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RESUMO — (Influéncia da coloragio das sementes na germinagio de Phyllanthus renellus Roxb.
e Phyllanthus niruri L.). Heteromorfia foi observada em sementes de Phyllanthus tenellus Roxb.
e P. niruri L. Ha dois tipos de sementes: marrons e amarelas. As quantidades desses tipos de
sementes variaram ao longo do ano nas coletas realizadas. As sementes marrons apresentam maior
massa e porcentagem de germinagdo mais alta. Proteinas e agiicares soliveis totais foram analisa-
dos em sementes de P. niruri sendo que teores mais elevados dessas substincias de reserva foram
verificados em sementes coletadas no final da primavera, enquanto teores menores foram encontra-
dos em sementes coletadas no outono, embora nio tenha sido verificada alteragio na massa dessas
sementes cuja germinagdo foi menor do que na coleta de primavera. Os teores de agiicares soliveis
totais foram maiores em sementes amarelas de P. niruri e em sementes marrons de P. tenellus. A
maior porcentagem de germinagdo ocorreu em sementes marrons de ambas as espécies, sob luz
branca continua. Apds 10 meses de armazenamento em cimara fria a +4°C, a germinagio de
sementes marrons de P. tenellus foi reduzida em aproximadamente 50%.
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ABSTRACT —(The influence of seed color on the germination of Phyllanthus tenellus Roxb. and
Phyllanthus niruri L.). Heteromorphy was observed in Phyllanthus tenellus and P. niruri seeds.
There are two kinds of seeds: brown and yellow. There is variation in the number of the two kinds
of seeds harvested in different periods of the year. Brown seeds present higher mass and higher
percentage of germination. Proteins and soluble sugars were also analysed in P. niruri seeds and the
highest level of these storage substances was found in seeds harvested in late spring. In P. nirurithe
level of protein and soluble sugars was smaller in the sample harvested in autumn, but no alteration
was seen in seed mass. Seed germination of the autumn collection was smaller than the spring
collection. Soluble sugars level was higher in yellow seeds of P. niruri and in brown seeds of P.
tenellus. Brown seeds germination was higher under continuous white light. After 10 months of
storage at +4°C the germinability of the P. renellus brown seeds decreased about 50%.
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Introducio

O género Phyllanthus é um dos maiores da familia Euphorbiaceae, contendo
mais de 700 espécies (Unander et al. 1990). Diversas plantas desse género, conheci-
das popularmente como quebra-pedra, tém sido usadas na medicina popular brasileira
e em diversos pafses no tratamento de algumas enfermidades, por exemplo: edema,
excesso de albumina e dcido drico, calcificacdo na bexiga, figado e rins (Unander et
al. 1991),

Com rela¢do ao crescimento, plantas de Phyllanthus amarus, P. caroliniensis,
P. urinaria, P. debilis e P. niruri foram cultivadas com o intuito de fazer uma
avaliacio na atividade da inibi¢do in vitro da DNA polimerase viral e também de
desenvolver sistemas para a produg¢io de plantas de alta qualidade visando as extra-
¢oes em grande escala (Unander er al. 1991; Unander et al. 1993). Com relagdo a
germinagio, as primeiras sementes de P. amarus liberadas apés deiscéncia das
cdpsulas sdo verde-escuras e apresentam as maiores porcentagens de germinagio.
Com o passar do tempo, aumenta a porcentagem de sementes verde-claras, cuja
porcentagem de germinagdo € mais baixa (Unander et al. 1995 ).

A heteromorfia em sementes e frutos jd foi observada em espécies de virias
familias. E uma caracteristica comum em Compositae, Cruciferae e Chenopodiaceae
(Beneke er al. 1993; Bewley & Black 1994). Heteromorfia em frutos e sementes foi
observada em Ceratocapnos heterocarpa Durieu, espécie da familia Fumariaceae (De
Clavijo 1994).

Apesar da potencialidade do uso de plantas do género Phyllanthus e do fato de
que chds e cdpsulas dessas plantas jd estejam sendo comercializados no Brasil por
laboratérios de fitoterdpicos, pouco se conhece a respeito dos hdbitos de reprodugio
e do crescimento dessas plantas. Sabe-se também, por meio de informagdes diretas dos
fabricantes, que sua obtencdo é feita por meio do extrativismo, ndo havendo qualquer
controle da qualidade das plantas e mesmo da identificacdo precisa das espécies.

Os principais objetivos deste trabalho foram relacionar cor da semente com
porcentagem de germinacdo e determinar o comportamento das espécies quanto ao
fotoblastismo.

Material e métodos

Frutos de Phyllanthus tenellus Roxb. e de P. niruri L. foram coletados no
Campus da Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, Brasil. As exsica-
tas do material estudado estdo depositadas no herbdrio do Departamento de Botinica
da Universidade Federal de Santa Catarina sob nimeros 224 FLOR 23088 e 226
FLOR 23079 e foram coletadas por Miriam Ulysséa. Plantas foram coletadas aleato-
riamente, sendo retirados todos os frutos totalmente desenvolvidos de cada uma. Estes
secaram ao ambiente, 0 que provocou sua deiscéncia e liberagio de sementes. Teste de
viabilidade foi realizado em sementes que foram mantidas em frascos de vidro
fechados, em cimara fria a + 4°C durante 10 meses. A deiscéncia s6 ocorre em frutos
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maduros. Amostras de sementes foram separadas por coloracdo, obtendo-se dois
grupos nitidos: sementes marrons e sementes amarelas, cujas porcentagens de germi-
nacdo foram também analisadas.

Para os testes de germinacdo, as sementes foram previamente mergulhadas por
uma hora em solug¢do 0,1% de Captan e semeadas em placas de Petri de 9cm de
didmetro, previamente autoclavadas e revestidas com papel de filtro umedecido.
Foram utilizadas quatro repeti¢des inteiramente casualizadas de 50 sementes cada. As
placas foram colocadas dentro de sacos de polietileno preto, para o tratamento de
escuro, sendo que nesse caso a germinacdo foi avaliada sob luz verde de seguranca.
Foram realizadas contagens semanais do nimero de sementes germinadas por placa de
Petri. Na maioria das coletas, a porcentagem de germinacio ficou estabilizada apés 42
dias, quando foi realizada a avaliagdo final das sementes germinadas. Os experimentos
de germinagdo foram conduzidos em cimaras de germinagdo a 25°C, iluminadas por
duas lampadas fluorescentes PHILLIPS-FLD-C15/54 fixadas na parede posterior. A
intensidade luminosa média na altura das placas foi de 1500Wcm™. As sementes foram
consideradas germinadas a partir da protrusdo radicular. Sementes marrons e amarelas
(100 de cada) foram clarificadas pelo método de Herr (1971), que consiste na passa-
gem rdpida das mesmas em bateria de concentragio crescente de dlcool, diferenciacio
em xilol durante cinco minutos e embebi¢ao em liquido diafanizador durante quatro
horas. O liquido diafanizador foi preparado com hidrato de cloral, dcido fénico, 6leo
de cravo, dcido ldctico e xilol na proporg¢do de 2:2:2:2:1 (v/v). O material diafanizado
foi entdo observado sob microscépio estereoscépico.

Aclicares soliveis presentes nas sementes foram extraidos em MCW (metanol,
cloroférmio e dgua 12:5:3 v/v) de acordo com Shannon (1968) e quantificados pelo
reagente de antrona segundo Umbreit & Burris (1964). Trés amostras de 200 sementes
foram previamente pesadas antes das extragdes. As dosagens de agticares soliveis
totais foram obtidas a partir de uma curva padrao de glicose, cujos coeficientes de
correlagio r e regressdo linear b foram calculados. Proteinas soliveis foram extraidas
em NaOH (0,IN) e quantificadas pelo método de Bradford (1976). A extragdo de
proteinas foi realizada apenas em Phyllanthus niruri em fun¢io da maior disponibi-
lidade de sementes. A andlise de varidncia foi feita para comparar trés ou mais
tratamentos. Nos casos em que houve diferenca significativa entre os tratamentos, foi
calculada a Diferenga Minima Significativa (DMS, ) pelo teste de Tukey, conforme
Snedecor & Cochran (1967). Quando se compararai'n dois tratamentos procedeu-se ao
teste t, de Student (Snedecor & Cochran 1967).

Resultados e discussao

Plantas de Phyllanthus tenellus e P. niruri apresentam dois tipos de sementes:
marrons e amarelas. As porcentagens de sementes marrons e amarelas de P. tenellus
foram bastante varidveis entre as diferentes coletas, o mesmo ocorrendo para as
porcentagens de germinacdo sendo que as sementes amarelas sempre apresentaram
menores porcentagens de germinagio, do que as sementes marrons (Tab. 1), o mesmo
ocorrendo em P. niruri, cujas sementes amarelas nio germinam e as porcentagens de
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germinacdo de sementes marrons também foram varidveis (Tab. 2). Plantas de P.
niruri cultivadas na primavera e no outono floresceram e frutificaram no verio e no
inverno seguintes, respectivamente (Venturi & Randi 1997), confirmando os dados
obtidos para a disponibilidade de sementes desta espécie ao longo do ano. A hetero-
morfia observada em sementes das duas espécies de Phyllanthus caracteriza-se pela
diferenga na coloragiio, na massa e na germinabilidade de sementes. Hd poucos dados
na literatura sobre a germinacio de sementes do género Phyllanthus. Heteromorfia foi
verificada também em sementes de P. amarus, sendo que as sementes liberadas das
primeiras cdpsulas a sofrerem deiscéncia apresentam maiores porcentagens de germi-
nacdo sendo verde-escuras, ao passo que as sementes liberadas posteriormente sdo
verde-claras e germinam em menor porcentagem e mais vagarosamente (Unander et
al. 1995). Exemplos de he-teromorfia em frutos e sementes jd foram encontrados em
espécies de diversas familias contribuindo para a porcentagem de germinagéo carac-
teristica de cada espécie. Stevia rebaudiana L., uma Compositae, produz trés tipos de
aquénios: marrom-escuros férteis, e marrom-escuros e amarelos ambos estéreis (Fe-
lippe & Lucas 1971; Randi & Felippe 1980). Espécies da familia Vochysiaceae, como
Qualea grandiflora Mart. e Qualea cordata Spreng. apresentam sementes marrom-
escuras ou marrom-claras, sendo que somente as do segundo tipo sdo vidveis (Felippe
1990; Godoy & Felippe 1992)

Tabela 1. Ocorréncia de sementes amarelas e marrons de P. renellus em diferentes coletas e germinagiio
sob luz branca constante a 25°C, ap6s 42 dias. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas entre os dois tipos de sementes pelo teste “t”" a 95% de probabilidade. Tragos indicam que os
dados nio foram determinados.

Data da coleta sementes germinagio de sementes germinagdo de
amarelas (%)  sementes amarelas (%) marrons (%) sementes marrons (%)
margo/90 59,6 — 40,4 —
abril/90 37,7 — 62,3 —
junho/90 15,3 34,0a 84,7 90,0b
novembro/91 30,7 46,0a 69.3 65,0b
junho/92 s 5,5a —_— 52,0b
abril/93 10,7 20,0a 89,3 70,0b

Tabela 2. Ocorréncia de sementes amarelas e marrons de Phyllanthus niruri em diferentes coletas e
germinagdo de sementes marrons sob luz branca constante a 25°C, apds 42 dias. Tragos indicam que os
dados nio foram determinados.

Data de coleta sementes marrons (%) sementes amarelas (%)  germinagiio de sementes
marrons (%)

setembro/91 82,8 17,2 34,0

fevereiro/92 73,4 26,6 21,2

junho/92 58,0 41,0 18,0

dezembro/92 65,8 342 62,0

abril/94 - — 38,0
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O efeito da luz e do escuro na germinag@o foi verificado em sementes marrons de
Phyllanthus tenellus coletadas em abril de 1993. A porcentagem de germinagao de
sementes marrons foi de aproximadamente 70% em luz branca constante, mas nao houve
germinagio no escuro. A germinacdo de sementes marrons de P. niruri coletadas em
setembro de 1991, na luz continua (34%) foi significativamente maior do que no escuro
continuo (1%). Comportamento fotobldstico semelhante foi observado também em P.
amarus cujas sementes igualmente requerem luz para germinar (Unander et al. 1995).

A dissecgao de sementes marrons e amarelas clarificadas de Phyllanthus tene-
llus e de P. niruri mostrou a presen¢a de embrides nos dois tipos, mas as sementes
marrons apresentaram-se completamente preenchidas com reservas, enquanto que as
sementes amarelas apresentaram espacgos vazios entre o0 endosperma e a testa. Em
alguns casos, sementes que apresentam heteromorfia podem ter como caracteristica a
auséncia de embrido, como € o caso de sementes marrons de Qualea cordata (Godoy
& Felippe 1992).

A Tab. 3 mostra que as sementes marrons de Phyllanthus tenellus apresentam
maior massa que as amarelas e que o contetido de agticares soltiveis totais foi maior em
sementes marrons. A Tab. 4 mostra que as sementes marrons de P. niruri apresentam
maior massa do que as sementes amarelas.

Tabela 3. Massa fresca total de trés amostras de 200 sementes de Phyllanthus tenellus e contetdo de
aguicares soldveis totais de sementes marrons e amarelas. Letras diferentes indicam diferengas entre
colunas, pelo teste “t"" a 95% de probabilidade. MF significa massa fresca.

Sementes marrons Sementes amarelas
Massa (mg) 111,00a £1,00b
mg. agticar solivel. mg MF! 29,09a 18,27b

Tabela 4. Massas frescas e conteddos de agticares soliveis totais e proteinas em sementes marrons ¢
sementes amarelas de Phyllanthus niruri coletadas em duas épocas diferentes (Massa fresca total de trés
amostras de 200 sementes). Letras mindsculas indicam diferengas entre os dois tipos de sementes e letras
maitsculas indicam diferengas entre as coletas pelo teste “t”" de Student a 95% de probabilidade. MF
significa massa fresca.

Data da coleta

dezembro/92 abril/94
Massa de sementes marrons(mg) 221,14aA 207,00aA
Massa de sementes amarelas (mg) 120,16bA 113,40bA
mg agticares. mg MF' de sementes marrons 35,11aA 15,10aB
mg agiicares. mg MF'! de sementes amarelas 44,60bA 21,30bB
mg proteinas. mg MF ! de sementes marrons 87,51aA 43,14aB
mg proteinas. mg MF' de sementes amarelas 85,12aA 4224aB

Teores de agiicares soliiveis totais foram maiores em sementes amarelas, mas
ndo houve diferenca nos teores de proteinas entre os dois tipos de sementes. Entretan-
to, esses teores foram proporcionais & massa das sementes. As sementes marrons
coletadas em dezembro de 1992 apresentaram maior contetido de proteinas totais e
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agucares soldveis totais do que sementes coletadas em abril de 1994. Observou-se que
as sementes marrons das duas coletas apresentaram massas semelhantes. E possivel
que a baixa germinagdo das sementes amarelas de P. tenellus e a auséncia de ger-
minacdo desse tipo de sementes em P. niruri devam-se as menores massas, visto que
a dissec¢do mostrou espacos vazios entre a testa e o endosperma. Em P. niruri é
possivel que ocorra alguma influéncia de fatores ambientais durante o perfodo de
desenvolvimento das sementes pois nessa espécie observou-se que as sementes
coletadas em abril de 1994 mostraram teores mais baixos das substincias de reservas
analisadas do que sementes coletadas em dezembro de 1992. As sementes marrons e
amarelas coletadas em abril apresentaram massas semelhantes s de dezembro. Obser-
vou-se também que a coleta realizada em abril/94 apresentou porcentagens inferiores
de sementes marrons enquanto que a coleta realizada em dezembro/92 mostrou por-
centagens maiores de sementes marrons. Entretanto, seriam necessdrias vérias coletas
realizadas em anos consecutivos para se confirmar se as variagdes ocorreram devido
a fatores ambientais ou se foram completamente casuais. J4 foi verificado para diver-sas
espécies que sementes de maior tamanho ou de maior massa apresentam maior germina-
¢do, viabilidade e taxas de emergéncia (Hendrix 1984; Stanton 1984; Winn 1988). Por
exemplo, as sementes de maior massa de Coreopsis lanceolata L. espécie herbédcea
perene pertencente a familia Compositae, quando enterradas ao solo conseguem emergir
de pequenas profundidades e possuem maior taxa de emergéncia que sementes de
menores massas (Banovetz & Scheiner 1994). A germinacdo de sementes de Miconia
cinnamomifolia (DC) Naudin (Melastomataceae) é mais alta em sementes de maiores
massas e tamanhos (Amaral & Paulilo 1991/1992). Efeito semelhante foi observado em
sementes de Aesculus indica Colebr., espécie pertencente A familia Hippocastanasceae
(Bhagat er al 1993). Entretanto, a massa da semente de Virola hoschnyi Warb. (Myris-
ticaceae) ndo afetou a porcentagem de germinagdo (Gonzales 1993).

Um teste de armazenamento de sementes de Phyllanthus tenellus foi realizado
com sementes coletadas em junho/92. Nessa coleta, a germinacdo de sementes
marrons recém coletadas foi de 52% e apés 10 meses de armazenamento a +4°C,
somente 18% das sementes germinaram, mostrando que houve redugio de 65,38% na
porcentagem de germinagao de sementes marrons de P. tenellus e ndo houve germina-
¢do de sementes amarelas ap6s esse periodo de armazenamento. Unandereral. (1995)
observaram que o armazenamento de sementes de P. amarus a 10°C provocou uma
drédstica redu¢do da germinagdo ap6s um ano, enquanto que temperaturas de 20°C ou
-20°C mantiveram-nas vidveis por mais de um ano.

As sementes de Phyllanthus tenellus e P. niruri, além da heteromorfia, mostram
também sensibilidade a luz e o tempo de viabilidade das sementes de P. tenellus
armazenadas sob refrigeracado parece ser relativamente curto.
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