DOI: 10.5965/223811711512016042

Superacido de dorméncia em sementes de Jatoba avaliadas por analise de sobrevivéncia

Dormancy overcoming in Jatoba seeds assessed by survival analysis

Cristiano Nunes Nesi'?", Guilherme Oliveira Santos Ferraz de Arruda’ e Alexandre Menegatti’

Recebido em 21/08/2015 / Aceito em 29/02/2016.

RESUMO

Este trabalho avaliou métodos de superagdo de
dorméncia de sementes de Jatoba (Hymenaea
courbaril L.) utilizando-se analise de sobrevivéncia.
Avaliaram-se 75 sementes por tratamento: testemunha
(T1); imersdo em 4agua a temperatura ambiente
durante 120 h (T2) e 72 h (T3); imersdo em agua a
90 °C e repouso nesta por 24 h (T4); escarificacdo
mecanica (T5); escarificagdo mecanica e imersdao em
agua por 24 h (T6). Diariamente foram anotadas as
sementes germinadas por tratamento. Empregou-se
o método de Kaplan-Meier para estimar curvas de
sobrevivéncia e tempos medianos para germinagao,
o teste log-rank e o modelo semiparamétrico de Cox
para estimar o efeito dos tratamentos. Os tempos
medianos de germinacdo foram 56 dias (T4) e
33 dias (T6). Sementes submetidas a T4, TS5 ¢ T6
tém, respectivamente, 22,5, 4,7 e 3,7 vezes maior
capacidade de germinar (tempo para germinagao mais
curto) que sementes ndo submetidas a superagdo de
dorméncia.
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regressao de Cox.

courbaril,
Kaplan-Meier,

ABSTRACT

This work evaluated methods of overcoming
dormancy in Jatoba seeds (Hymenaea courbaril L.)
by utilizing survival analysis. 75 seeds per treatment
were evaluated: without treatment (T1), immersion in
water at outdoor temperature for 120 h (T2) and 72 h
(T3), immersion in water at 90 °C and rest in the same
water for 24 h (T4), mechanical scarification (T5)
and mechanical scarification and soaking it in water

for 24 h (T6). The seeds germinated per treatment
were registered daily. The Kaplan-Meier method was
utilized to estimate the curves of survival and median
periods for the germination, the log-rank test and the
Cox semiparametric model to estimate the effect of the
treatments. The median periods of germination were
56 days (T4) and 33 days (T6). The seeds submitted
to T4, TS and T6 have respectively 22.5, 4.7 and 3.7
times higher capacity to germinate (shorter period for
germination) than those seeds that were not submitted
to overcoming dormancy.

KEYWORDS: Hymenaea courbaril, scarification,
time-occurrence, Kaplan-Meier, Cox regression.

INTRODUCAO

A dorméncia ¢ um impedimento para a
germinagdo das sementes, benéfica as espécies devido
a distribuicdo da germinagdo ao longo do tempo,
aumentando a probabilidade da espécie sobreviver
(FOWLER & BIANCHETTI 2000), pois possibilita
que a semente germine apenas no momento em que
as condi¢cdes para o estabelecimento das plantulas
estejam adequadas (FINCH-SAVAGE & LEUBNER-
METZGER 2006). Embora seja uma estratégia de
sobrevivéncia da espécie, a dorméncia as vezes ¢€
tida como uma caracteristica indesejavel para os
produtores de mudas florestais, pois pode dificultar
ou inviabilizar a germinagdo (LEMOS FILHO et
al. 1997), necessitando ser superada para se obter
emergéncia uniforme (ANDRADE et al. 2010).
A impermeabilidade do tegumento, a condigdo
do embrido (imaturo, rudimentar ou dormente), a
presenca de substancias inibidoras ou a combinagdo
destes fatores s@o as causas principais da dorméncia
em sementes florestais. Nas sementes de Jatoba
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(Hymenaea courbaril), como em muitas fabaceas,
a dorméncia é causada por um bloqueio fisico
representado pelo tegumento resistente e impermeavel,
o qual impede a entrada de agua e trocas gasosas, nao
permitindo embebicdo da semente nem oxigenagao
do embrido (ALMEIDA et al. 2011). No entanto,
esta dorméncia pode ser superada de forma natural
ao longo do tempo ou acelerada mediante processos
quimicos, mecanicos, térmicos e hidratacao.

Dentre os principais métodos para superar
dorméncia em sementes estdo a escarificagdo quimica
(acido sulfurico, acido cloridrico, hidroxido de so6dio);
escarificacdo mecanica (abrasdo sobre superficies
asperas); estratificagdo (tratamento umido a baixa
temperatura); choque de temperatura (alternancia de
temperaturas com grande amplitude) e a imersdo em
agua quente (90 °C) por tempos variaveis conforme a
espécie (BUSATTO et al. 2013).

Em estudos de superagdo de dorméncia,
técnicas de andlise estatistica convencional podem
ndo ser apropriadas quando se avalia o tempo para
germinagdo de sementes, pois o tempo de observacdo
pode terminar antes que todas as sementes sob
estudo germinem (censura a direita), observando-se
parcialmente a resposta. Além disso, o tempo para
ocorréncia de um evento frequentemente nao segue
distribui¢dao normal. Geralmente, dados desta natureza
sdo submetidos a analise estatistica convencional, o
que limita a capacidade de inferéncia. A analise de
sobrevivéncia utiliza o método da verossimilhanga
para estimacdo de parametros e efetivamente extrair
informacdes relevantes e estimativas confiaveis,
mesmo em situacdes com censura, pois descartar
observagdes censuradas reduz o poder dos testes
estatisticos devido a perda de graus de liberdade
e introduz viés nas fungdes de sobrevivéncia
(COLOSIMO & GIOLO 2006), além de superestimar
0 risco, pois o tempo até a ocorréncia do evento ¢é
desconhecido (CARVALHO et al. 2011).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de métodos de superagdo de dorméncia
em sementes de H. courbaril utilizando-se a técnica
estatistica de analise de sobrevivéncia.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em casa de vegetacao
nao climatizada entre abril e setembro de 2012, em
clima Subtropical (mesotérmico umido com verdo
quente) tipo Cfa (Koeppen) com temperatura média

anual 16-17 °C e inserido no bioma Mata Atlantica.
Testaram-se seis tratamentos para superagdo de
dorméncia, cada um com 75 sementes de Jatoba
(H. courbaril), onde cada semente representou uma
repeticdo. As sementes foram extraidas de frutos
maduros coletados em Holambra-SP e armazenadas
de acordo com informagdes de CARVALHO et al.
(2006). Foram selecionadas sementes visualmente
uniformes e aparentemente sadias, colocadas em
solugdo de hipoclorito de sodio a 5% por 30 minutos
para desinfestacdo, sendo deixadas para secar a
sombra sobre papel toalha. Os métodos para superacao
de dorméncia definidos para este estudo (Tabela 1)
foram aplicados seguindo um cronograma, de modo
que todos os tratamentos fossem instalados no mesmo
dia.

Ap0s a superagdo da dorméncia, realizou-se a
semeadura em tubetes conicos de polipropileno de
290 cm?® utilizando-se como substrato vermiculita de
granulometria média, com uma semente por recipiente.
O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado e os tubetes, identificados com os
tratamentos e repeti¢do, foram colocados em mesas
metalicas moveis com tela de arame galvanizado. Fez-
se a irrigagdo automatizada seis vezes ao dia durante
dois minutos ininterruptos, utilizando-se aspersores a
1,20 m do solo.

Todas as sementes foram avaliadas diariamente
durante 150 dias, anotando-se as datas da primeira
visualizagdo da emissdo do cauliculo e da abertura
da primeira folha definitiva, para obter o periodo
de tempo decorrido desde a semeadura. Terminada
a coleta de dados, calculou-se o percentual de
germinagdo em cada tratamento e submeteram-se
os dados a técnica de andlise estatistica denominada
analise de sobrevivéncia.

O método de Kaplan-Meier foi empregado
para estimar as curvas de sobrevivéncia e os tempos
medianos para germinagdo. A funcdo de sobrevivéncia
(Equagdo 1) ¢ estimada empiricamente por:

- 1 d.
Se=[1(-— (1)
i=1 n;
em que d. € o nimero de sementes germinadas em um
dado tempo e n. ¢ o numero de sementes no tratamento
(CARVALHO et al. 2011).

Com o objetivo de comparar os tratamentos,
aplicou-se o teste log-rank, que utiliza a estatistica
qui-quadrado para comparar os valores observados e
esperados de cada tratamento sob a hipotese de que
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Tabela 1 - Tratamentos em sementes de Jatoba (Hymenaea courbaril L.) para superagdo de dorméncia em casa

de vegetacao.

Table 1 - Treatments in Jatoba seeds (Hymenaea courbaril L.) for overcoming dormancy in greenhouse.

TRATAMENTO DESCRICAO
T1 Sementes ndo imersas em agua e ndo escarificadas (Testemunha);
T2 Sementes imersas em agua a temperatura ambiente por 120 h;
T3 Sementes imersas em agua a temperatura ambiente por 72 h;
T4 Sementes imersas em agua a temperatura de 90 °C e deixadas em repouso
na mesma agua por 24 h;
T5 Sementes escarificadas em 2 mm numa extremidade, com grosa 8”;
T6 Sementes escarificadas em 2 mm numa extremidade com grosa 8” ¢

imersas em agua a temperatura ambiente por 24 h.

a capacidade de germina¢do € a mesma em todos os
tratamentos. Isto equivale a testar se o tempo para
germinacdo das sementes ¢ semelhante entre os
tratamentos. Partindo desse pressuposto chamado
de riscos proporcionais, estimou-se o efeito dos
tratamentos, sem fazer suposigoes sobre a distribuicao
de probabilidades do tempo para germinagao,
utilizando-se o modelo semiparamétrico de Cox
(Equacao 2) dado por:

A(O=Dy (D ©)

em que kj(t) ¢ a funcao de risco, Xoj(t) ¢ o risco basal, x
¢ o vetor de covaridveis (tratamentos) e § € o vetor de
parametros a serem estimados.

O modelo de Cox ¢ flexivel porque nao requer
que se assuma uma distribuicdo de probabilidades
particular para a fun¢do de risco basal (koj(t)) e assume
apenas que as covariaveis agem multiplicativamente
sobre o risco, sendo esta a parte paramétrica do
modelo (CARVALHO et al. 2011). Para o ajuste do
modelo de Cox, o tratamento testemunha (T1) foi
fixado como referéncia para as comparagdes. As
analises foram realizadas com o sistema estatistico
R (R DEVELOPMENT CORE TEAM 2014),
utilizando-se os procedimentos do pacote survival
(THERNEAU 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A escarificacdo mecanica seguida de imersao
em agua a temperatura ambiente por 24 h (T6),
mostrou-se o tratamento mais eficiente na germinacao
das sementes, com 85,33% de germinagdo completa,

além das 5,34% que iniciaram a germinacdo mas
morreram antes de emitir folhas. Sementes que
iniclaram a germinagdo e morreram por fatores
desconhecidos atingiram no maximo 5%, sem
relacdo com os tratamentos (Tabela 2). Em pesquisa
de germinacdo de sementes de H. courbaril sem
superagao de dorméncia, CARVALHO FILHO et al.
(2003) obtiveram 47% de germinagdo sob pleno sol e
26% sob tela sombreadora (50% de sombra) aos 180
dias ap6s semeadura, o que evidencia a necessidade de
tratamento para superagao de dorméncia. FOWLWER
& BIANCHETTI (2000), reforcam a necessidade
de tratamentos das sementes dormentes para que o0s
embrides encontrem condi¢des ambientais favoraveis
e retomem seu crescimento, acelerando a germinagao.

Os tempos medianos para germinagao
foram estimados em 56 e 33 dias para T4 e T6,
respectivamente, ¢ ndo foi possivel estima-los para os
demais tratamentos, pois mais de 50% das sementes
ndo germinaram dentro do periodo de observacao
(Tabela 3). No presente estudo, os percentuais de
germinagdo das sementes (Tabela 2) tratadas com
imersdo em agua a temperatura ambiente foram
inferiores aos obtidos por CARVALHO FILHO et al.
(2003), mesmo com periodos 5 vezes e 3 vezes maiores
de imersdo (120 h e 72 h). Entretanto, a variagdo nos
resultados de germinag¢do para uma mesma espécie
pode ser atribuida a fatores ambientais, genéticos e
fisiolégicos que influenciam na formagdo da semente
(ALEXANDRE et al. 2009).

A comparagdo entre os tratamentos pelo teste
log-rank apresentou a estatistica > significativa para
o tempo de germinacdo, rejeitando-se a hipotese da
nulidade e concluindo que pelo menos um tratamento
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Tabela 2 - Percentuais de germinacgdo das sementes de Jatoba ao final de 150 dias ap6s a semeadura em fungio

dos tratamentos para supera¢ao de dorméncia.

Table 2 - Germination percentage of Jatoba seeds in the end of 150 days after sowing depending on treatments

for overcoming dormancy.

Tratamento G.C. LGM. S.I1G. N.IL.G.
%

(T1) Testemunha 12,00 4,00 1,33 82,67
(T2) Imersao em agua por 120 h 16,00 0,00 2,67 81,33
(T3) Imersao em agua por 72 h 10,67 0,00 0,00 89,33
(T4) Imersao em agua a 90 °C 56,00 2,67 1,33 40,00
(T5) Escarificagdo (2 mm) 46,67 0,00 0,00 53,33
(T6) TS5 + imersdo em agua 24 h 85,33 5,34 0,00 9,33

G.C: Germinagdo completa. [.G.M: Iniciou germinagdo e morreu. S.I.G: S6 iniciou germinagdo (até a tltima data

de observagdo). N.I.G: Nao iniciou germinagao.

Tabela 3 - Tratamentos para superacdo de dorméncia, nimero total de sementes e de sementes germinadas,
seguidas dos respectivos tempos medianos (em dias) para germinacao.

Table 3 - Treatments for overcoming dormancy, total number of seeds and sprouted seeds, followed by the
respective median times (in days) for germination.

Tratamento

(T1) Testemunha

(T2) Imersao em agua por 120 h
(T3) Imersao em agua por 72 h
(T4) Imersao em agua a 90 °C
(T5) Escarificagao (2 mm)

(T6) TS + imersdo em dgua 24 h

Total Germinadas™ Tempo
Obs. Esp.
75 13 37,1 -
75 14 36,3 -
75 08 37,8 -
75 45 29,6 56
75 35 29,4 -
75 68 12,8 33

*Teste log-rank: *> =329, 5 gl e p = 0; - indica que ndo foi possivel estimar o tempo mediano, pois menos de 50%
das sementes germinaram. Obs. = Observados; Esp. = Esperados.

difere significativamente dos demais em algum
momento do tempo, quanto ao seu efeito na superacao
de dorméncia.

Observando-se as curvas de Kaplan-Meier
(Figural),aceita-seopressupostodeproporcionalidade
de riscos ao longo do tempo em todos os tratamentos.
A curva de sobrevivéncia de T6 esta sempre abaixo
da curva dos demais tratamentos, sugerindo que,
para qualquer tempo de sobrevivéncia considerado, a

probabilidade de ndo germinar ¢ sempre menor para
este tratamento em relacdo aos demais. Em todos os
tratamentos a probabilidade de se observar sementes
ndo germinadas diminui com o tempo, embora os
tratamentos T1, T2 e T3 mantiveram probabilidade de
nao germinar sempre acima de 80%.

A suposicao de riscos proporcionais necessaria
para o modelo de Cox pode ser verificada de forma
aproximada nas curvas de sobrevivéncia de Kaplan-
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Meier (Figura 1), cuja distancia entre elas deve ser
aproximadamente constante em todo o tempo. Para
que a suposicdo seja valida, o grafico dos residuos
padronizados de Schoenfeld, em fun¢do do tempo
para cada um dos tratamentos (Figura 2), deve ser
uma linha horizontal, pois a inclinagdo zero ndo
indica evidéncias contra a proporcionalidade de riscos
(COLOSIMO & GIOLO 20006).

As estimativas dos coeficientes do modelo de
Cox com as respectivas significancias sdo apresentadas
na Tabela 4. Os valores sdo interpretados como riscos
relativos ou razdo de riscos. Neste sentido, razoes
acima de 1 indicam sobrerrisco (maior capacidade
de germinar) e valores entre 0 e 1 indicam protecdo

o
-

0.8

(menor capacidade de germinar), sempre em relacao
ao T1. Desta forma, as sementes submetidas ao
tratamento com escarificagdo mecanica e imersao em
agua por 24 h (T6) tém 22,5 vezes maior capacidade
de germinar (tempo para germinagdo mais curto) que
sementes nao submetidas a superacdo de dorméncia
(T1). A interpretacdo ¢ analoga para os tratamentos
T4 e T5 com coeficientes significativos. Ja os
tratamentos T2 e T3 nao diferiram significativamente
da testemunha, revelando ineficiéncia.

A resposta germinativa obtida com a ruptura
mecanica do tegumento impermeavel das sementes
foi positiva (TS5 e T6), fato também confirmado por
FREITAS et al. (2013) com sementes de Jatoba.
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@
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]
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Figura 1 - Estimativas das curvas de Kaplan-Meier das fun¢des de sobrevivéncia (S(t)) descrevendo o tempo
para germinacdo de sementes de Jatoba (Hymenaea courbaril L..) em funcdo do tratamento para a
superacao de dorméncia. T1 = testemunha; T2 e T3 = imersdo em agua a temperatura ambiente
durante 120 h e 72 h, respectivamente; T4 = imersdo em agua a 90 °C e repouso nesta por 24 h;
T5 = escarificagdo mecanica; T6 = escarificagdo mecanica e imersao em agua por 24 h.

Figure 1 - Kaplan-Meier curves estimated of survival functions (S (t)) describing time to germination in Jatoba
seeds (Hymenaea courbaril L) as a function of treatment to overcoming dormancy. T1 = control;
T2 and T3 = immersion in water at outdoor temperature for 72 h and 120 h, respectively; T4 =
immersion in water at 90 °C and this rest for 24 h; T5 = mechanical scarification;, T6 = mechanical

scarification and soaking in water for 24 h.
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Figura 2 - Residuos padronizados de Schoenfeld estimados para o modelo semiparamétrico de Cox em
funcdo dos tempos em cada tratamento para superagdo de dorméncia. T2 ¢ T3 = imersao em agua
a temperatura ambiente durante 120 h e 72 h, respectivamente; T4 = imersdo em agua a 90 °C e
repouso nesta por 24 h; TS5 = escarificacdo mecénica; T6 = escarificagdo mecanica e imersdao em agua

por 24 h.

Figure 2 - Schoenfeld standardized residuals estimated for the semiparametric Cox model as a function of time
for each treatment to overcoming dormancy. T2 and T3 = immersion in water at outdoor temperature
for 72 h and 120 h, respectively;, T4 = immersion in water at 90 °C and this rest for 24 h; T5 =
mechanical scarification ; T6 = mechanical scarification and soaking in water for 24 h.

Ao romper o tegumento, permite-se trocas gasosas
e, em contato com a agua, a absorcao ¢ facilitada,
acelerando a germinacdo. Estudando dorméncia de
sementes, AZEREDO et al. (2003) verificaram que
lixar as sementes de H. courbaril e na sequéncia
embebé-las em agua a temperatura ambiente por
24 h, foi o método mais eficiente para superar sua
dorméncia. Da mesma forma, DE-CARVALHO et al.
(2005) em sementes de Jatoba do cerrado (Hymenaea
stigonocarpa), obtiveram o melhor resultado de
germinagdo (53%), em areia com serragem, apos a

escarificagdo mecanica das sementes com embebigao
em agua destilada a temperatura ambiente por 24 h.
O contato da semente com a agua quente
(90 °C) seguido de repouso na mesma agua (T4),
aumenta a sua permeabilidade e facilita a germinacao
0o que estd em conformidade com FOWLER
& BIANCHETTI (2000), que consideram este
procedimento eficiente para a superacdo da dorméncia
em algumas espécies florestais. Porém BUSSATTO
et al. (2013) obtiveram resultado insatisfatorio
de germinagdo com a imersdo de sementes de H.
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Tabela 4 - Riscos relativos de germinagao em cada tratamento para a superagdo de dorméncia estimados pelo
modelo de Cox, em relag@o ao tratamento testemunha (T1).
Table 4 - Relative risks of germination in each treatment for overcoming dormancy estimated by the Cox model,

compared to the control treatment (T1).

Tratamento exp (coef) IC (95%) Pr (>|z|)
(T2) Imersao em agua por 120 h 1,10 (0,52; 2,35) 0,799
(T3) Imersdao em agua por 72 h 0,60 " (0,25; 1,45) 0,257
(T4) Imersao em 4agua a 90 °C 4,70 * (2,53; 8,73) 9,36.107
(T5) Escarificagdo (2 mm) 3,68 * (1,94; 6,95) 6,20
(T6) TS + imersao em agua 24 h 22,50 * (12,29; 41,18) 2,007

exp (coef): risco relativo ou razdo de riscos — valores acima de 1 indicam sobrerrisco e valores entre 0 ¢ 1 indicam
protegdo; IC (95%): intervalo de confianga para a razdo de riscos; ‘risco relativo difere siginificativamente do

tratamento testemunha (T1). ™ ndo significativo.

courbaril em agua a 90 °C por dez minutos, atribuindo
o insucesso a provavel deterioragdo das sementes a
essa temperatura.

Sementes tratadas unicamente com
escarificagdo mecanica (T5, grosa 8”), apresentaram
germinagdo abaixo de 50% (46,67%), similar ao
observado por DE-CARVALHO et al. (2005) que
obtiveram 37% de germinagdo em sementes de
Jatoba do cerrado, em areia com serragem, somente
escarificadas mecanicamente com esmeril elétrico.
A germinagdo das sementes tratadas apenas com a
imersdo em agua a temperatura ambiente por 120 h
(T2) e 72 h (T3) ndo foram eficientes para a superacao
de dorméncia (Tabelas 2, 3 ¢ 4).

CONCLUSOES

Baseado nos resultados da analise de
sobrevivéncia, os tratamentos diferem quanto ao
efeito na superagdo de dorméncia de sementes de
Jatoba, com destaque para o tratamento que combina
escarificacao de 2 mm e imersdo em agua a temperatura
ambiente por 24 h.

A técnica de analise de sobrevivéncia mostrou-
se adequada na comparacao dos métodos de superacio
de dorméncia, com interpretacdo direta dos resultados
e confianca nas estimativas.
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