eixo e uma folha, estes, por sua vez, possuem gemas
que vao dar origem a novas ramificagcbes, mais curtas, designadas por
secundarias, que também podem originar novas ramificacbes (e.g. G.
tournefortii). O desenvolvimento dos ramos, na época de maxima atividade
vegetativa, marca o volume aparente da planta. Na fase inicial sdo tenros,
flexiveis e com pelos abundantes, tornando-se, com o0 tempo, mais grossos,
lenhificados e inermes, convertendo-se em ramos espinhosos, terminando com
um pequeno espinho (e.g. G. polyanthos). A disposicédo dos espinhos pode ser
alterna, suboposta, oposta, ou densamente agrupados sobre os eixos curtos.
No entanto, também existem espécies em que as ramificagbes ndo apresentam

espinhos (e.g. G. florida, G. micrantha, G. cinerascens).

Apresenta folhas alternas ou opostas, trifoliadas ou unifoliadas; com ou
sem estipulas diferenciadas. Ap6s as folhas cotiledonares, surgem duas

ramificagdes do caule com folhas trifoliadas, cada um desses ramos divide-se
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em dois, formando dois grupos de folhas trifoliadas, que no caso da G. hirsuta
e G. florida se apresentam tomentosas. Posteriormente, estas folhas
transformam-se em folhas de limbo, progressivamente menores, de forma
alongada, triangular ou linear. As folhas variam em tamanho e forma, desde
estritamente eliticas, de 3-8 x 1-2 mm, a largamente eliticas ou abovadas, de 5-
25 x 2-5 mm (G. florida e G. tournefortii). Quando as folhas sédo trifoliadas

também sdo sésseis.

As flores sdo amarelas, fasciculadas, ou dispostas em cachos terminais,
por vezes subcapitados; o calice é persistente, bilabiado, com o labio superior
bipartido ou bifendido e o inferior, tridentado ou trifendido; a corola apresenta
estandarte ereto ou ascendente, que pode apresentar diversas formas: ovado,
triangular, de base truncada ou obtusa (e.g. G. micrantha); obcordiforme, pouco
maior que o calice (e.g. G. lusitanica); arredondado-chanfrado, duas vezes
maior que o calice (e.g. G. Barnadesii); a quilha é oblonga, reta ou pouco
curva; apresenta estames monadelfos e estilete assovelado, ascendente, com

estigma terminal capitado.

O fruto € uma vagem de dimensdo e forma variavel, comprida ou
subentumecida, seca, linear, oblonga ou ovada, reta ou curva, ndo alada,
bivalve, mono ou polispérmica (Coutinho, 1938). Apresenta sec¢do de
estreitamento eliptico, mais ou menos orbicular, por vezes algo toruloso,

deiscente, com 1-30 sementes, glabro ou peludo (Castroviejo, 1999).

As sementes apresentam-se sem arilo (Coutinho, 1938), com menos de
3 (3,8) mm, de forma ovoide ou discoide, pardas, esverdeadas ou negras, sem
manchas, raras vezes com maculas concéntricas, frequentemente brilhantes,

sem estrofiolo (Castroviejo, 1999).
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3.1. Morfologia da espécie G. tenera

A G. tenera é um arbusto de folhagem escassa, acetinado-pubescente e
esbranquicada, que pode atingir 2,5m de altura, de ramos frageis e arqueados,
com folhas simples e muito pequenas, flores amarelas, por vezes

avermelhadas (Vieira, 1992).

Descrita com maior pormenor por Jardim e Francisco (2000), € uma
planta comum, que habita ravinas e escarpas rochosas expostas, desde o nivel
do mar até aos 1700 m de altitude®®, principalmente na vertente sul da ilha da
Madeira. Apresenta folhas sésseis, linear-lanceoladas a obovadas de 2.5-14 x
0.5-4.5 mm. Apresenta inflorescéncia racemosa terminal, de 1-5 cm, com 1-9
flores; corola amarela de 10-15 mm. Fruto (vagem) comprido, de 15-35 x 4-

6.5mm.

A época de floragdo prolonga-se de margo a julho (Jardim & Francisco,
2000), pelo que, na auséncia de referéncias bibliograficas, podemos inferir que
a formagdo e maturagdo do fruto e das sementes se deverdo estender aos
meses de verdo, ocorrendo possivelmente no periodo do ano com

temperaturas mais elevadas.

Na figura 1 apresenta-se uma planta jovem de G. tenera em floracao,
com porte subarbustivo. Na figura 2 apresenta-se em pormenor a inflorescéncia

e o fruto (vagem).

13 Segunddvieira (1992), desde os 50 até aos 1500 m de altitude.
4 Verificamos que, em 2013, numa planta localizaslaancelho de Santarém, a maturacéo da semente
se concluiu no més de julho.
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Figura 1: Planta adulta de G. tenera

Foto de Margarida D’Avé (2011)

Figura 2: Aspeto da flor e da vagem de G. tenera
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Foto de Margarida D’Avé (2011)
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4.  Propagacao seminal da G. tenera

Em muitas espécies de plantas e também nas da familia Fabaceae e do
género Genista L., a propagacéo podera fazer-se por via vegetativa ou seminal.
A nossa opcéao pela via seminal relacionou-se com critérios agronémicos e de
manutencao do patrimonio genético, os primeiros, de caracter, essencialmente,

produtivo e os segundos, de pendor qualitativo.

Assegurada a estabilidade genética de um lote de sementes, a
multiplicacdo seminal sera a via que melhor podera contribuir para a producéo
vegetal em massa. De acordo com Mcdonald (1990), a propagacao seminal
podera apresentar as seguintes vantagens no capitulo técnico-econémico: (1) a
germinacao sincronizada de um elevado numero de plantas; (2) menores
problemas de transmissado de virus; (3) uma maior taxa de crescimento e de
sobrevivéncia apds o transplante; (4) menores custos de producado, pois exige
instalagcbes e equipamentos menos sofisticados do que os utilizados na
propagacdo vegetativa em massa; (5) um armazenamento mais facil; (6)
menores custos de transporte, pelo facto de as sementes ocuparem menor
volume e (7) menores exigéncias em termos de regulamentacéo fitossanitaria,

no transporte e nos processos administrativos de importagéo / exportagao.

A necessidade de conservacao do patrimonio genético correlaciona-se,
sobretudo, com a necessidade de obter estabilidade fitoquimica, isto é, de
obter concentracfes idénticas de constituintes fitoquimicos em diferentes
extratos de plantas cultivadas. Nesse sentido, sob o ponto de vista da

manutencao do patriménio genético, havera duas vias alternativas que importa
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compreender no contexto desta investigacdo — a via da conservagao e a via do

melhoramento genético.

Atendendo a que o objetivo produtivo do nosso estudo se relaciona com
a utilizacao fitofarmacologica das plantas produzidas, havera interesse em que
0S extratos obtidos possuam composi¢ao idéntica quanto aos constituintes com
aplicacédo fitofarmacoldgica. Quanto a possibilidade de melhoramento genético
das plantas, no que respeita a concentracao desses constituintes, ndo sera um
objetivo deste estudo, que apenas pretende contribuir para a produgédo de
plantas fora do seu habitat, havendo, em primeira mao, que comparar a sua
composicdo fitoquimica com a composi¢cdo de plantas colhidas no habitat

original.

A estabilidade genética relaciona-se, naturalmente, com a fidelidade
genética e fenotipica entre os lotes de sementes as populac¢des de origem. Se
essas populacbes apresentam, em maior ou menor escala, variabilidade
genética entre individuos, a propagacdo seminal deve, entdo, procurar

representar essa variabilidade.

Atendendo ao exposto, a estabilidade genética podera ser potenciada
pelos mesmos meios aplicados na conservacédo de germoplasma. De acordo
com Ferreira (1996, p. 72), “A fim de garantir a manutencdo da integridade
genética e as peculiaridades da amostra inicial, recomenda-se que as
sementes utilizadas para regeneracdo estejam geneticamente mais proximas
do germoplasma original.”. Dever-se-a recorrer, preferencialmente, a sementes
colhidas nas populacdes silvestres — “colecdo de base” — em detrimento das
que resultem de cultivo intermédio — “cole¢éo ativa” — uma vez que estas sdo

mais vulneraveis a instabilidade genética, devido aos plantios sucessivos.
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No que respeita a estabilidade fitoquimica, importard ter em
consideracdo que em condicbes de campo, resultarq, ndo apenas da
informacdo genética, mas também da sua interacdo com o0 ambiente.
Considerando que ambiente € um termo genérico que inclui uma grande
multiplicidade de componentes (Quedas, 2001) - designadamente,
pedoldgicos, climatéricos, bioecoldgicos e agrondmicos — a sua influéncia
sobre o valor fitofarmacolégico sera inevitavel, contribuindo para diferenciar
quimicamente o0s extratos de plantas colhidas nos seus habitats, das
produzidas noutros locais. A interacdo gendtipo x ambiente consiste, assim, na
desigual variagdo dos valores fenotipicos de diferentes genotipos, resultante de

variagdes ambientais.

Neste sentido, surgem também os conceitos de estabilidade biolégica ou
homeostética e de estabilidade agrondémica, o primeiro, que avalia 0s genétipos
em funcdo da constancia do valor fenotipico, no espaco e no tempo e o
segundo, que avalia os genétipos pela resposta linear e positiva do valor
fenotipico ao potencial produtivo dos diversos ambientes (Quedas, 2001).
Aplicando estes conceitos ao campo das plantas medicinais, sera fundamental
estudar a influéncia das interagfes gendtipo x ambiente sobre a presenca e
concentracdo dos constituintes ativos nessas plantas, objetivo que nao se

enquadrou no ambito deste estudo.

Outro aspeto a ter em conta na propagacao seminal é a longevidade das
sementes e a sua aptidao para o armazenamento. Lazaro e Leopold (1998, p.
83) referem que “a andlise de sobrevivéncia média de geracdo (MGSA) pode

ser utilizada para estimar os componentes genéticos para a sobrevivéncia das
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sementes em condicdes adequadas de armazenamento”. A estimativa da
estabilidade genomica entre diferentes populacdes baseia-se, assim, numa
distribuicdo normal, que descreve com precisdo a sobrevivéncia de sementes,
sendo o declive da equacao linear probit igual ao inverso do desvio padrao da
velocidade de perda da capacidade germinativa (Robert & Ellis, 1982, citados
por Russell & Listman, 1988). Estes autores demonstraram que esse declive
traduzia matematicamente a combinacdo das condicbes de armazenamento

com a constituicdo genética da populagdo armazenada.

7

Valois (1996) refere que € importante determinar a longevidade das
sementes antes do seu armazenamento, designadamente, quanto a sua
reacdo ao ambiente seco e temperaturas baixas (inferiores a 0°C). A maioria
das sementes, entre as quais, as de espécies do género Genista L,
consideram-se “ortodoxas”, 0 que significa que podem ser armazenadas, em
boas condi¢cles, a temperaturas entre 0 e -18°C, a baixos graus de humidade,

entre 4 e 6%, sem que ocorram danos fisioldgicos.

As sementes de G. tenera, como acontece em muitas espécies da
familia Fabaceae, possuem tegumento duro (Mcdonald, 1990, Rolston, 1978),
o que dificulta a absor¢cdo da &gua, o acesso de oxigénio ao embrido e a
emergéncia da radicula, tendo como consequéncia uma germinacdo mais lenta
e irregular das sementes. A dureza do tegumento configura-se, entdo, como
uma forma de dorméncia fisica das sementes (Mcdonald, 1990). O grau de
dureza do tegumento depende da espécie, da localizacdo geogréfica, e
sobretudo, da influéncia que as condi¢cdes climatéricas tenham sobre o

processo de maturagdo das sementes.



27

4.1. Estrutura das sementes

Na propagacdo seminal € importante conhecer com rigor a estrutura da
semente, quer sobre a necessidade de tratamentos especificos de pré-
sementeira, quer sobre as lesdes que esses tratamentos lhe poderédo causar ao

nivel fisico ou fisiolégico.

A semente é o0 0Orgdo responsavel pela reproducédo e dispersdo das
plantas que produzem sementes, as espermatofitas. As sementes variam muito
nas diferentes espécies vegetais, quanto ao tamanho, cor, caracteristicas
externas e internas, quantidade e natureza das reservas alimentares, resultado
de processos evolutivos de adaptacdo aos habitats, para garantir a

sobrevivéncia das espécies e a melhor ocupacgéo do terreno ao seu dispor.

Todas as sementes contém o embrido de uma nova planta, envolvido
por um ou mais invélucros, geralmente dois, designados por tegumentos. Estes
tém origem a partir da parede do o6vulo e apresentam, muitas vezes,
carateristicas estruturais externas provenientes da sua origem e que persistem
na semente desenvolvida. Destas carateristicas destacam-se: (1) o hilo, que
representa o ponto onde a semente se liga ao funiculo — o cordéao do évulo; (2)
o micrépilo, que persiste frequentemente na semente madura e (3) a rafe, que
€ uma reminiscéncia do corddo do 6évulo que, em certos tipos de sementes,

adere aos seus tegumentos.

Em sementes que possuem apenas um tegumento, este €, geralmente,
espesso e lenhoso; as que possuem dois tegumentos, como é o caso das

sementes das plantas da familia Fabaceae, o mais interno €, normalmente, fino
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e membranoso. Os embrides de sementes de espécies diferentes distinguem-
se, quer pelo tamanho, quer pela forma, volume e textura; porém, todos os
embrides desenvolvidos se compdem de um ou mais cotilédones, uma plumula
e um hipocotilo. As plantas monocotiledoneas possuem apenas um cotilédone

e as dicotiledéneas (como as Fabaceae) possuem dois cotilédones.

Nas sementes de muitas espécies encontra-se presente um
endosperma, que contém reservas acumuladas. Nas espécies que nao
possuem endosperma, como é o caso das Fabaceae, os cotilédones sdo

geralmente grandes, acumulando muitas substancias de reserva.

O 6vulo apresenta, nas Fabaceae, os primérdios de dois tegumentos — a
testa e o tégmen — respetivamente, o tegumento externo e o tegumento interno
da semente. No entanto, mesmo que o 6vulo apresente dois tegumentos
(bitegumentado), a semente dele resultante, pode, apds o0 seu
desenvolvimento, apresentar apenas um tegumento, neste caso, também
designado de testa (Esau, 1960, citado por Rolston, 1978). Os tegumentos da
semente assumem, entdo, carateristicas especificas determinadas pelo 6vulo,
designadamente, o nimero de camadas e a espessura, sendo influenciadas

pelas modificagdes ocorridas durante o processo de maturagcédo da semente.

O tegumento da semente, para além da funcdo de protecdo, apresenta
também as funcbes de regulacdo e de receticulo, designadamente, para: (1)
manter unidas as partes internas da semente; (2) proteger as partes internas
contra choques e abrasbes; (3) servir como barreira a entrada de

microrganismos na semente; (4) regular a velocidade de reidratacdo da

semente; (5) regular a velocidade das trocas gasosas (oxigénio e gas
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carbonico) e (6) condicionar o inicio do processo de germinacdo, em alguns

casos, por mecanismos de dorméncia.

O tegumento torna-se, frequentemente, duro e seco, protegendo o
embrido de fatores ambientais desfavoraveis, principalmente: (1) das radiagfes
solares, que podem causar danos ao material genético; (2) das oscilacbes
térmicas; (3) da desidratacdo; (4) da acdo de decompositores e (5) da
germinacdo em locais e em épocas pouco propicias ao desenvolvimento da
planta; no entanto, algumas espécies apresentam o tegumento carnudo e

colorido, sobretudo, para atrair os dispersores.

4.2. Dorméncia das sementes

Muitas sementes viaveis ndo germinam quando colocadas em condicdes
aparentemente adequadas a sua germinacdo, devido a mecanismos
designados por dorméncia. A dorméncia das sementes configura-se como uma
estratégia de sobrevivéncia das espécies nos seus habitats, criando condi¢gbes
internas e/ou externas para impedir a germinacdo na época errada do ano, ou
na proximidade das plantas-mée, potenciando a disseminagdo e o0
desenvolvimento das plantas jovens sob as condi¢cdes climatéricas mais

adequadas.

A dorméncia é particularmente importante em climas em que ocorrem
condigbes extremas de temperatura e humidade, como é o caso do clima
mediterranico, em que a germinacdo em determinadas épocas do ano podera
resultar em morte quase instantanea da plantula. Uma semente viva é

considerada “dormente” se estiver, temporariamente, incapacitada para
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absorver humidade do meio exterior, ou para ativar reacbes bioquimicas

associadas a germinacgéo, impedindo-a de desenvolver o embrido.

Algumas sementes apresentam apenas um mecanismo de dorméncia,
outras, combinam mais do que um mecanismo, designando-se, neste caso, por

sementes de "dupla dorméncia".

A dorméncia pode ser “quebrada”, na maioria das espécies que
apresentam estes fendmenos, pela aplicacdo de tratamentos que simulam as
condicdes ecoldgicas de germinacdo das sementes, sendo, para tal,
fundamental estudar os mecanismos especificos de dorméncia. Estes
mecanismos resultam, por um lado, da heranca genética das espécies, e por
outro, de condigbes circunstanciadas, marcantes do desenvolvimento e
maturacdo das sementes, dando origem a respostas distintas em diferentes

lotes de sementes, com diferentes origens no espaco e no tempo.

A dorméncia resulta, geralmente, de processos que ocorrem durante o
desenvolvimento da semente, ap0s a fecundacdo (geralmente, apds a
conclusdo do desenvolvimento do embrido e acumulacédo de reservas). Os
processos de dorméncia podem categorizar-se em dois tipos, de dorméncia
fisica ou fisiologica. Existem, no entanto, dois outros periodos em que a
dorméncia das sementes se pode desenvolver, nestes casos designada de
"dorméncia secundaria"; podendo ocorrer durante 0 processamento e
armazenamento de sementes, como por exemplo, o excesso de secagem de
sementes; ou ocorrer apos a sementeira, em condi¢cdes desfavoraveis, como a

alta temperatura, podendo re-induzir a dorméncia.
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A dorméncia fisica de sementes esta relacionada com o seu tegumento
duro ou ceroso. O tegumento duro dificulta a absor¢cdo da agua pela semente,
levando assim a uma germinagdo mais lenta e irregular das plantas, de que
sdo exemplos as sementes de muitas espécies da familia Fabaceae. O grau de
dureza do tegumento depende da espécie, da localizacdo geografica onde a
semente foi colhida e das condicbes meteorolégicas ocorridas durante o
processo de maturacdo das sementes. Algumas espécies mantém cera dentro
ou sobre o tegumento da semente, tornando-o impermeavel & agua. Esta
impermeabilidade também confere & semente a capacidade de nao se

desidratar.

A dorméncia fisioldgica resulta de bloqueio temporario de processos
bioquimicos desenvolvidos nas sementes e / ou no revestimento da semente.
As causas da dorméncia fisiolégica podem ser divididas em duas categorias:
(1) as provocadas por um insuficiente desenvolvimento do embrido, que se
designa por embrido rudimentar; ou (2) as provocadas por inibidores quimicos
ou pela suspensdo das rea¢des quimicas, mecanismos que indisponibilizam as
reservas de alimentos para o embrido. Num numero alargado de espécies da
familia Rosaceae sabe-se que o inibidor quimico esta contido na polpa da fruta
amadurecida (Mcdonald, 1990); as substancias inibidoras penetram no
tegumento enquanto a polpa permanecer sobre as sementes, podendo
prolongar-se o efeito, quer devido a excessiva maturacdo do fruto antes da
colheita, quer pela deficiente remocéo da polpa antes do armazenamento das

sementes.
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O nivel de dorméncia fisiologica varia em diferentes espécies. Alguns
autores subdividem esses niveis em dorméncia superficial, intermédia e
profunda, com base na complexidade dos mecanismos fisiol6gicos envolvidos
e no periodo de tempo, sob baixas temperaturas, necessario para a

germinacgao ocorrer.

4.3. Sementes de tegumento duro

Como ja foi referido anteriormente, existem sementes que embora sejam
viaveis, por vezes, ndo conseguem absorver a humidade, mesmo em
condicbes aparentemente favoraveis. Por essa razdo ndo germinam, sendo
designadas por “sementes de tegumento duro” ou também por “sementes
impermeaveis” (Rolston,1978). Sementes impermeaveis ou de tegumento duro
sdo comuns a muitas das espécies da familia das Fabaceae (Mcdonald, 1990,
Rolston, 1978). Num dos estudos dedicados a esta problematica foram
estudadas sementes de 260 espécies de Fabaceae, das quais, 85%
apresentaram impermeabilidade parcial ou total (Guppy, 1912). A
impermeabilidade do tegumento de sementes duras constitui uma forma de
dorméncia fisica exégena, no entanto, também se pode combinar com outros

tipos de dorméncia (Nikolaeva, 1969, citada por Rolston,1978).

As sementes de tegumento duro assumem grande importancia, tanto ao
nivel ecolégico como agrondmico. Os tegumentos duros contribuem para a
longevidade das sementes, tornando-as viaveis por mais tempo, capazes de
sobreviver em condi¢cdes desfavoraveis, designadamente, pela sua resisténcia

ao fogo, que lhes permite germinarem e colonizarem rapidamente as areas
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gueimadas e pela capacidade de resistirem a ingestdo por animais, que as
disseminam por vastas areas. Em termos agronémicos, particularmente, nas
culturas arvenses, as sementes de tegumento duro (e.g. trevos e luzernas)
podem ser consideradas como agentes de conservacdo das espécies em
prados naturais, seja para povoar o terreno livre, seja para constituir um banco

de sementes no solo, que permita a regeneragao progressiva das plantas.

Podem ser muitos os fatores que afetam a impermeabilidade das
sementes. Rolston (1978), na sua revisao sobre as sementes impermeaveis a
agua, destacou como fatores: (1) a anatomia do tegumento; (2) o ambiente e
(3) a genética. Relativamente a anatomia do tegumento, este autor realca as
estruturas anatomicas: tegumento externo, hilo e estrofiolo. Quanto ao
tegumento externo, uma carateristica comum as sementes impermedaveis a
dgua é a de possuirem uma camada de células em palicada de
macroesclerideos, também designadas por células de Malpighi. A extremidade
exterior dessas células é pontiaguda ou abaulada e apresenta um
espessamento da parede celular denominado de tampa terminal. Através da
camada em palicada de macroesclerideos, podem ser observadas uma ou
duas linhas claras que resultam da diferenca na refragéo da luz, devido a uma
alteracdo na composicdo quimica da macroescleridea. Nas Fabaceae, a
superficie exterior da testa ¢é imediatamente externa as células
macroesclerideas e consiste numa cuticula (Corner, 1951, citado por Rolston,
1978). Internamente aos macroesclerideos existe uma camada subepidérmica
de osteoesclerideos, também designada de colunar, ampulheta, pilar ou células

de carretel, dependendo da distribuicdo dos espessamentos da parede e da

forma das células. Espacos largos intercelulares podem ocorrer entre essas
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células. Sob o0s osteoesclerideos existe uma camada de parénquima, com

espessura até 12 células.

Ainda relativamente as caracteristicas do tegumento, tendo em conta o
trabalho de Azzioui (1999), que estudou ao microscépio eletronico de
varrimento o tegumento externo de sementes de 19 espécies pertencentes a
sete diferentes secc¢des do género Genista L., verificou-se, em algumas delas,
uma estrutura plissada “dobrada” e duas secgcdes que apresentam estruturas
ainda mais elaboradas. A observacdo de sementes de G. tenera a lupa
binocular, com ampliagdo de 20x e 40x, mostrou que a superficie do tegumento

da semente ndo é uniforme, apresentando algumas depressodes.

O hilo da semente, que ¢é a cicatriz deixada pelo pedunculo do ovario, no
caso da subfamilia Papilionoideae consiste nas camadas em palicada e contra-
palicada de macroesclerideos. Segundo Rolston (1978), o termo estrofiolo tem
sido utilizado na anatomia das sementes, com dois significados distintos, um,
que estd relacionado com modificagcbes ecoldgicas e disseminacdo de
sementes, 0 outro, relacionado com uma modificacdo estrutural da camada de
células macroesclerideas em palicada, caracteristica em sementes de plantas

da subfamilia Papilionoideae (Hamly, 1932, citado por Rolston, 1978).

Relativamente aos fatores ambientais: humidade relativa, temperatura,
luz e fertilidade do solo, Rolston (1978) fez o levantamento de varios trabalhos
que revelaram que, com a reducdo do teor de humidade relativa, aumentou a
percentagem de sementes impermeaveis, logo, em locais com baixas
humidades relativas e temperaturas elevadas, verifica-se uma maior
abundancia de espécies com sementes impermeaveis. Ao contrario da

combinagao entre a temperatura e a humidade relativa, o efeito da luz sobre a
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rigidez do tegumento das sementes necessita de mais investigacao, nao
existindo estudos suficientes que comprovem a sua influéncia sobre a
formacdo do tegumento. Porém, véarias experiéncias demonstraram pequenas
alteracdes no numero de sementes impermeaveis em espécies tratadas com
fertilizante; no entanto, a fertilidade do solo parece desempenhar um papel

bastante menos relevante no desenvolvimento de sementes impermeaveis.

Vérios trabalhos referem que a impermeabilidade das sementes esta
relacionada com a genética. Kilen (1978), num estudo sobre a heranca
genética da condicdo impermeavel em sementes de soja (Glycine max (L.)
Merr.) sugeriu que apenas trés genes principais podem controlar a resposta
permeavel/impermeavel, reforcando o papel primordial da hereditariedade nos

mecanismos de dorméncia das sementes.

4.4, Tratamentos de quebra de dorméncia

Neste ponto, apresentamos alguns dos tratamentos que se podem
aplicar na quebra de dorméncia de sementes; tendo como objetivo aumentar a
proporcdo de sementes viaveis ao ponto de germinagcdo. Os tratamentos de
quebra de dorméncia tém como objetivo melhorar a taxa de germinacdo das
sementes, concentrando a germinacao de um lote de sementes num espaco de
tempo mais curto, nesse sentido, contribuem para tornar o processo de

sementeira mais produtivo.

Sdo varias as técnicas que podem ser utilizadas para quebrar a
dorméncia de sementes duras. Segundo Rolston (1978) e Mcdonald (1990), as

principais técnicas de referéncia sdo: (a) a escarificacdo mecénica; (b) a
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imersdo em &agua quente; (c) a escarificagdo &cida. Mcdonald (1990)
acrescentou a este conjunto a técnica de estratificagdo quente e humida.

Apresentamos, de seguida, uma breve descricdo dessas técnicas.

a) Escarificacdo mecénica: Este conjunto de técnicas consiste na
puncédo, rachadura, ou redugéo da espessura do tegumento da semente seca,
para torna-lo mais permeavel a agua e ao ar. As técnicas consistem em limar,
estilhacar, ou rachar o tegumento com ferramentas manuais. Assim, por uma
qguestdo de produtividade, apenas serdo aplicaveis a sementes de médias ou

grandes dimensdes e a pequenos lotes de sementes.

As técnicas mais vulgares consistem na reducdo da espessura do
tegumento pela friccdo das sementes individuais num bloco de madeira
revestida com lixa de areia, ou com uso de um equipamento elétrico de tambor
rotativo, forrado com lixa de areia no interior, que podera processar maior
quantidade de semente. A rotacdo do tambor vai reduzindo gradualmente a
espessura do tegumento, ainda que nem sempre de uma forma homogénea,
em diferentes sementes do mesmo lote, ou em diferentes pontos dos
tegumentos. Como alternativa mecanizada pode-se utilizar uma betoneira
comum, sendo a semente misturada no tambor com areia grossa, cujo contacto

em rotacao produz o efeito abrasivo nos tegumentos.

Mesmo nas versdes mecanizadas a produtividade é relativamente baixa,
quer pela quantidade limitada de sementes, quer pelo longo periodo de tempo

necessario para as tratar.
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b) Imersdo em &gua quente : A técnica consiste em amolecer o
tegumento e permitir, assim, que absorva agua. As sementes Vvao
intumescendo, 0 tegumento atinge um tom mais claro e por vezes uma
superficie gelatinosa. Esta técnica é particularmente Util para muitas espécies
da familia Fabaceae, sendo recomendados os seguintes procedimentos: (i)
aquecer a agua entre 77-100°C*; (ii) verter a agua sobre as sementes,
dispostas num recipiente resistente ao calor, garantindo que fiquem bem
cobertas; o volume de agua devera ser cerca de 4-6 vezes o volume das
sementes, evitando-se que arrefeca rapidamente; (iii) imergir as sementes na
agua de resfriamento por 18-24 horas, voltando-as em intervalos regulares e
(iv) apos o periodo de imersdo, misturar as sementes com turfa humida, por
mais 24 horas. O efeito do tempo de imersdo deverd ser testado numa
pequena amostra, antes de se tratar os lotes de sementes. Ha propagadores
gue experimentam a imersao em agua fria antes de recorrerem a imersdo em

agua quente, adequada para as sementes com 0s tegumentos mais finos.

Devera ter-se o cuidado de ndo deixar as sementes imersas durante
mais tempo do que 0 necessario, correndo-se o risco de deterioragdo, bem
como, nao deixar que as sementes se desidratem apdés o final do tratamento,
até que ocorra a germinacdo (manter a humidade € uma condic&o fundamental
nesta fase). A sementeira devera ser efetuada até quatro dias apos o
tratamento, aconselhando-se a preparagdo de uma cama de sementeira e de
uma cobertura de textura muito ligeira, pois as sementes estardo muito frageis,

danificando-se facilmente.

> Nas sementes de algumas espécies as temperatuitis afevadas podem provocar lesdes nos
embrides, sendo recomendavel fazer um teste conmaly sementes para verificar os efeitos do
tratamento sobre a morfologia das sementes e sofpeeminacao. Este risco pode ser mitigado com um
tratamento a temperatura mais baixa, designadaraatre65 e 70 °C.
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c) Escarificacdo é&cida: Esta técnica tem objetivos idénticos a
escarificagdo mecanica, sendo uma técnica eficaz para reduzir a espessura do
tegumento de sementes duras, utilizavel em grandes lotes de sementes. O
acido sulfarico concentrado (classe comercial, a gravidade especifica 1,84) é
utiizado como agente corrosivo, atuando por digestdo acida sobre o
tegumento. Esta acdo do acido pode ser observada pela descoloracdo rapida
de algumas sementes, sendo um dos indicadores para avaliar a aplicabilidade
desta técnica a determinados lotes de sementes e poder estimar o tempo de

exposicao.

A aplicacdo da técnica exige, naturalmente, grandes cuidados na
manipulacdo dos &cidos, designadamente: (i) realizar o trabalho sob exaustédo
forcada,; (ii) usar vestuario de protecdo integral, como luvas, botas de borracha
e oculos, visando a protecdo dos olhos e da pele; (iii) usar utensilios resistentes
ao acido (de vidro ou vidrados); (iv) ndo adicionar agua ao acido, evitando
efervescéncia e projecdo sobre o operador e (v) ndo derramar o &cido
diretamente numa pia ou ralo, depois de utilizado, devendo ser vertido sobre
grandes volumes de 4gua, para reduzir previamente a concentracdo. Salienta-
se que, no caso de sementes armazenadas em frio, estas ndo deverdo ser
tratadas sem que aquecam a temperatura ambiente, pois a humidade formada

no tegumento podera causar uma reagao perigosa com o 4cido.

A maioria das sementes é imersa no acido concentrado, tratamento que
pode variar de 15 a 90 minutos, por exemplo, para a Robinia pseudoacacia e
Cercis chinensis bastam 20 minutos, enquanto para a Gleditsia triacanthos séo
necessarios 90 minutos. Porém, em algumas espécies, aplicam-se tratamentos

ainda mais prolongados, como € o caso da Gymnocladus dioica, de 2 a 3
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horas e da Rhus typhina, de 5 a 6 horas (Mcdonald, 1990). Como ja foi referido,
deverd ser realizado um teste preliminar para testar a duracdo do periodo de
escarificagdo com acido, antes de se tratar todo o lote de sementes, neste

sentido, apresentam-se dois métodos de teste mais utilizados:

(1) The USDA Agriculture Handbook n.° 450 sugere que devera ser
colhida uma amostra de cada lote, dividida em pequenas subamostras,
tratadas numa série de periodos de tempo considerados na bibliografia. As
sementes serdo imersas em agua durante 1 a 5 dias apds o tratamento com
acido e, em seguida examinadas. O tratamento que apresentar o maior nimero
de sementes viaveis e intumescidas sera o indicado para o processo de

escarificagdo acida (Mcdonald, 1990).

(2) Tratar toda a amostra com acido, removendo algumas sementes em
intervalos regulares cronometrados. Cortar as sementes, de forma a avaliar a
espessura do tegumento reduzida. Um dos sinais que pode servir de
orientacdo neste tipo de tratamentos, realizados em sementes brilhantes, é a
aparéncia ligeiramente baca do tegumento apds o tratamento, no entanto, a
avaliacdo mais precisa é obtida através da observacdo das sementes em

microscépio de baixa poténcia ou a lupa binocular. O tegumento devera ser

quase todo “queimado” pelo acido.

Salvaguardados estes cuidados, o0 operador pode iniciar 0s
procedimentos da técnica de escarificacdo acida, designadamente o0s
seguintes: (i) dispor as sementes num recipiente limpo, seco e resistente ao
acido, como vidro ou ceramica vitrificada, as sementes devem ser limpas para
evitar o risco de acumulagéo de calor; (ii) adicionar, lentamente, cerca de duas

partes de acido a uma parte de sementes (volume aparente) e agitar a mistura
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com uma vareta de vidro ou agitador mecanico; recipiente e o contetido devem
ser deixados a temperatura ambiente, ou numa tina de agua fria, para reduzir a
acumulacdo de calor; (iii) agitar o conteaddo em intervalos regulares, para
prevenir que a temperatura aumente e provoque a formagdo de um “carvao
vegetal” em torno das sementes, evitando, também, que as sementes se colem
umas as outras; (iv) preparar um recipiente com um grande volume de uma
solucéo a 5% de carbonato de sédio, a utilizar como um agente neutralizante;
(v) Decantar o &cido com cuidado e transferir as sementes para a solugcéo de
carbonato de sédio, agitando-as até que a solucdo termine de efervescer, o
que indica que o0 acido junto ao tegumento foi neutralizado; (vi) lavar
cuidadosamente as sementes em &gua corrente, para remover todos 0s
vestigios de acido e base. Apds o tratamento, dependendo da espécie, as
sementes ficam prontas, quer para sementeira imediata, quer para tratamentos

pré-germinativos, ou para armazenamento de curto prazo.

Apés o tratamento, algumas sementes podem ainda conter uma camada
de "carvao", que podera ser removido pela friccdo das sementes secas numa

lixa, ou numa peneira fina.

d) Estratificacdo quente e humida: Esta técnica € normalmente
utilizada para quebrar a dorméncia fisiologica, no entanto, também se aplica no
tratamento de sementes com tegumentos duros, podendo ser usada em
complementaridade com a escarificacdo 4cida, para facilitar a rutura do
tegumento (Mcdonald, 1990), principalmente, porque enfraquece o tegumento

da semente, tornando-o mais permeével.
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Os principios da estratificagdo quente e humida sédo semelhantes aos da
estratificacdo a frio humido, em que as sementes sdo misturadas com um
substrato previamente humedecido (folhas humidas, turfa ou perlite) sendo, de
seguida, colocadas num saco de polietiieno a uma temperatura de 21-24°C,
durante 4-12 semanas. Na pratica, a temperatura podera variar entre os 18 e
0s 29°C, dependendo da espécie. O objetivo da estratificacdo quente e humida
€ duplo: (i) para induzir o desenvolvimento de um embrido imaturo e (ii) para
amaciar e tornar permeavel o tegumento da semente. Na natureza, a semente
obtém esse periodo de aquecimento durante a estacdo de verdo, permitindo o
desenvolvimento do embrido no inverno seguinte e a germinagdo com sucesso

na primavera, ou seja, 18 meses apos a fecundacéo.

A estratificagdo quente e humida é um meio artificial que simula o calor
do verdo. Sem ela apenas algumas sementes germinariam na primavera apos
a sementeira, as restantes germinariam somente no ano seguinte. Esta
estratificacdo quente é normalmente seguida de um periodo de estratificacéo a
frio hamido, pois as sementes que requerem um periodo de temperaturas

elevadas, também requerem um periodo de temperaturas mais baixas.

As sementes limpas e previamente humedecidas s&o misturadas com o
meio de estratificacdo, colocadas em sacos de plastico e etiquetadas. Para as
sementes de algumas espécies pode ser necessaria a pré-embebi¢cdo em agua
até 24 horas. Existem trés formas possiveis de manipulacdo da semente, no
intervalo de temperaturas exigido, designadamente: (i) suspender os sacos de
polietilieno numa estufa aquecida; (ii) colocar os sacos de polietileno nhum banco
ou no chao aquecido de uma unidade de propagacédo com nebulizacao e (iii)

armazenamento das sementes em caixa térmica; a Oakover Viveiros (Ashford,
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Kent, Inglaterra) utiliza um contentor frigorifico usado, cujo isolamento pode ser
melhorado através da fixacdo adicional de poliestireno no interior para formar
uma caixa térmica equipada com prateleiras; trés lampadas de calor radiante
elevam a temperatura a cerca de 24-27°C. Esta alternativa tem-se vindo a
confirmar mais eficaz e econdmica do que a estratificacdo numa estufa
convencional (Mcdonald, 1990). Nos trés casos, as sementes, as temperaturas
médias e humidade sao verificadas pelo menos duas vezes por semana, para
garantir que o nivel de humidade correto € mantido. O meio deve ser re-

humedecido, sempre que necessario.

Outras técnicas mais recentes se poderdo utilizar no tratamento de
sementes duras, embora com custos superiores e com aplicagbes mais
especificas, como € o caso da acdo enzimatica, da pressdo atmosférica, da
congelacdo e da radiacdo (Rolston, 1978). A técnica de acdo enzimatica
baseia-se no tratamento com enzimas que promovem a degradacdo dos
tecidos do tegumento. Num estudo realizado por Brant et al. (1971), a
hemicelulase e a pectinase reduziram a impermeabilidade na semente de
ervilhaca para 48% e 54%, respetivamente; um valor discreto, em comparagéo
com o resultado de 68% de sementes impermeaveis, registado na testemunha.
A técnica de pressdo atmosférica baseia-se no tratamento das sementes a
pressdoes elevadas (500-200 atm) reduzindo a ocorréncia de sementes
impermedaveis em varias espécies. O tratamento por radiacbes elétricas
apresenta um interesse comercial consideravel, mostrando-se tecnicamente
eficaz como alternativa aos métodos classicos, implicando, no entanto,

equipamento especifico.
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4.5. Estudos de propagacédo de espécies do género Genista L.

Foram escassos os trabalhos encontrados sobre a propagacéo seminal
de espécies do género Genista L, pelo que sintetizamos os resultados obtidos
em estudos de espécies deste género, pela ordem cronolégica da sua

publicacéo.

Tarrega et al. (1992) estudaram o efeito de altas temperaturas na
germinacao de sementes de duas Fabaceae lenhosas, nomeadamente: Cytisus
scoparius e G. florida. Sementes destas espécies foram aquecidas a uma
gama de temperaturas semelhantes as registadas na superficie do solo durante
incéndios naturais (de 50 a 150°C) numa gama de tempos de exposicdo de 1 a
15 minutos. Observou-se que nao ocorreram germinagbes a temperaturas
superiores a 130°C, com tempo de exposi¢cédo igual ou superior a 5 min. No
entanto, os tratamentos térmicos moderados (a 70 e 100°C) aumentaram
significativamente a taxa de germinagdo em relagdo as amostras testemunha.
O C. scoparius foi mais favorecido pela acdo do calor do que a G. florida,
apresentando taxas de germinacao ligeiramente superiores no tratamento de

100°C durante 5 min e de 130 °C durante 1 min, ap0s escarificacdo mecanica.

Costa (1996) estudou a germinagdo de sementes de espécies do género
Genista L., nomeadamente: G. falcata, G. florida, G. tournefortii, G. anglica e G.
micrantha, apos escarificacdo com uma ligeira incisdo no tegumento. As
sementes escarificadas foram colocadas em estufas, em trés gamas de
temperatura, 10-20°C, 20-30°C e também, de 10-20°C, durante dois dias,

seguida de 20-30°C, designadas por temperaturas conjugadas. A iluminacao foi
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controlada, com 12 h/dia e 12 h/noite. Verificou-se, entdo, que as taxas de
germinagcdo foram superiores nas sementes sujeitas a temperaturas
conjugadas, concretamente, na ordem dos 90% na espécie C. scoparius e 50%

na G. florida.

Gonzalez-Andrés e Ortiz (1996) estudaram o0s mecanismos de
germinacdo de vérias espécies da familia Fabaceae, nomeadamente quatro
espécies do género Genista L.: G. canariensis, G. linifolia, G. monspessulana e
G. tenera, concluindo sobre a eficacia do método de escarificacdo acida com
H.SO,4 (95-97%) e sobre a influéncia do tempo de 40 minutos de exposi¢céo ao
acido. Como resultados obtiveram taxas de germinacdo de 69 a 100%, num
periodo de 15 a 20 dias, a uma temperatura de 16°C. A taxa de germinagéo da
G. tenera foi de 78%, um valor bastante interessante sob o ponto de vista

agronomico.

Lopez et al. (1999) realizaram um estudo sobre a capacidade de
germinacao de 30 espécies oriundas da Peninsula Ibérica, pertencentes a nove
géneros da tribo Genisteae, entre as quais, nove espécies do género Genista
L., nomeadamente: G. tridentata, G. polyanthos subsp hystrix, G. triacanthos,
G. hirsuta, G. anglica, G. falcata, G. umbellata, G. cinerascens e G. florida.
Neste trabalho foram aplicados dois tipos de tratamentos de quebra de
dorméncia: imersdo em agua quente e escarificacdo acida. Na primeira técnica
foi testado um minuto de imersdo das sementes em agua fervente. Na segunda
técnica foram testados os tempos de exposicdo de 60 e 90 minutos das
sementes ao acido (H,SO,4, 96%). Foi ainda estudada a influéncia da luz na
germinacado das sementes em cada tratamento. Os ensaios de germinagéo

ocorreram a temperatura constante de 20°C e humidade relativa de 40-60%, no



45

caso das amostras com presenca de luz, com 8 horas de fotoperiodo de luz
branca (fria). O periodo experimental foi de 30 dias, apresentando-se o0s

resultados no quadro seguinte:

Quadro 1. Taxa de germinacédo (em %) de sementes de  espécies do género Genista L.,
apos diferentes tratamentos da semente.

Téxon: Genista L. Cl% | C2% |B1% [ B2% | S1% | S2% | S3% | S4 %
G. tridentata 13.33 | 10.00 | 33.33 | 3.33 | 43.33 | 20.00 | 43.33 | 50.00
G. polyanthos subsp. Hystrix | 16.66 | 0.00 | 10.00 | 6.66 | 63.33 | 66.66 | 76.66 | 73.33
G. triacanthos 3.33 | 13.33 | 66.66 | 70.00 | 43.33 | 63.33 | 6.66 | 10.00
G. hirsuta 3.33 3.33 | 73.33 | 33.33 | 96.66 | 96.66 | 96.66 | 86.66
G. anglica 6.66 3.33 | 33.33 | 10.00 | 66.66 | 33.33 | 76.66 | 56.66
G. falcata 6.66 0.00 6.66 0.00 | 56.66 | 26.66 | 93.33 | 86.66
G. umbellata 3.33 6.66 | 30.00 | 16.66 | 53.33 | 80.00 | 66.66 | 83.33
G. cinerascens 3.33 3.33 | 43.33 | 33.33 | 76.66 | 83.33 | 66.66 | 80.00
G. florida 0.00 0.00 6.66 | 13.33 | 46.66 | 43.33 | 73.33 | 50.00

Adaptado de Lopez et al. (1999)

LEGENDA: C — Amostra de controlo (sementes ndo escarificadas) com: (C1) germinacdo em
condigbes de luz; (C2) germinagdo na escuriddo. B - Imersdo em agua em ebuligdo durante 1
minuto com: (B1) germinacdo em condicbes de luz; (B2) germinacdo na escuriddo. S -
Escarificacdo por imersdo em &acido sulfdrico: (S1) num periodo de 60 minutos, com
germinacao em condi¢c6es de luz; (S2) num periodo de 60 minutos, com germinacdo na
escuridao; (S3) num periodo de 90 minutos, com germinacdo em condi¢des de luz; (S4) num

periodo de 90 minutos, com germinacgao na escuridao.

Os resultados obtidos permitiram confirmar que as sementes do género
Genista L. apresentam tegumento duro, pois as taxas de germinagcdo das
sementes submetidas a tratamento de quebra de dorméncia foi
significativamente diferente das taxas de germinacdo obtidas nas amostras

testemunha.
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A acao do tratamento de imersdo em agua quente sobre as sementes de
Genista L. foi significativamente diferente em 63% dos casos. O tratamento
com acido sulfurico conduziu a um aumento generalizado das taxas de
germinagéo, relativamente ao método anterior, verificando-se, na maioria das
espécies, que as taxas de germinacdo mais elevadas se situaram no
tratamento com exposi¢ao de 90 minutos. Em relacéo ao efeito da luz, n&o foi

significativa a diferencga face aos ensaios sem luz.

Num estudo desenvolvido por Papafotiou et al. (2000), de propagacao
de espécies xerdfitas da vegetacdo da Grécia com uso potencial na floricultura,
realizaram-se ensaios de germinacdo de sementes da espécie G.
acanthoclada. As sementes foram colhidas em plantas selecionadas, no final
de junho, tendo sido semeadas sem pré-tratamento de quebra de dorméncia,
em dois meios diferentes: um meio de 1:1 de turfa e perlite e outro meio de
3:2:1 de solo argiloso, turfa e perlite, respetivamente. Obteve-se, assim, uma
taxa de germinagdo maxima na ordem dos 20-35%, no periodo de dezembro
até final de abril (em estufa ndo aquecida). Este estudo é interessante por
reproduzir condi¢cdes de produgdo em viveiro, sem recurso a tratamento de

sementes, contudo os resultados s&o pouco interessantes sob o ponto de vista

agronomico.

Piotto e Di Noi (2001) salientaram que para escarificar os tegumentos de
algumas espécies do género Genista L., nomeadamente: G. germanica, G.
hispanica e G. pilosa, alguns autores tém aconselhado o tratamento com acido
sulfurico durante 30 minutos, seguida de lavagem prolongada e no caso da G.

tinctoria, estratificacao a frio durante 3 meses.
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Aprile et al. (2011) realizou um estudo das caracteristicas de germinacao
para a conservacdo do germoplasma de algumas “vassouras” presentes na
Sicilia, nomeadamente de espécies da Tribo Genisteae Benth (Adans.) Benth,
entre as quais, espécies do género Genista L., nomeadamente: G.
aspalathoides Lam, G. aspalathoides var. gussonei e G. tyrrhena Valsecchi.
Neste trabalho foram realizados tratamentos de quebra de dorméncia por
imersdo das sementes em &cido sulfarico concentrado (H,SO, 96%) em
tempos de exposicdo de 12, 36, 48 e 60 minutos'®. Posteriormente, as
sementes foram semeadas em recipientes de poliestireno, numa mistura de
20% de turfa comercial e 80% de areia muito fina'’, colhida nas regides de
onde estas espécies sao nativas. Todas as sementes foram colocadas em
estufa, sem luz, a temperatura de 24 + 1°C. O numero de sementes
germinadas foi registado a cada dois dias e avaliado ap6s 40 dias, sendo

determinada a taxa de germinacdo final e o tempo de germinacdo médio.

As taxas de germinagdo mais favoraveis foram obtidas, em todas as
espécies, na exposi¢cdo de 36 minutos ao acido e as menos favoraveis, na
exposicdo de 60 minutos, respetivamente, com o0s seguintes valores: G.
aspalathoides — 50,0%, 18,4% (testemunha — 18%); G. aspalathoides var.
gussonei - 52.6%, 21,0% (testemunha — 21,0%) e G. tyrrhena - 55.2%, 10,5.%
(testemunha — 5,2%). Os dados recolhidos demonstraram que o tratamento
com exposicdo de 60 minutos ao acido se aproximou bastante das taxas de
germinacao das amostras de controlo, evidenciando que o tempo de exposi¢céo

ao acido é uma variavel decisiva para o sucesso do processo de germinagao

® Em comparacdo com uma testemunha.
" De acordo com a classificacdo de solos USDA, @ 80,10mm.
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de espécies do género Genista L.; talvez porque abaixo do ponto 6timo o
tegumento ndo se torne suficientemente permeavel e porque acima desse
ponto, o acido podera ser absorvido através do tegumento, deteriorando o

embrido ou destruindo os cotilédones.

Em suma, podemos inferir, com base nos resultados obtidos nestes
trabalhos, que as taxas de germinacdo obtidas em sementes de espécies do
género Genista L., sujeitas a escarificacdo acida, apresentam valores médios a
altos, o que perspetivou uma base de trabalho relativamente segura para o
delineamento do nosso projeto de investigacdo. Neste sentido, foi
particularmente importante o trabalho de Gonzalez-Andrés e Ortiz (1996),
qguer pelos resultados interessantes sob o ponto de vista agronémico, quer por
se tratar do Unico trabalho cientifico encontrado sobre o tratamento das

sementes e germinacao da espécie G. tenera.
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Capitulo Il

METODOLOGIA DA INVESTIGAGAO
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No presente capitulo apresentamos a metodologia aplicada na investigagéo,
designadamente, no que respeita aos tratamentos de pré-sementeira utilizados,
as condicbes em que ocorreram 0s ensaios de germinacdo, bem como, ao
registo e tratamento estatistico de dados obtidos nos ensaios de  germinacao
e sua comparagao com trabalhos de referéncia apresentados na reviséo

bibliografica.



51

1. Ensaios de germinacao

A metodologia a aplicar nesta investigacao teve como ponto de partida a
revisao bibliografica que estabelecemos no ultimo ponto do capitulo anterior,
ainda que contando com informacdo escassa sobre o comportamento

germinativo da G. tenera sob acéo de tratamentos de quebra de dorméncia.

Assumimos como condi¢do de base do estudo a disponibilizacdo de uma
quantidade exigua de sementes, mais concretamente, de 145 sementes. As
sementes para este ensaio foram cedidas pelo Herbario “Jodo de Carvalho e
Vasconcelos”, do Instituto Superior de Agronomia - Universidade Técnica de
Lisboa. As sementes foram colhidas na llha da Madeira, no verado de 2009. As
sementes foram rececionadas em envelope de papel, apresentando-se limpas

e sem impurezas.

Dada a reduzida dimenséo do lote disponibilizado para o ensaio, foram
observadas todas as sementes a lupa binocular, com ampliacdo de 20x e 40x,
procurando identificar as que estavam vacuas ou com les6es no tegumento.
Apds este controlo foram rejeitadas trés sementes vacuas, sendo identificadas
142 sementes em boas condi¢Bes anatomicas, a utilizar no ensaio. Nas figuras
3 e 4 apresentam-se fotografias macro das sementes de G. tenera objeto deste
estudo, revelando pormenores de cor, forma, textura e dimenséao, observados a

olho nu.
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Figura 3: Aspeto visivel do lote de sementes de G. tenera

Foto de Margarida D’ Avé (2011)

Figura 4: Dimenséo das sementes de G. tenera

Foto de Margarida D’ Avé (2011)
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Atendendo, ainda, ao numero reduzido de sementes, ndo foi possivel
fazer um ensaio preliminar que permitisse estabelecer os limites maximos e
minimos de tempo de exposi¢cdo ao acido, assumindo o proprio ensaio de
germinacao o objetivo de testagem desses limites. Nesse sentido, optou-se por
dividir o lote em quatro amostras, de 35 a 36 sementes, uma delas com a
fungcdo de testemunha e as trés restantes, a submeter a tratamento de

escarificagdo com 4cido, com trés periodos de exposicéo.

Considerando a dimensédo da amostra global, também n&o foi possivel a
repeticdo de ensaios nas quatro modalidades de tratamento da semente, o
que, em si mesmo, contraria as regras basicas de investigacdo de fendbmenos
biolégicos, devendo, idealmente, realizar-se ensaios com trés repeticdes, de

forma a poder-se obter, no minimo, dois valores concordantes.

O tratamento foi elaborado de acordo com o0s procedimentos
recomendados por McDonald (1990) para a escarificacdo acida de sementes.
Assim, as sementes limpas e secas foram distribuidas em copos de vidro. Em
cada copo foi colocado um volume de acido sulftrico (H,SO,4 95-97%), cerca de
duas vezes superior ao volume aparente das sementes. Os tempos de
exposicdo ao acido foram de 10, 20 e 40 minutos, sendo que a amostra
testemunha ndo foi exposta ao &cido. Estes tempos de exposicdo foram
selecionados tendo em conta as metodologias de escarificacdo acida
desenvolvidas por Gonzalez-Andrés e Ortiz (1996), Lopez et al. (1999), Piotto &

Di Noi (2001), e Aprile et al. (2011).
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O contacto das sementes com o &cido foi mantido por agitacdo
mecanica, facilitando a sua digestédo e a reducdo homogénea da espessura dos
tegumentos. Apdés o tempo de exposicdo predefinido, a digestdo dos
tegumentos foi interrompida, neutralizando-se o &cido com uma solug¢do de
carbonato de sodio a 5%, a que se seguiu uma lavagem das sementes em

agua corrente.

Atendendo ao relativo desconhecimento dos mecanismos de dorméncia
da G. tenera e a escassa investigacao sobre a propagacao desta espécie pela
via seminal, considerou-se a possibilidade de estender o periodo de ensaio
para além dos periodos de 30 a 40 dias, aplicados pela maioria dos autores,
cujos trabalhos foram referenciados no ultimo ponto do capitulo anterior. O
periodo de 30 dias para um ensaio de germinagdo sera razoavel, ndo apenas
porque é expectavel que as sementes devidamente tratadas possam germinar
nesse espaco de tempo, mas também, porque € um periodo técnico-

economicamente viavel para a germinagdo de sementes com fins agrondmicos.

O ensaio de germinagéo teve inicio a 28 de janeiro de 2011 e terminou a
10 de abril de 2011. Para o ensaio da faculdade germinativa usaram-se placas
de Petri de material plastico, com um didmetro de 8,5 cm, cujo fundo foi
revestido com uma camada fina de algoddo humedecido, coberto
posteriormente por papel de filtro, sobre o qual foram dispostas as sementes,
gue foram cobertas por outra folha de papel de filtro. Por fim, as caixas de Petri
foram hermeticamente fechadas com pelicula do tipo “parafiim” e identificadas
com a data e a modalidade do tratamento nos bordos da tampa, utilizando

marcador de acetato.
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Apresenta-se, na figura 5, a disposicdo de uma amostra de sementes

sobre o papel de filtro humedecido.

Figura 5: Distribuicdo de sementes de G. teneraem  placa de Petri com fundo

humedecido.

Foto de Margarida D’Avé (2011)

Devido a escassa informagéao bibliografica sobre a temperatura 6tima de
germinacdo da espécie em estudo, considerou-se adequada a temperatura de
22°C, que se integra na gama de temperaturas médias dos meses de verdo na

ilha da Madeira.

Foram identificadas e registadas as sementes germinadas, de dois em
dois dias, no periodo de ensaio (ver anexo Il). Considerou-se que uma semente

estava germinada quando ocorria a ecloséo visivel da radicula (figuras 6 e 7).
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Figura 6: Eclosdo da radicula na semente de G. tene ra.

Foto de Margarida D’Avé (2011)

Figura 7: Semente de G. tenera com radicula germina  da ha dois dias.

Foto de Margarida D’Avé (2011)

No periodo de 74 dias de ensaio, para além das sementes germinadas,
também foram identificadas e registadas as sementes com sinais de ataque por

fungos, revelando auséncia de faculdade germinativa (ver quadro 2).
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2. Analise estatistica de resultados

Finalizado o ensaio, foram calculadas as taxas de germinacao com base
no nuamero de germinacdes registadas de dois em dois dias, nos quatro
ensaios paralelos. A taxa de germinacédo (TG), apresentada em percentagem,
foi calculada de acordo com a seguinte expressdo, em que n é o n.° de

sementes germinadas e N, o niumero total de sementes.
TG % " 100
0= —.
N

Foram igualmente calculadas as taxas de sementes perdidas pelo

aparecimento de fungos, em todas as amostras ensaiadas.

Para medir a associacdo das distribuicbes das taxas de germinacao
observadas ao longo dos ensaios, recorremos ao calculo de coeficientes de
correlacdo de Pearson'®, entre cada uma das amostras escarificadas com
acido, considerando-se expectavel que a relacdo entre a germinacdo das
sementes e o tempo de ensaio fosse minimamente linear (Maroco, 2010).
Estas correlagbes foram calculadas com recurso ao software “RExcel”

compativel com “Microsoft Excel 2010".

Para determinar se as diferencas amostrais observadas, nos valores
médios e medianos das variaveis, sugeriam diferencas entre as respetivas
populacdes ou se eram apenas variacbes casuais esperadas entre amostras

aleatdrias da mesma populacéo, recorremos a técnicas de inferéncia estatistica

'8 Tipo de correlagéo adequada para associar vasideaiatureza quantitativa e intervalar.
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nao-paramétrica, dado que as variaveis consideradas nao provinham de
populacdes com distribuicdo normal ou aproximadamente normal, mesmo
depois de efetuadas transformagfes matematicas para simetrizar os dados e

homogeneizar as variancias (Maroco, 2010).

Para avaliar se o tratamento com acido (H2SO4_0 min. — tratamento
testemunha; H2SO4_10 min, — 10 minutos; H2SO4 20 — 20 minutos e
H2S0O4_40 — 40 minutos de exposi¢cao ao acido) influenciou significativamente
a percentagem de germinacdo, recorreu-se ao teste nao-paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido da comparacdo mdultipla de médias. Usou-se uma
probabilidade de erro tipo | (a) de 0,05. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado

com recurso ao software PASW Statistics (v.18, SPSS Inc. Chicago, IL).
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Capitulo Il

APRESENTAGAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS




60

No presente capitulo apresentamos os resultados obtidos nos ensaios de
germinacdo, obtidos por via estatistica descritiva e por via de inferéncia
estatistica ndo-paramétrica, analisando e interpretando esses resultados com
base nos resultados obtidos por outros autores em estudos similares,

referenciados no ponto 4.5. do Capitulo 1.
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Como foi referido, no capitulo anterior, foram realizadas contagens de
sementes germinadas, de dois em dois dias. Nesse sentido, tendo em conta a
necessidade de comparacdo de resultados entre amostras, com numero
diferente de sementes'®, optou-se por calcular as taxas de germinacdo em
cada amostra, nessa frequéncia de medicao. Apresenta-se, assim, a evolugéo
das taxas de germinacdo em cada ensaio, no grafico da figura 8 (ver, também,

anexos Il e IlI).

Figura 8 — Evolucdo das taxas de germinacdo nas qua tro amostras ensaiadas.
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Grafico elaborado em “Microsoft Excel 2010” por Margarida D’Avé (2011)

As taxas de germinacdo méaximas obtidas aos 73 dias, a temperatura de
22°C, foram, nos quatro ensaios: H,SO,_0min. (testemunha) - 5,7%; H,SO,4_10

min. - 28,6%; H>SO,4_20 min. - 36,1%; H>,SO,4_40 min. - 27,8%.

19 Duas amostras com 35 sementes e duas amostra&36caementes.
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Se analisarmos os comportamentos de germinacao das trés amostras
sujeitas a escarificacdo &cida, ao longo do periodo de ensaio, verificamos
existirem correlacdes®® fortes entre si, quanto a evolucdo das taxas de
germinacao, traduzindo a germinacao progressiva e relativamente sincronizada
das sementes ao longo dos 73 dias de ensaio. Destacam-se as correlagbes de
valor inferior, estabelecidas entre a amostra com exposi¢cao de 20 minutos ao
acido e as outras duas amostras — R(H,SO,4_20min. x H,SO,4_10min) = 0,891 e
R(H>SO,4_20min. x H,SO4_40min) = 0,901 — dado que esta amostra evidenciou
um comportamento germinativo ligeiramente diferente das outras duas, ao

longo do ensaio.

Numa abordagem direta deste grafico, podemos observar que a taxa de
germinacao mais elevada resultou de germinagao tardia na amostra H,SO,4_20
min, a partir do dia 65, quando j& néo se verificavam germinacdes na amostra
H,SO,4_40 min, desde o dia 41 e na amostra H,SO,4_10 min., desde o dia 57.
Esta tendéncia também foi acentuada pelas taxas de germinacdo superiores,
observadas na amostra H,SO,4_20, do dia 15 ao dia 39 do ensaio®*. Quanto a
evolugcdo na germinacao das amostras H,SO4_10 min. e H,SO,4_40 min., sendo
relativamente semelhante, evidenciou-se uma germinagédo ligeiramente mais
precoce na segunda, até ao dia 41, culminando em valores idénticos (com

variacéo de 0,8%).

2 Correlacées de Pearson (R).
L periodo que compreende a maioria dos tempos déates germinacédo considerados pelos autores
referenciados na reviséo bibliogréafica, designadaeme periodo habitual de 30 dias.
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Nao se verificou, entdo, uma tendéncia de resposta progressiva da
germinacado a intensidade de escarificacdo do tegumento, dado que, em cerca
de metade do tempo de ensaio, a amostra H,SO, 20 obteve taxas de
germinacdo superiores as das amostras com maior e menor tempo de
exposicdo ao acido. Analisando a evolucéo das taxas de germinacdo nas trés
amostras sujeitas a escarificagdo acida, podemos estabelecer como hipétese
explicativa, apesar das diferengas pouco significativas entre os trés ensaios,
que o tratamento com exposicdo de 10 minutos ndo tenha reduzido
suficientemente a espessura do tegumento e que, pelo contrario, o tratamento
com exposicao de 40 minutos possa ter reduzido demasiado a espessura do
tegumento de algumas sementes, com penetracdo na semente e destruicao
dos embrides, o que podera justificar a germinacdo mais precoce das
sementes vélidas e a paragem na germinacdo, a partir do dia 41

(possivelmente, devido a presenca de sementes inviaveis).

Face ao exposto no paragrafo anterior, constatou-se também uma
excecao a tendéncia apontada, no periodo entre o dia 41 e o dia 55, em que se
observou uma resposta progressiva das taxas de germinacdo dos trés ensaios
(na amostra H,SO,4_10 min. de 17,1% a 25,7%; na H,SO,4 20 min. de 25,0 a
27,8% e na amostra H,SO4_ 40 min. de 27,8%). Contudo, trata-se de um
periodo curto nos ensaios de germinacao, que se localiza para além do limite
de tempo considerado na maioria dos ensaios de germinagao referenciados,

nao possuindo, por isso, um significado agronémico apreciavel.

Comparando os resultados obtidos com os obtidos por Gonzalez-Andrés

e Ortiz (1996), com sementes de G. tenera expostas ao acido (H.SO,) durante
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40 minutos, num ensaio de germinacdo desenvolvido num periodo de apenas
15 a 20 dias, a temperatura de 16°C, podemos constatar que os valores que
obtivemos se situaram bastante abaixo da taxa de germinagao de 78% obtida
por esses autores. Neste sentido, nenhum dos ensaios que realizamos se
aproximou do potencial da espécie comprovado nesse estudo, nem das
restantes trés espécies de Genista L. estudadas (com taxas de germinacao de

69 a 100%).

Confrontados 0s nossos resultados com o0s obtidos no estudo de
Papafotiou et al. (2000), de germinacao da espécie de G. acanthoclada, sem
tratamento das sementes, no final de inverno-primavera, verificamos que as
taxas de germinagcdo que obtivemos nas amostras com escarificacdo acida se
situaram na faixa de valores (de 20 a 35%) obtidos nesse estudo, realizado em
condi¢gBes, aparentemente, menos favoraveis do que as fornecidas a nossa

amostra testemunha, que apenas obteve uma taxa germinacéo de 5,7%.

Comparando, ainda, os resultados obtidos no nosso estudo, com o0s
obtidos nos dois trabalhos considerados, parece poder afastar-se a hipétese de
que a G. tenera possua menor capacidade germinativa do que outras espécies
do género Genista L, ganhando expressdao a hipotese de que o lote de
sementes que estudamos se diferenciou, significativamente, dos lotes
estudados por esses autores, no que respeita as condigbes de germinacao.
Todavia, também ndo devemos excluir a hipétese de ocorréncia de erros
sistematicos condicionadores do processo de germinagdo, tais como a falta de
desinfecdo das sementes, que podera ter permitido a sua contaminacdo com

fungos.
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No decorrer dos ensaios, foram, também, identificadas e quantificadas
as sementes que apresentavam sinais de ataque por fungos, indicadores de
deterioragcdo dos cotilédones e do embrido e por consequéncia, sinais
indiciadores da sua incapacidade germinativa. Apresenta-se, no quadro 2, o

namero de sementes atacadas por fungos, em cada amostra.

Quadro 2 — Taxas de sementes atacadas por fungos na s amostras ensaiadas

Amostras H,SO,_Omin. H,SO,_10min. H,S0,_20min. H,S0,_40min.
N.2 sem. invidveis 5 10 4 2
% sem. invidveis 13,9% 28,6% 11,1% 5,6%

Verificaram-se perdas relevantes de sementes, acima de 10% na
amostra testemunha e nas amostras com exposi¢cdo de 10 e 20 minutos ao
acido. Na amostra H,SO,4_10min. perderam-se 28,6% das sementes, valor
igual a taxa de germinacdo maxima obtida nessa amostra. Registando-se o
valor mais baixo de perdas na amostra mais exposta ao acido (H,SO4_40 min.),
afastamos, em boa medida, a hipétese de que a exposicao excessiva ao acido
possa ter deteriorado parte das sementes. Atendendo ao nimero consideravel
de sementes perdidas em cada amostra parece reforcar-se a possibilidade de o
lote de sementes objeto de estudo apresentar fraca capacidade germinativa.

Ao confrontarmos 0s nossos resultados com os obtidos por Lopez et al.
(1999), confirma-se também a necessidade de em espécies do género Genista
L. se efetuarem tratamentos de quebra de dorméncia fisica das sementes para
se promover a germinacdo. Segundo estes autores, a taxa de germinacao
maxima (aos 30 dias de ensaio) obtida em espécies de Genista L., sem

tratamento, foi de cerca de 17%, ocorrendo, na maioria das espécies, valores
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inferiores aos obtidos na nossa amostra testemunha (5,7%). Quanto aos
resultados da escarificacdo acida apresentados nesse estudo, na maioria das
espécies, as taxas de germinacédo foram superiores as que obtivemos, contudo,
resultaram de tempo de exposicdo ao acido bastante superior ao que
utilizdmos (de 60 e 90 minutos), o que nos leva a colocar como hipétese que a
digestdo &cida que produzimos nos nOsSsSOS ensaios possa nhao ter sido
suficiente para reduzir a espessura dos tegumentos até ao ponto de
germinacdo eficaz, contudo, paradoxalmente, a nossas melhores taxas de
germinacao foram obtidas na exposicdo de 20 minutos e ndo de 40 minutos.
No entanto, a germinagdo que continuAmos a observar, para além dos 30 dias
de ensaio, em todas as amostras sujeitas a escarificacdo &cida, podera
significar que a dorméncia fisica das sementes foi, apenas, parcialmente
quebrada, sendo as diferencas de germinacdo entre amostras pouco

expressivas e globalmente pouco eficazes.

Comparando os nossos resultados com os apresentados por Aprile et al.
(2011) para trés espécies do género Genista L., com diferentes tempos de
exposicdo ao 4cido (12, 24, 36, 48 e 60 minutos), verificdmos, com excecédo da
exposi¢do ao acido de 36 minutos, em que nesse estudo se obtiveram taxas de
germinacdo acima de 50%, haver maior similitude entre as taxas de
germinacao obtidas na exposi¢cdo de 60 minutos, entre 10,5-31,5%, sendo que,
aos 35 dias de ensaio, obtivemos como resultado taxas de germinagao entre
17,1-25,0%. Tal resultado poderé traduzir um periodo de escarificacao ineficaz,
levantando-se a hipétese de que o tempo de escarificacdo ideal para o lote de

sementes de G. tenera se pudesse situar entre 20 e 40 minutos.
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Avaliando estatisticamente a distribuicdo de resultados nas trés
amostras, com recurso ao teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
verificAmos que a digestao acida das sementes teve um efeito estatisticamente
significativo sobre a taxa de germinacdo das sementes (X?%w(3) = 14,343; p =

0,002 e n = 36).

Na figura 9, apresentamos o diagrama de extremos e quartis, em que as
distribuicbes assinaladas com letras diferentes s&o significativamente

diferentes, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis.

Figura 9. Diagrama de extremos e quartis das quatro amostras ensaiadas
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A linha a negrito representa a mediana enquadrada entre o 1° Quartil (extremo inferior da
caixa) e o 3° Quartil (extremo superior da caixa). As barras inferiores e superiores representam,
respetivamente, o minimo e o maximo das distribuices ndo outliers, ndo se verificando a

presenca de outliers nem de valores extremos.
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Pela comparacdo multipla de médias, para a < 0,05, verificou-se que 0s
tratamentos com acido apresentaram uma distribuicdo de percentagens
significativamente diferente do tratamento testemunha: H,SO, 0 min. (p =
0,011); H,SO,4_10 min. (p = 0,003) e H,SO,4_20 min. (p = 0,001). Este €&, pois, 0
resultado mais significativo deste trabalho, dado que confirma a reducdo da
espessura de sementes de G. tenera como uma das premissas para a eficacia
da sua germinacdo, corroborando, assim, a experiéncia dos autores
referenciados no capitulo I, quer para a G. tenera, quer para outras espécies do

género Genista L..
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CONCLUSOES E SUGESTOES
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Concluimos a dissertagdo com uma sintese dos resultados relevantes obtidos
na investigacdo, avaliando o seu valor agronémico, mas também limitacdes
cientificas comportadas na sua interpretacdo e transposicao para 0s contextos
produtivos, sugerindo-se, assim, novas linhas de estudo, a considerar em

futuros projetos de investigacdo sobre a germinacao na espécie G. tenera.
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Comecgamos por concluir sobre a metodologia de investigagao aplicada,
porque sera, em larga medida, a principal limitacdo ao rigor e valor cientifico do

nosso estudo, relacionando-se em larga medida com o lote de sementes.

A metodologia foi concebida tendo como pressuposto um ndmero muito
reduzido de sementes, sobre as quais se desconheciam as condi¢cbes de
colheita e de armazenamento. Nessas circunstancias tornou-se impossivel
avaliar com rigor a estabilidade genética do lote de sementes, isto €, a sua
representatividade face a populacdo endémica em que teve origem. Porém,
mais do que os dois anos de conservacao apds a colheita, o desconhecimento
das condi¢cdes de conservacdo podera ter sido o principal problema deste
estudo, pelo condicionamento potencial da faculdade germinativa que essas
condicdes envolvem. O nimero de sementes perdidas durante o ensaio podera
ser um indicador do processo de degradacdo das sementes. Nesse sentido, 0s
resultados obtidos poderdo ser mais reveladores do efeito do ambiente pds
colheita sobre a qualidade das sementes, do que do potencial genético das
sementes para germinar em condi¢des favoraveis, tratando-se de um estudo

parcial e por isso, parcialmente inconclusivo .

Pelas razdes expostas, a cientificidade que envolveu o processo de
investigacdo podera ter sido condicionada pela dimensdo da amostra global,
pela impossibilidade de repetir ensaios, pelo reduzido nimero de sementes
utilizado em cada ensaio (35-36 sementes) e pela impossibilidade de realizar
mais ensaios, quer no estudo da mesma variavel (exposi¢cao ao acido), quer no

estudo de outras variaveis correlacionadas, como outros tratamentos da
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semente (por exemplo a imersdo em agua quente), ou outras condi¢des de

germinacao (luz, temperatura, humidade).

Propusemo-nos, assim, estudar o efeito da escarificacdo &cida sobre os
tegumentos das sementes de G. tenera, nesse sentido, foram ensaiadas trés
modalidades de escarificacdo, com a exposi¢do da semente ao acido sulfurico

(H2S04 95-97%), de 10, 20 e 40 minutos.

Os resultados obtidos nos ensaios de germinagdo permitiram comprovar
a eficacia do tratamento de sementes de G. tenera por escarificacdo acida, ao
longo de 73 dias de ensaio, a temperatura constante de 22°C, dado que, nas
amostras sujeitas a tratamento, as taxas de germinagado se diferenciaram, de
forma estatisticamente significativa, das taxas de germinagdo obtidas na
amostra do ensaio em branco. Constatamos, assim, que a dureza do
tegumento poderd ter sido um fator condicionante da germinagdo e por
consequéncia, da viabilidade técnico-econdmica da operacdo de sementeira
em sementes desta espécie; facto que justifica o tratamento da semente por

escarificacdo &cida do tegumento.

Todavia, verificou-se nas amostras ensaiadas que a taxa de germinagéo
obtida foi inferior a 25%, aos 30 dias de ensaio?, resultado pouco interessante

sob o ponto de vista técnico-econémico.

Em cerca de metade do tempo de ensaio, verificou-se uma tendéncia
pouco expressiva de taxas de germinacdo mais elevadas na amostra com
exposicdo de 20 minutos das sementes ao acido, nesse sentido, podemos
considerar plausivel que o tratamento com exposi¢cédo de 10 minutos néo tenha

reduzido suficientemente a espessura do tegumento e que, pelo contrario, o

2 alor de referéncia em ensaios de germinac&ojdemasio pela maioria dos autores.
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tratamento com exposicdo de 40 minutos possa ter reduzido demasiado a
espessura do tegumento, com risco de penetracao na semente e de ocorréncia
de lesBes. Contudo, esta hipbétese explicativa ndo corrobora resultados obtidos
noutros estudos, pelo que sentimos a necessidade de estudar outros tempos
de exposicdo das sementes ao 4cido, designadamente entre 20 e 40 minutos e

acima de 40 minutos.

Para além da dorméncia fisica que estudamos, os resultados obtidos
parecem sugerir a possivel presenca de mecanismos de dorméncia fisiologica.
Assim, ha que formular a hip6tese complementar de que a dureza da semente
ndo tenha sido o Unico mecanismo condicionador da germinacado de sementes
de G. tenera. Cabe-nos, pois, sugerir, que em futuros projetos de investigacéo
sobre a germinacdo da G. tenera, se possa estudar, de forma exclusiva e/ou
complementar com a escarificacdo das sementes, o efeito dos tratamentos de
quebra da dorméncia fisioldogica das sementes, sobre o0 processo de

germinacao.

Tarrega (1992) e Rega (2007) referem a necessidade de utilizar
temperaturas elevadas no tratamento das sementes, dado que algumas
espécies do género Genista L. germinam particularmente bem no seu meio
natural, apdés fogo. Apesar dessa condicdo nao parecer determinante na G.
tenera, por ser uma espécie endémica adaptada a um clima de verbes mais
frescos e hdmidos, serda, ainda assim, provavel, que as variacbes de
temperatura entre o verdo e o inverno possam ter alguma influéncia sobre a

maturacdo da semente®®, podendo ser Gtil o tratamento da semente por

% Sendo plausivel a existéncia de mecanismos deéswianfisiolégica, que dificultem a germinacdo no
verdo — periodo mais seco do ano — possibilitandereinacédo no inverno-primavera com maior
humidade no solo.
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imersdo em agua quente (Lépez et al., 1999), ou por estratificacdo em frio

hamido (Piotto e Di Noi, 2001), ou até, pela combinacao dos dois tratamentos.

Como ja foi referido, o ambito pontual do nosso estudo sugere, a partida,
que se possa repetir sob condicbes cientificas mais favoraveis,
designadamente: (1) com maior quantidade de sementes; (2) com sementes
colhidas em diferentes plantas-méae e corretamente conservadas; (3) com
diferentes amostras de sementes por cada modalidade de tratamento. Ainda
neste capitulo, sugerimos, igualmente, o estudo de diferentes temperaturas nos
ensaios de germinacdo, quer em nivel constante, quer de forma combinada
(Costa, 1996), precisamente, pelo papel que podem desempenhar nos

mecanismos de inibicdo da germinagéo.

Finalizamos estas conclusdes, acreditando que os resultados obtidos no
presente estudo, lidos com a necessaria prudéncia, inspiram o prosseguimento
da investigacdo agrondmica das técnicas de germinacéo na espécie G. tenera,
possibilitando posteriores estudos na area fitoquimica, que permitam comparar
o valor fitofarmacologico de plantas propagadas em diferentes ambientes

produtivos com as popula¢cées endémicas em que tiveram origem.
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Anexo | — Revisao bibliografica da carateriza¢éo taxondmica do género Genista L.
Anexo Il — Dados obtidos nos ensaios, expressos em sementes germinadas

Anexo |ll — Dados obtidos nos ensaios, expressos em taxas de germinacao
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[Continuacéo]

Caraterizacdo Taxonomica

Autores

Espécies: G. anatolica; G. haenseleri; G. melia e G. libatonica.

Boissier (1839-1845)

Subgénero Spartocarpus Spach: Secgéo Scorpioides; Secgédo Ephedospartum; Secgéo Acanthospartum; Secgéo Echinospartum; Secgéo
Cephalospartum; Secgéo Leptospartum; Sec¢éo Voglera.

Subgénero Camptolobium Spach: G. falcata Brot.

Subgénero Phyllobotrys Spach: G. anglica L.; G. ancistrocarpa Spach®.

Subgénero Stenocarpus Spach:
Secgdo Scorpioides Spach: G. ferox Poiret; G. morissiColla; G. scorpius DC.; G. corsicaDC.; G. lucida Cam.
Secgéo Erinacoides Spach: G. aspalathoides Poir; G. lobeii DC.; G. haetica Spach®.

Secgéo Spartioides Spach: G.ramosissima Poir; G. cinerea DC.; G. obtusiramea Gay; G. dlbida Willd; G. armerica Spach; G. godetii Spach?; G.
montbretti Spach?; G. involucrata Spach?®; G. sericea Wulff; G. polygalaefolia DC.; G. florida L.; G. leptoclada Gay.

Seccdo Genistella (Tournf) Spach: G. sagittalis L.
Secgdo Genistoides (Moench) Spach: G. scariosaViv.; G. lamprophylla®, G. pontica®, G. leptophylla; G. spathulata®; G. depressa Bieberst; G.

tetragona; G. ptilophylla®: G. polytricha®: G. comminta®: G. annantica; G. ovata; G. lasiocarpa®; G. tinctoria; G. patula; G. elata; G.

dracunculoides®; G. tenuifolia.
Secgédo Chamaespartium Spach: G. pilosa L.
Secgéo Lasiospartum Spach: G. umbellata Desf.; G. equisetiformis Spach?; G. clavata Poir.
Subgénero Pterospartum Spach: G. lasiantha® G. scolopendria®; G. stenoptera®, G. cantabrica®; G. tridentate L.

Subgénero Teline (Medik) Spach

Spach (1844-1845)

@ espécies novas adicionadas
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[Continuacéo]

Caraterizagao Taxonoémica

Autores

Secc¢éo Spartioides Spach: G. florida L; G. cinerascens Lange
Seccgéo Erinacoides Spach: G. polyanthos Willk ssp. polyanthos e ssp. hystris (Lange) Franco
Seccéo Phyllospartum Wilk.: G. anglica L.; G. falcata Brot.; G. berberidea Lange,

Secc¢do Voglera (P. Gaertner, Meyer & Scherb.) Spach: G. micrantha Ortega;, G. tournefortii Spach; G. triacanthos Brot.;
G. hirsuta Vahl. ssp. algarbiensis (Brot.) Rivas-Martin;

Fernandes e Queirés
(1978); Gonzalez (1982)

Espécies: G. cinerascensLange; G. majorica Cant6 & M. J. Sénchez

Canto e Sanchez (1988

Subespécies: G. cinerea (Vil.) DC.. ssp. cinerea; ssp. speciosa Rivas Goday & T. Losa; ssp. ausetana O. Bolés & J. Vigo; ( )
ssp. murcica (Cosson) Cantd & M. J. Sanchez; ssp. valentina (Willd. Ex Sprengel) Rivas Martinez.

Espécies: G. lusitanica (Lin.); G. lobelli (D.C.); G. hirsuta (Vahl); G. berberidea (Lge.); G. ancistrocarpa (Spach); G. falcata (Brot.); Sampaio (191990)

G. triacantha (Brot.); G. micrantha (Ort.); G. broteri (Poir); G. cinerea (D.C.); G. Florida (Lin); incluindo a espécie G.
welwitschii.

“Flora _uoncmcmmm_.

Espécies: G. tinctoria L.; G. scorpius (L.) DC.; G. carpetana Lange; G. pulchella Vis.; G. legionensis (Pau) M. Lainz; G. polyanthos R.
Roem. ex Wilk.,G. hystrix Lange; G. versicolor Boiss.; G.ramosissima (Desf.) Poir; G. ausetana (O Bolés & Vigo) Talavera; G.
majorica Cantdé & M.J. Sanchez; G. cinerea (vill.) DC., Lam.& DC.; G. pilosa L.; G. teretifolia Wilk; G. pseudopilosa Coss.; G.
florida L.; G. valentina (Willd. ex Spreng.) Steud.; G. Jimenezii Pau; G. Obtusiramea J. Gay ex Spach; G. cinerascens Lange;
G. dorycnifolia Font Quer; G. spartioides Spach; G. haenseleri Boiss.; G. sanabrensis Valdés Berm.; G. valdes-bermejoi
Talavera & L.; G. anglica L.; G. ancistrocarpa Spach; G. falcata Brot.; G. berberidea Lange; G. micrantha Gomez Ortega; G.
tricuspidata Desf.; G. triacanthos Brot.

Subespécies: G. tournefortii Spach ssp. tournefortii; G. tridens (Cav.) DC.: ssp. tridens; ssp. juniperina (Spach) Talavera & P.E. Gibbs;

G. longipes Pau.: ssp. longipes; ssp. viciosoi Talavera & Cabezudo; G. hispanica L.: ssp. hispanica; ssp. occidentalis
Rouy;

G. pumila (Debeaux & E.Rev. ex Hervier) Vierh.: ssp. pumila; ssp. rigidissima (Vierh.) Talavera & L. Saéz;

G. umbellata (L'hér.) Dum.: ssp. umbellata; ssp. equisetiformis (Spach) Rivas Goday & Rivas;

G. hirsuta Vahl: ssp. hirsuta; ssp lanuginosa (Spach) Nyman; ssp. erioclada (Spach) Raynaud.

Castroviejo (1999)

“Flora Ibérica”
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Anexo Il — Dados obtidos nos ensaios, expressos em

sementes germinadas

Dias Data | Txgerm.10 min | Tx germ. 20 min | Tx germ. 40 min | Tx germ. test.
1 28-Jan 0 0 0 0
3 30-Jan 0 0 0 0
5 1-Fev 0 0 0 0
7 3-Fev 2 1 2 0
9 5-Fev 2 1 2 0
11 7-Fev 2 3 3 0
13 9-Fev 2 3 3 0
15 11-Fev 2 6 3 0
17 13-Fev 2 6 4 0
19 15-Fev 2 7 4 0
21 17-Fev 2 7 4 0
23 19-Fev 3 7 4 0
25 21-Fev 4 8 4 1
27 23-Fev 4 8 5 1
29 25-Fev 4 8 6 1
31 27-Fev 5 8 6 1
33 1-Mar 6 8 7 1
35 3-Mar 6 9 7 1
37 5-Mar 6 9 8 1
39 7-Mar 6 9 8 1

41 9-Mar 6 9 10 1
43 11-Mar 7 9 10 1
45 13-Mar 7 9 10 1
47 15-Mar 7 9 10 1
49 17-Mar 7 9 10 1
51 19-Mar 8 9 10 1
53 21-Mar 8 9 10 2
55 23-Mar 9 10 10 2
57 25-Mar 10 10 10 2
59 27-Mar 10 10 10 2
61 29-Mar 10 10 10 2
63 31-Mar 10 10 10 2
65 2-Abr 10 12 10 2
67 4-Abr 10 12 10 2
69 6-Abr 10 13 10 2
71 8-Abr 10 13 10 2
73 10-Abr 10 13 10 2
TOTAL SeEMENTES 35 36 36 35
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Anexo Il — Dados obtidos nos ensaios, expressos em taxas de germinacédo
Dias Data | Txgerm. 10 min | Tx germ. 20 min | Tx germ. 40 min | Tx germ. test.
1 28-Jan 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
3 30-Jan 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
5 1-Fev 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
7 3-Fev 5,71% 2,78% 5,56% 0,00%
9 5-Fev 5,71% 2,78% 5,56% 0,00%
11 7-Fev 5,71% 8,33% 8,33% 0,00%
13 9-Fev 5,71% 8,33% 8,33% 0,00%
15 11-Fev 5,71% 16,67% 8,33% 0,00%
17 13-Fev 5,71% 16,67% 11,11% 0,00%
19 15-Fev 5,71% 19,44% 11,11% 0,00%
21 17-Fev 5,71% 19,44% 11,11% 0,00%
23 19-Fev 8,57% 19,44% 11,11% 0,00%
25 21-Fev 11,43% 22,22% 11,11% 2,86%
27 23-Fev 11,43% 22,22% 13,89% 2,86%
29 25-Fev 11,43% 22,22% 16,67% 2,86%
31 27-Fev 14,29% 22,22% 16,67% 2,86%
33 1-Mar 17,14% 22,22% 19,44% 2,86%
35 3-Mar 17,14% 25,00% 19,44% 2,86%
37 5-Mar 17,14% 25,00% 22,22% 2,86%
39 7-Mar 17,14% 25,00% 22,22% 2,86%
41 9-Mar 17,14% 25,00% 27,78% 2,86%
43 11-Mar 20,00% 25,00% 27,78% 2,86%
45 13-Mar 20,00% 25,00% 27,78% 2,86%
47 15-Mar 20,00% 25,00% 27,78% 2,86%
49 17-Mar 20,00% 25,00% 27,78% 2,86%
51 19-Mar 22,86% 25,00% 27,78% 2,86%
53 21-Mar 22,86% 25,00% 27,78% 5,71%
55 23-Mar 25,71% 27,78% 27,78% 5,71%
57 25-Mar 28,57% 27,78% 27,78% 5,71%
59 27-Mar 28,57% 27,78% 27,78% 5,71%
61 29-Mar 28,57% 27,78% 27,78% 5,71%
63 31-Mar 28,57% 27,78% 27,78% 5,71%
65 2-Abr 28,57% 33,33% 27,78% 5,71%
67 4-Abr 28,57% 33,33% 27,78% 5,71%
69 6-Abr 28,57% 36,11% 27,78% 5,71%
71 8-Abr 28,57% 36,11% 27,78% 5,71%
73 10-Abr 28,57% 36,11% 27,78% 5,71%




