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"Se ndo houver frutos,
valeu a beleza das flores.
Se ndo houver flores,
valeu a sombra das folhas.
Se ndo houver folhas,

valeu a intengdo das sementes."

HENFIL, s.d.
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RESUMO

JUSTO, Cristina Filomena. Aspectos fisiologicos e anatémicos das sementes e
do desenvolvimento inicial de Eugenia pyriformis Camb. 2006. 225 p. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. *

Sementes recalcitrantes perdem a viabilidade quando sdo dessecadas. Existem
varios mecanismos de tolerincia a dessecacdo que foram revisados neste
trabalho sob uma abordagem ecoldgica, fisioldgica e evolutiva. As sementes de
Eugenia pyriformis Camb. (Myrtaceae) sdo recalcitrantes e foram estudadas
quanto ao desempenho germinativo e a alteracdes ultra-estruturais, sob
diferentes tratamentos. Avaliou-se o efeito da temperatura, da dessecacgdo e do
fracionamento sobre a germinacdo e o desenvolvimento inicial das plantulas.
Avaliaram-se a longevidade das sementes sob condi¢des de armazenamento a
baixa temperatura (10°C) e o efeito de solugdes de sais de cdlcio e magnésio
sobre o desempenho germinativo de sementes de baixo vigor. A germinagdo foi
elevada em todas as temperaturas experimentadas, sendo normal o
desenvolvimento inicial das plantulas para as temperaturas de 20°C, 25°C e
25/15°C, mas, prejudicado a 30°C. O eixo embriondrio é diferenciado nas
sementes de E. pyriformis e ndo se observou fusdo dos cotilédones. O teor de
dgua das sementes recém-colhidas variou entre 49% e 52%. A secagem, o
armazenamento e a germinagdo promoveram alteracdes ultra-estruturais no eixo
embriondrio e na regido de conexao com os cotilédones. Obteve-se mais de uma
plantula normal a partir do fracionamento das sementes, principalmente para os
cortes longitudinais. As plantulas obtidas por fracionamento nio apresentaram
alteracdes de arquitetura e de particdo de matéria seca. Ocorreu redugdo de vigor
e de viabilidade em fun¢do do armazenamento e da dessecacdo. As solugdes de
sais tiveram efeito positivo sobre a germinacdo de sementes envelhecidas.

* Comité orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (orientador).



ABSTRACT

JUSTO, Cristina Filomena. Physiological and anatomical aspects of seeds and
initial development of Eugenia pyriformis Camb. seedlings. 2006. 225 p.
Thesis (Doctor degree in Agronomy/Plant Physiology) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG. *

Recalcitrant seeds loose viability when they are desiccated. There are some
desiccation tolerance mechanisms, which were reviewed in this work. Seeds of
Eugenia pyriformis Camb. (Myrtaceae) are recalcitrant and they were analyzed
with respect to germination performance and ultra-structural aspects. The effect
of temperature, desiccation and cutting of seeds on germination and initial
development were evaluated. Longevity of seed under low temperature storage
and the effect of calcium and magnesium were studied, on the germination
performance of low vigor seeds. The initial development of seedlings was
normal at 20, 25 and 25/15°C and it was the worst at 30°C. Initial water content
of seeds was between 49% and 52%. The embryonic axis is differentiated on E.
pyriformis seeds and cotyledon fusion was not observed. There were ultra-
structural changes when seeds were submitted to desiccation, germination and
storage. It is possible to get more than one normal seedling from cutting seeds.
These seedlings had normal architecture and biomass partition. The vigor and
viability were reduced during storage and desiccation. Ionic solutions of calcium
and magnesium had positive effect on germination of low vigor seeds.

* Guidance committee: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Adviser).
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CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO GERAL

Diversas espécies frutiferas nativas da mata atlantica e do cerrado sdo
importantes para a alimentacdo da fauna, mas, devido ao desmatamento, parte
dessa riqueza vem se perdendo. A alimentacdo humana também poderia
beneficiar-se de novos sabores e fontes de nutrientes. A familia Myrtaceae é
particularmente promissora em espécies praticamente desconhecidas para o
consumidor das grandes cidades e para a recuperacdo de dreas degradadas. Os
frutos saborosos tém elevado potencial para a industrializacdo de sucos e
consumo in natura. Existem, ainda, relatos do uso medicinal e de efeito
antibacteriano (Kubota et al., 2001; Schmeda-Hirchmann et al., 1987; Theodoluz
et al., 1988).

Eugenia pyriformis Camb. é uma espécie arborea de porte mediano,
ocorrendo naturalmente desde Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul. E conhecida
popularmente como uvaia, ubaia, uvalha, etc. e seus frutos t€ém aroma agradédvel
e sabor adocicado. A espécie € resistente a doengas, o crescimento da drvore é
relativamente rdpido e sua frutificacdo é precoce. As sementes t€ém curta
longevidade e recomenda-se o plantio logo apds a colheita (Andrade & Ferreira,
2000; Lorenzi, 2002).

Diferentes métodos de armazenamento tém sido estudados para sementes
de curta longevidade, mas, apesar de extensas pesquisas, ainda ndo existem
métodos eficazes para o seu armazenamento a longo prazo. A compreensao dos
mecanismos de deterioragdo durante a secagem e o armazenamento pode
contribuir para o avango das técnicas de conservagdo, principalmente visando a
conservagdo de germoplasma, pois a perda de diversidade dessas espécies pode

ser irreversivel.



Os objetivos do presente trabalho foram:

estudar a anatomia das sementes de E. pyriformis;

avaliar as alteragdes ultra-estruturais durante a secagem, o
armazenamento e a germinagdo das sementes dessa espécie;
estudar o efeito da temperatura sobre a germinacdo das
sementes;

determinar a curva de embebi¢do das sementes e sua relacdo
com O processo germinativo;

determinar a composi¢do quimica das reservas das sementes de
E. pyriformis

avaliar a capacidade germinativa de sementes fracionadas de E.
pyriformis;

avaliar o efeito do fracionamento sobre a arquitetura e a particao
de massa de plantulas.

avaliar a capacidade germinativa das sementes de E. pyriformis
apds armazenamento sob baixa temperatura;

avaliar a capacidade germinativa apds secagem das sementes;
estudar o efeito do cdlcio e do magnésio sobre a germinacio e o
crescimento inicial de plantulas obtidas de sementes de baixo

vigor;

O trabalho esté subdividido em capitulos e cada qual se propde a atender

a um ou mais desses objetivos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricao botanica da espécie e outras consideracoes

Classe Magnoliopsida
Subclasse Rosidae
Ordem Myrtales
Familia Myrtaceae
Subfamilia Myrtoideae
Tribo Myrteae

Subtribo Eugeniinae

Eugenia pyriformis Cambess. (Myrtaceae)

Nomes populares: uvaia, ubaia, uvaieira, uvalha, uvalha-do-campo,
derivando da denominag@o indigena iwa ya, cujo significado é fruto &acido
(Franzon et al., 2004; Leal, 2005; Lorenzi, 2002).

Sinonimia botanica: Pseudomyrcianthes pyriformis (Camb.) Kausel,
Eugenia foliosa (Kunth) DC, Eugenia turbinata O. Berg., Eugenia dumicola
Barb Rodr. (Lorenzi, 2002). Segundo Donadio et al. (2002), existem duas
variedades: E. pyriformis var. uvalha e E. pyriformis var. argentea, com 0O
mesmo nome comum, que outros autores tratam como duas espécies
individualizadas, E. pyriformis e E. uvalha (Costa, 2004; Scalon et al., 2004).
No entanto, a espécie valida é E. pyriformis (M.L. Raseira, comunicac¢io
pessoal).

Relagoes taxonomicas: Costa (2004) apresenta uma ampla discussio
das diversas subdivisdes dos tdxons reconhecidos em Myrtaceae por diferentes

autores ao longo do tempo.



Caracteristicas morfologicas: espécie arbérea de porte mediano (6-13
m), dotada de copa arredondada (Figura 1A). Folhas opostas, glabras,
subcoridceas, de cor rdseo-avermelhadas quando jovens e com face inferior
densamente sericea, comprimento de 4 a 7 cm. Flores solitarias brancas
hermafroditas, tetrimeras e com grande nimero de estames (Figura 1B). Frutos
do tipo baga, globosos, com epicarpo delgado e aveludado e polpa carnosa de
cor amarela ou alaranjada (Figura 1C). Geralmente t€m de 1 a 3 sementes.
Tronco geralmente ereto, com casca fissurada e descamante (Figura 1D)
(Lorenzi, 2002).

Distribuicio geografica: desde Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul, na
floresta semidecidua do planalto e da bacia do Rio Parand, sendo ocasionalmente
cultivada em quintais e chécaras. Segundo Donadio et al. (2002), a espécie
também € nativa do Paraguai e Argentina. A espécie € citada em um estudo de
etnobotanica no Paraguai (Theodoluz et al., 1988).

Informacdes ecologicas: o crescimento € relativamente rdpido e sua
frutificacdo precoce (Andrade & Ferreira, 2000). Planta semidecidua, heliéfila,
seletiva higréfita e comum no sub-bosque das matas de pinhais (Lorenzi, 2002;
Nascimento et al., 2001; Rondon Neto et al., 2002).

Madeira: moderadamente pesada, dura, resistente, de textura média e de
longa durabilidade natural, é empregada para moirdes, postes, estacas, lenha e
carvao (Lorenzi, 2002).

Utilidade: seus frutos sao consumidos por diversas espécies de passaros;
para consumo humano podem ser utilizados in natura ou em forma de sucos,
sorvetes, geléias e doces. A drvore tem caracteristicas ornamentais, sendo
recomendada para paisagismo e reflorestamento de dreas degradadas. Produtores
de bonsai t€m utilizado a espécie devido ao seu aspecto estético (Franzon et al.,

2004; Leal, 2005; Lorenzi, 2002).



Conservacao: a espécie vem sendo conservada no Banco Ativo de
Germoplasma de fruteiras nativas da Embrapa Clima Temperado-CPACT, onde
tem sido estudada para desenvolver um sistema de produg¢do que permita o
cultivo em escala comercial e, talvez, a implantacio de um programa de
melhoramento genético (Franzon et al., 2004).

Fenologia: Em Jaboticabal, SP, a espécie floresce de agosto a setembro;
no Pantanal, ocorre até novembro, mas, por outro lado, no sul do pais, a floragdo
¢ mais tardia, podendo se estender até fevereiro. O desenvolvimento do botdo é
lento (mais de 40 dias), mas a fase de flor aberta é de apenas 2 dias. O tempo
entre a abertura da flor e o inicio do desenvolvimento do fruto é de 8 a 9 dias e
nesse periodo ocorre a abscisdo das pegas florais. O desenvolvimento dos frutos
¢é rdpido e o tempo entre a antese e a maturacdo é de, aproximadamente, 21 dias,
na regido de Pelotas, RS (Donadio et al., 2002; Franzon et al., 2004).

Producao de mudas: ¢ dificultada pelo curto perfodo de disponibilidade
das sementes, geralmente de setembro a novembro no Sudeste (Mattos 1956,
citado por Andrade & Ferreira, 2000; Lorenzi, 2002).

Sementes: um kg contém 1.170 sementes, que apresentam curta
longevidade, recomendando-se seu plantio logo apds o despolpamento dos frutos
(Lorenzi, 2002). Tém embrido globoso, branco-leitoso sem diferenciagdo
aparente entre o eixo embriondrio e os cotilédones (Barroso, 2002), tegumento
delgado coridceo de coloragdo parda.

Nilmero cromossdomico: em Myrtaceae, o ndmero cromossdmico
hapldide é 11, com ocorréncia de poliploidia em algumas espécies (Rye, 1979).
Segundo Costa (2004), a populagdo de E. pyriformis analisada apresenta
triploidia (2n= 33) em Assis, SP; por outro lado E. uvalha é dipléide (2n= 22),
em Itirapina, SP. O material usado neste trabalho estd sendo investigado e as

primeiras evidéncias indicam que ¢é dipldide.



Metabolismo secundario: o 6leo essencial obtido de folhas é rico em

hidrocarbonetos sesquiterpénicos (Apel et al., 2004).

FIGURA 1. Aspectos gerais de Eugenia pyriformis Camb. (A) Copa da arvore
em fase de frutificagdo. (B) Ramo com flores e frutos em
desenvolvimento. (C) Fruto em fase de maturacdo. (D) Casca da
arvore. Lavras, MG, 2006.



2.2 A importincia da agua

A 4gua é uma necessidade universal para a vida, sendo o componente
mais abundante em todas as células ativas. Ela € essencial para o metabolismo e
todos os organismos precisam obté-la para sobreviver, tendo diferentes func¢des
que sdo prejudicadas quando € perdida (Alpert & Oliver, 2002; Walters, 2000).

As bridfitas, geralmente, sdo capazes de tolerar dessecacdo no estado
vegetativo, mas, entre as plantas vasculares, essa tolerdncia € rara. As sementes,
graos de pdlen e esporos, por outro lado, sdo, geralmente, tolerantes a
dessecacdo (Proctor & Tuba, 2002), mas diversas espécies apresentam sementes

sensiveis (Dickie & Pritchard, 2002; Farnsworth, 2000).

2.3 Como classificar as sementes?

As sementes tolerantes a dessecacdo sdo denominadas ‘ortodoxas’ e
podem ser armazenadas por longos periodos com reduzido grau de umidade e
baixas temperaturas, inclusive abaixo do ponto de congelamento. Elas
reassumem seu metabolismo prontamente quando sdo reidratadas e condicdes
apropriadas para a germinacdo sdo fornecidas. As sementes ‘recalcitrantes’, por
outro lado, s@o sensiveis a danos por dessecacdo, sendo dispersas com elevado
contetido de dgua e permitindo armazenamento por periodos curtos e geralmente
em temperaturas superiores a 10-15°C (King & Roberts, 1982; Roberts, 1973).

Os termos “homoiohydrous” e “poikilohydrous” foram propostos em
substituicdo aos termos recalcitrantes e ortodoxas, respectivamente (Berjak et
al., 1990; 1992). Neves (1994) discute a inconveniéncia do termo recalcitrante,
mas parece que este ultimo consagrou-se pelo uso da comunidade cientifica
(Barbedo & Bilia, 1998; Berjak & Pammenter, 2002; Bewley & Black, 1994;
Drew et al., 2000; Farnsworth, 2000; Greggains et al., 2001; Maluf et al., 2003;



Steadman et al., 1996; Tommasi et al., 1999; von Teichman & van Wyk, 1994).
Alguns autores ddo preferéncia ao termo ‘sensiveis a desseca¢do’ (Chandel et
al., 1995; Tweddle et al., 2003).

A classificacdo das sementes nao se limita a esses dois grupos, pois Ellis
et al. (1990) propuseram um terceiro grupo: as sementes intermedidrias, as quais
sobrevivem a dessecag@o, mas sdo sensiveis a baixa temperatura.

Bonner (1990) propds uma classificagdo compreendendo 4 tipos de
sementes, de acordo com a origem geografica e a tolerincia a dessecagao:

(a) ortodoxas verdadeiras toleram secagem abaixo de 10% de teor de 4gua,
podem ser submetidas a temperaturas abaixo de zero e t€m longevidade
superior a 50 anos ou mais, em condi¢des 6timas de armazenamento. Este
grupo inclui espécies de clima temperado e tropical,

(b) subortodoxas, que podem ser armazenadas nas mesmas condi¢cdes do
grupo anterior, porém, a longevidade médxima é de 6 anos.

(c) recalcitrantes de clima temperado que sdo sensiveis a dessecagdo, mas
podem ser armazenadas por periodos de 12 a 30 meses a temperaturas
préximas do ponto de congelamento, com a possibilidade de trocas
gasosas;

(d) recalcitrantes de clima tropical também devem ser armazenadas em
condigdes de alta umidade relativa, com trocas gasosas, porém,
apresentam maior sensibilidade a baixas temperaturas.

Estas categorias sdo consideradas arbitrdrias por alguns autores que
sugerem a existéncia de um gradiente de recalcitrancia (Berjak & Pammenter,
2002; Farrant et al., 1988). Walters (2000) apresenta evidéncias de que a
recalcitrincia € quantitativa e podem ser definidos potenciais hidricos criticos.

Aparentemente a discussdo ndo se esgotou, pois Farrant et al. (1997)
propuseram uma classificacao em trés grupos, mas usando critérios diferentes de

Ellis et al. (1990):



(a) grupo I corresponderia as espécies genuinamente ortodoxas, que
completam seu programa de desenvolvimento antes da dispersdo, sendo
necessdria e indispensdvel a secagem ao final da maturagao;

(b) grupo II compreende as espécies que tem seu programa de
desenvolvimento interrompido pela dispersdo, mas ocorre algum nivel de
secagem; neste grupo incluem-se as “recalcitrantes” de clima temperado
que tem alguns dos mecanismos de tolerdncia a dessecagdo e as
“intermedidrias” da classificagcao de Ellis et al. (1990);

(c) grupo III, por outro lado, incluiria as sementes genuinamente
recalcitrantes, que continuam a acumular matéria seca até a dispersao e
ndo apresentam reducdo de atividade metabdlica, nem do contetido de
dgua.

Realmente, hd diferencas entre as sementes recalcitrantes de clima
temperado e tropical, pois as primeiras podem apresentar dorméncia e a
exposicdo a temperaturas baixas (2°C a 5°C) pode ser necessdria para superagao
da dorméncia (Tompsett & Pritchard, 1993; 1998), enquanto as recalcitrantes
tropicais ndo podem ser secas e sofrem injuria pelo frio a temperaturas abaixo de
10°C a 15°C, dependendo da espécie (King & Roberts, 1982; Ferreira & Gentil,
2003; Lin et al., 2005; Roberts, 1973; Schmidt, 2000).

Desde a conceituagdo dos termos ‘ortodoxo’ e ‘recalcitrante’ para
descrever o comportamento das sementes durante o armazenamento (Roberts,
1973), houve um grande interesse no entendimento das causas da recalcitrancia
(Black & Pritchard, 2002; Farnsworth, 2000; Farrant et al., 1988; 1993; Oliver et
al., 2001; Ouedraogo et al., 1996; Pammenter & Berjak, 1999; Tommasi et al.,
1999; Vertucci & Farrant, 1995), das maneiras de remediar os danos de secagem
(Berjak & Mycock, 2004; Osborne et al., 2002; Pammenter et al., 1998; Peran et
al., 2004) e das técnicas de conservagdo de germoplasma dessas espécies (Berjak

et al., 2000; Krishnapillay & Engelmann, 1996).

10



As condicdes ideais para o armazenamento de sementes ortodoxas sdo
freqlientemente letais para sementes recalcitrantes (Barbedo & Marcos Filho,
1998; Ellis, 1984; Neves, 1994). Até hoje ndo existe recomendacio conclusiva a
respeito da conservagdo de sementes recalcitrantes (Maluf et al., 2003), apesar
da realizacdo de pesquisas com diferentes abordagens em todo o mundo
(Andrade et al., 2003; Andrade & Ferreira, 2000; Barbedo & Cicero, 2000;
Berjak et al., 1992; Drew et al., 2000; Farrant et al., 1986; Goldbach, 1979;
Oliveira & Valio, 1992; Pammenter et al., 1984; Pammenter et al., 2002; Santos,
2000; Scalon et al., 2004).

A técnica de criopreservacdo tem sido aplicada com varidvel sucesso
para sementes recalcitrantes de diferentes espécies (Assy-Bah & Engelmann,
1992; Beardmore & Whittle, 2005; Chandel et al., 1995; Fu et al., 1990;
Gonzalez-Benito et al., 2002; Janeiro et al., 1996; Normah et al., 1986; Peran et
al., 2006; Wesley-Smith et al., 2004), sendo também aplicidvel a sementes
ortodoxas (Salomao, 2002; Wood et al., 2003).

Um fator que contribui para a variagdo de resposta das sementes
recalcitrantes a desidratag@o € a velocidade de secagem. Geralmente, a secagem
mais rdpida permite tolerincia a um conteido de dgua mais baixo por essas
sementes (Berjak & Pammenter, 1997; Liang & Sun, 2000; Pammenter et al.,
1991; 1998; Pritchard, 1991). Varios processos podem estar envolvidos na perda
de viabilidade durante a dessecagcdo. A secagem rdpida tem sido usada para
minimizar esses danos em eixos embriondrios isolados ou em sementes inteiras
(Berjak & Pammenter, 2000; Berjak & Mycock, 2004; Bonner, 1996; Farrant et
al., 1985; Finch-Savage, 1992; Leprince et al., 1990; 1993; Pammenter et al.,
1998; Pritchard, 1991; Vertucci & Farrant, 1995).

Observa-se a ocorréncia de danos subcelulares resultantes da dessecagao
e do armazenamento de sementes recalcitrantes (Berjak & Pammenter, 2000;

Farrant et al., 1986). Esses e outros autores observaram, ainda, que alteracdes
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ultra-estruturais relacionadas com a germinagdo ocorrem durante o

armazenamento (Farrant et al., 1989; Pammenter et al., 1984).

2.4 Grupo ecologico x tipo de semente

As caracteristicas fisioldgicas das sementes determinam a possibilidade
de sua conservagdo ex sifu. Normalmente, o comportamento fisioldgico das
sementes tem relacdo com o ambiente no qual sdo dispersas, mas a longevidade
em condi¢des de laboratdrio nem sempre se correlaciona com a persisténcia das
sementes na natureza (Ferraz et al., 2004; Vazquez-Yanes & Orozco Segovia,
1993).

Hong et al. (1996) realizaram um amplo levantamento do
comportamento das sementes para fins de armazenamento, incluindo cerca de
7.000 espécies pertencentes a 2.000 géneros e 251 familias botanicas. Dentre as
espécies compiladas por esses autores, 3% sdo certamente recalcitrantes e 4%,
provavelmente, também sdo recalcitrantes, mas diante da diversidade das
florestas tropicais, a literatura ainda é deficiente em relagdo a esse aspecto.

Farnsworth (2000) apresenta uma lista de 195 espécies com sementes
recalcitrantes ou viviparas, as quais representam uma amostra das sementes
recalcitrantes. De modo geral, as espécies com sementes recalcitrantes sdo
lenhosas (Figura 2), compreendendo 86% das espécies apresentadas por
Farnsworth (2000). Num estudo realizado com espécies madeireiras na
Amazo6nia, verificou-se que sementes recalcitrantes estdo presentes em, ao
menos, 70% das arvores (Ferraz et al., 2004).

Com relag@o ao clima e a distribuicdo geografica, 90% das espécies
listadas por Farnsworth (2000) estdo distribuidas em regides ndo sujeitas a

temperaturas de congelamento (Figura 2).
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FIGURA 2. Distribuicdo de sementes recalcitrantes e viviparas, em funcio do
habito das plantas, distribuicdo geografica e habitat. Fonte:
Farnsworth (2000).

Segundo Hong & Ellis (1996), nem todas as espécies nativas de
ambientes imidos possuem sementes recalcitrantes, no entanto, apenas 18% das
espécies apresentadas por Farnsworth (2000) ndo estdo claramente associadas
com esse tipo de ambiente (Figura 2). Elas sdo raras em regides de pluviosidade
reduzida, mas, nesse caso, a dispersdo das sementes precisa estar sincronizada
com a época mais Umida do ano; por outro lado a dispersdo de sementes
ortodoxas pode ou ndo coincidir com esse periodo (Pritchard et al., 2004). Um
estudo desse aspecto foi realizado para a vegetacdo de restinga (Zamith &
Scarano, 2004) e seria revelador para a regido do Cerrado e da Caatinga.

A composi¢do do banco de sementes varia em funcdo das estacdes do
ano, da dispersdo das sementes, da longevidade dos didsporos e da composicao
floristica da vegetacdo (Almeida-Cortez, 2004; Marimon & Felfili, 2006).

As sementes ortodoxas, geralmente, sdo capazes de formar um extenso
banco de sementes no solo, que pode persistir por décadas. No entanto, em solos
umidos, a deterioracdo é grandemente acelerada e nesse caso, as pressdes

seletivas favorecem as sementes recalcitrantes, que germinam prontamente
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(Dickie & Pritchard, 2002; Schmidt, 2000). Normalmente, essas espécies
formam bancos de plantulas no sub-bosque, como estratégia de regeneragdo.
Diversas espécies climax apresentam comportamento recalcitrante, enquanto as
pioneiras sdo ortodoxas (Carvalho et al., 2006; Ferraz et al., 2004; Kageyama &
Viana, 1989; Pammenter & Berjak, 2000; Pina-Rodrigues et al., 1990). Ha,
portanto, uma associacdo entre o nicho ecolégico ocupado pela planta e o

comportamento fisioldgico de suas sementes (Hong & Ellis, 1996).

2.5 Mecanismos de tolerancia a dessecacio

Diversos mecanismos podem ser relacionados a capacidade de tolerar a
dessecacdo em tecidos vivos e existem semelhancgas entre bridfitas, liquens,
plantas de ressurrei¢do, esporos, grdos de pdlen e sementes. Animais
invertebrados com essa capacidade também foram observados. De modo geral, o
metabolismo diminui durante a perda de 4gua e € restabelecido com a
reidratacdo (Alpert & Oliver, 2002; Scott, 2000). As sementes recalcitrantes
geralmente ndo apresentam essa reducdo de metabolismo, antecedendo a
dispersdo (Pammenter & Berjak, 1999).

As plantas de ressurreicio sdo notdveis em sua caracteristica de
permanecer vivas no estado desidratado (Scott, 2000); essa tolerancia é induzida
pelo ambiente, enquanto, em sementes ortodoxas, a inducdo ocorre durante o
desenvolvimento e € perdida durante a germinagdo (Alpert & Oliver, 2002;
Bartels & Salamini, 2001; Berjak et al., 1992; Bewley & Black, 1994; Farrant et
al., 1986; Galau et al., 1991; Ingram & Bartels, 1996; Phillips et al., 2002). Por
isso, as sementes ortodoxas germinadas t€m sido utilizadas como modelos
experimentais para compreender as recalcitrantes (Farrant et al., 2004).

A presenca de grandes vacuiolos nas células € um claro indicador de

recalcitrincia, pois nesse caso, a perda de dgua resulta em extensos danos
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mecanicos. Em sementes ortodoxas, os vaciolos sdo preenchidos com reservas
durante o desenvolvimento. Segundo Walters (2000), este € um dos primeiros
niveis de aquisicao de tolerancia.

A capacidade de acumular acticares ¢ uma das adaptacdes relacionadas
com a tolerancia a dessecacdo. O contetido de oligossacarideos correlaciona-se
positivamente com a aquisi¢do de tolerancia a dessecacdo, enquanto o de
monossacarideos correlaciona-se negativamente com essa caracteristica (Bailly
et al., 2001; Black et al., 1999; Horbowicz et al, 1995; Sinniah et al., 1998).
Esporos, leveduras e animais microscdpicos acumulam trealose, enquanto pdlen,
sementes em desenvolvimento e plantas de ressurreicdo contém sacarose e
oligossacarideos, tais como rafinose e estaquiose (Scott, 2000; Sun & Leopold,
1997). A concentracdo de oligossacarideos foi usada para o diagndstico da
categoria de armazenamento das sementes, indicando que uma elevada razdo
entre a concentracdo de oligossacarideos e sacarose ¢ um bom indicador da
tolerdncia a dessecagdo (Steadman et al., 1996), embora, em algumas sementes
recalcitrantes, seja observado o acimulo desses acticares (Li & Sun, 1999).

Evidéncias experimentais indicam que os agicares evitam a fusdo de
lipossomos in vitro (Hincha et al., 2003; Hoekstra et al., 1989). Supde-se que os
acucares tém a propriedade de estabilizar enzimas e estruturas celulares na
auséncia de dgua, substituindo-a durante a desseca¢do. Assim, minimizam-se 0s
danos durante a desidratacdo e a reidratacdo. O processo € denominado
vitrificacdo e resulta em um elevado empacotamento e uma reduzida mobilidade
molecular, fornecendo estabilidade para a sobrevivéncia a longo prazo em
estado dessecado (Buitnik et al., 2002; Buitink & Leprince, 2004; Hoekstra et
al.,, 2001; Sun & Leopold, 1997). As sementes recalcitrantes perdem sua
viabilidade em contetidos de 4gua, nos quais o estado vitreo ainda ndo se
estabeleceu, observando-se extensos danos de membranas, os quais podem ser

avaliados pela lixiviagdo de solutos (Andrade & Ferreira, 2000; Becwar et al.,
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1982; Kohama et al., 2006; Oliveira & Valio, 1992; Valio & Ferreira, 1992;
Walters et al., 2002).

Foi observado que temperaturas baixas podem induzir a sintese de
actcares e polidlcoois em tecidos de invertebrados, os quais contribuem para
uma tolerincia cruzada ao frio e a dessecacdo (Bayley et al., 2001). Esse
mecanismo também € funcional em sementes ortodoxas e, talvez, explique a
sensibilidade simultanea a dessecagdo e a baixa temperatura em muitas sementes
recalcitrantes (Sun, 1999).

Diversas proteinas sdo sintetizadas em resposta a dessecacdo. As
proteinas de choque de térmico (“heat shock proteins”, HSP) ocorrem em
organismos tolerantes, desde invertebrados, grdos de pdlen, plantas de
ressurreicdo e sementes ortodoxas (Alpert & Oliver, 2002; Bayley et al., 2001;
Buitnik et al., 2002; Ingram & Bartels, 1996; Kermode & Finch-Savage, 2002).
Nas plantas, as HSP sdo de baixo peso molecular (15 kDa a 42 kDa) e sua
expressdo ¢ aumentada durante o desenvolvimento da semente em resposta ao
dcido abscisico (ABA). Algumas HSP estdo envolvidas na manutengcdo da
estrutura tridimensional das proteinas, exercendo a funcdo de chaperonas (Alpert
& Oliver, 2002; Buitnik et al., 2002; Lindquist & Craig, 1988). Algumas delas
foram localizadas no nicleo celular, no cloroplasto ou nas mitocondrias
(Lindquist & Craig, 1988; Logan et al., 2001; Taiz & Zeiger, 1998).

Um segundo grupo de proteinas estd relacionado com a tolerancia a
dessecacdo em plantas de ressurrei¢do, sementes ortodoxas, leveduras e graos de
polen; sdo as deidrinas ou LEA proteinas (late embryogenesis abundant
proteins), cuja expressdo, ao final do desenvolvimento embriondrio das
sementes, coincide com a aquisicdio de tolerdncia a dessecacdo. Sao
reconhecidos alguns grupos de LEA proteinas, que se assemelham entre si pela
grande proporcdo de aminodcidos hidrofilicos e pela sua resisténcia a

denaturacdo. Vdrios genes foram isolados e clonados, sendo responsivos ao
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ABA. Possivelmente, as LEA proteinas desempenham um papel importante na
manutencdo da estabilidade de enzimas e do DNA durante a dessecacdo e,
talvez, durante a reidratacdo (Bartels & Salamini, 2001; Buitnik et al., 2002;
Hoekstra et al., 2001; Hughes & Galau, 1991; Kermode & Finch-Savage, 2002;
Ma et al., 2005; Mao et al., 1995; Oliver et al., 2001; Phillips et al., 2002; Scott,
2000; Sinniah et al., 1998; Sun et al., 1998).

Wise & Tunnacliffe (2004) sugerem que ao menos as LEA proteinas do
grupo 3 fazem parte do citoesqueleto. Geralmente, as sementes recalcitrantes
ndo apresentam essas proteinas, mas existem algumas excegdes, principalmente
em clima temperado (Farrant et al., 1996; Gregains et al., 2000). Observa-se
uma acdo sinérgica entre as proteinas e os oligossacarideos na estabilizagdao do
estado vitreo (Wolkers et al., 2001). Elas tendem a dobrar-se de maneira
ordenada a medida que ocorre a dessecacio ou a reducdo de temperatura (Goyal
et al., 2003; Soulages et al., 2002).

Mecanismos antioxidantes sdo importantes para a tolerdncia a
dessecagdo, pois processos oxidativos tendem a aumentar durante a dessecacao.
Em sementes recalcitrantes, a perda de viabilidade correlaciona-se com a queda
de atividade do sistema antioxidantes e o actimulo de radicais livres (Li & Sun,
1999; Vertucci & Farrant, 1995). Em sementes ortodoxas maduras,
provavelmente, predominam a glutationa, o ascorbato e o tocoferol como
antioxidantes, pois as enzimas permanecem inativas no tecido seco. Uma
conseqiiéncia do acimulo de radicais € a peroxidagao de lipideos (Bailey et al.,
2001; Buitnik et al., 2002; Farrant et al., 2004; Greggains et al., 2001; Leprince
et al., 1990; Oliver et al., 2001; Pdcsi et al., 2004; Tommasi et al., 1999).

A reidratacdo é uma etapa crucial para a sobrevivéncia de organismos
desidratados. Estudos de dano de embebicdo e da taxa de reidratacdo tém

revelado resultados interessantes, pois sementes ortodoxas devem ser embebidas
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lentamente, enquanto as recalcitrantes sobrevivem melhor se a reidratagdo for

répida (Osborne et al., 2002; Peran et al., 2004).

2.6 A recalcitrancia é um carater primitivo?

A discussao da tolerancia a dessecacdo num contexto evolutivo depende
de um amplo levantamento da sensibilidade a desseca¢do em um grande niimero
de familias e espécies botanicas. Tweddle et al. (2002) examinaram cerca de
8.000 espécies de espermatoéfitas, tendo observado que mais de 90% delas tem
sementes tolerantes a dessecacdo. H4 divergéncias quanto a classificacdo de
algumas espécies e novos estudos sdo necessarios.

A aquisicdo da tolerincia a dessecagdo em tecidos vegetativos coincide
com a colonizacdo do ambiente terrestre ha cerca de 500 milhdes de anos,
sugerindo que esta caracteristica € ancestral e foi perdida e readquirida indmeras
vezes ao longo da evolucdo (Dickie & Pritchard, 2002).

A maioria das espécies atuais de Gimnospermas tem sementes
ortodoxas. As familias com maior presenca de recalcitrantes sdo as
Araucariaceae e as Podocarpaceae, no entanto, ndo é possivel inferir essa
caracteristica a partir do registro fossil (Alpert & Oliver, 2002; Dickie &
Pritchard, 2002; Farrant et al., 1989).

Andlises de DNA sugerem que o ancestral das Angiospermas deve ter
sido uma planta herbicea com sementes pequenas, para as quais a tolerancia a
dessecacdo seria um carater adaptativo (Dickie & Pritchard, 2002). No entanto,
evidéncias anatomicas indicam que a sensibilidade a dessecacdo € o carater
primitivo, a0 menos para as sementes das dicotiledoneas (von Teichman & Van
Wyk, 1991; 1994), mas parece ndo haver relagdo filogenética entre as espécies
atuais com sementes recalcitrantes (Pammenter & Berjak, 2000). Elas sdo

particularmente abundantes entre as Laurales e Magnoliales que fazem parte do
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grupo basal. Entre as monocotiledoneas, ocorrem em vdrias ordens, sendo mais
notdvel a sua presenca em Arecales. No grupo das Eurosidae, sdo freqiientes em
Malvales e Sapindales, mas também ocorrem em outras ordens. Nas Asteridae,
sdo freqiientes apenas em Ericales. Ao se examinar a distribuicdo de sementes
recalcitrantes em relacdo as familias, verifica-se que algumas t€ém maior
freqiiéncia do fendmeno, como no caso extremo de Fagaceae com mais de 80%
das espécies nessa categoria (Dickie & Pritchard, 2002).

Dentre as familias predominantemente tropicais e subtropicais,
destacam-se as Lauraceae, Sapotaceae, Moraceae e Myrtaceae, as quais tém
grande representatividade na flora brasileira e um ntiimero significativo de
espécies com sementes recalcitrantes (Davide et al., 2003; Dickie & Pritchard,
2002; Joly, 1979; Judd et al., 2002; Sautu, et al., 2006).

O estudo para espécies nativas do Brasil tem revelado inimeras delas,
cujas sementes sdo recalcitrantes (Andrade & Ferreira, 2000; Anjos & Ferraz
1999; Barbedo et al., 1998; Barbedo & Cicero, 2000; Bilia et al., 1999; Bulow et
al., 1994; Delgado, 2006; Faria et al., 2004; Farias Neto et al., 1991; Ferreira &
Gentil, 2003; Kohama et al., 2006; Maluf et al., 2003; Martins et al., 1999; 2000;
2003; Oliveira & Valio, 1992; Valio & Ferreira, 1992).

Este estudo pretende oferecer uma contribuicio ao conhecimento de
Myrtaceae com relagcdo a recalcitrancia. Foram compilados dados de algumas
espécies de Eugenia que ocorrem no Brasil. Dentre as espécies listadas na tabela
1, verifica-se a curta longevidade das sementes, estando de acordo com o estudo
de Delgado (2006), que observou recalcitrancia em todas as espécies de Eugenia
analisadas. A dispersdo das sementes ocorre no periodo mais chuvoso do ano
(Brasil, 1992), com a fenologia ajustada as varia¢des de disponibilidade de dgua,
do mesmo modo que outras espécies recalcitrantes de clima marcadamente

sazonal (Pritchard et al., 2004).
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TABELA 1. Caracteristicas gerais de espécies de Eugenia (Myrtaceae) e longevidade das sementes em diferentes
condi¢des de armazenamento.

. Nomes Epoca de Epoca de . . Viabilidade das Referé
Espécies vulgares floracéio fratificacio Habito Ambiente sementes no ncias
armazenamento
E. bracteata Cerejeira, SI SI Arvore Mata semi- SI Paula et al.
(Vell.) DC. grao-de-galo decidua, mata (1996)
ciliar
E. brasiliensis Grumixama  Set.-nov. Nov-dez Arvore Mata pluvial 180 dias com 10* M Goldbach (1979)
Lam. atlantica de ABA, a 15°C
E. calycina Pitanga-do- SI Out.-nov.  Subarbusto Cerrado, matas 21 dias em saco de Bulow et al.
Camb. cerrado, ciliares papel, a 10°C .(1994);
pitanga- Silva et al.
vermelha (2001)
E. dysenterica Cagaiteira Ago.-set. Out-nov, Arvore Cerrado ss, 175 dias, a 5°C, em Andrade et al.
DC. mesotrofico e sacos de polietileno (2003)
distréfico microperfurados
E. florida DC.=  Guamirim, Jul.-dez. Nov.-dez. Arvore Mata galeria, Zero ap6s 90 dias, a Carvalho ?t ?1-
E. gardneriana gumirim, mata meséfila, 5°C, em filme de (2006); Oliveira
Berg pimenteira cerraddo e polietileno & Paula (2001);
vegetagio semipermedvel Ressel et al.
secunddria (2004)
E. handroana Pitanga-do- SI Set.-out. Arvore SI Zero ap6s 90 dias,a  Carvalho et al.
D. Legrand.= mato, 5°C, em filme de (2006);
E. pleurantha cafezinho polietileno Masetto (2005)
semipermedvel

ABA = acido abscisico
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TABELA 1. continuagdo.
. Nomes Epoca de Epoca de . . Viabilidade das .
Espécies vulgares floragio  frytificacio Habito Ambiente sementes no Referéncias
armazenamento
E. involucrata Cerejeira-do- Set.-nov. Out.-dez. Arvore Mata de 120 dias, a 8°C,em  Maluf et al.
DC. rio-grande altitude, sacos de polietileno (2003)
pinhais microperfurados
E. klotzchiana Péra-do- Set. Jan. Arbusto Cerrado ss, SI Silva et al.
0. Berg cerrado, campo sujo (2001)
cabacinha-
do-campo
E. lutescens Perinha, SI Set.-nov. Arbusto Cerrado SI Silva et al.
Camb. uvaia, (2001)
pitomba
E. pyriformis Uvaia Ago.-set. Set.-nov. Arvore Mata semi- 60 dias, a 5°C, e 90%  Andrade &
Camb. decidua de UR em camara Ferreira
fria (2000)
E. uniflora L. Pitanga Ago.-nov. Out.-jan. Arbusto/Arvore Restinga e SI Lorenzi
cultivada (2002)
E. uvalha Camb. Uvaia Ago.-set. Outubro Arvore Mata 120 dias, a 13°C, em  Scalon et al.
gigante frascos plasticos com (2004)

tampa

SI = sem informagao

UR = umidade relativa de armazenamento
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2.7 Consideracoes finais

A sensibilidade a dessecacdo representa um desafio para a conservacao
ex situ das espécies. A necessidade de formacdo de bancos de germoplasma tem
incentivado a pesquisa de métodos inovadores de conservacdo (Salomao, 2002).

Muiltiplos mecanismos participam da tolerincia a dessecacdo, mas
existem semelhangas fisiologicas e bioquimicas entre os diferentes organismos
analisados. Existem duvidas com relacdo ao papel dos oligossacarideos na
aquisi¢@o da tolerincia e a alteracdo da expressao génica durante a dessecacio,
entre outros aspectos (Black et al., 2002). Ou seja, ainda hd muito a ser
compreendido. Novas técnicas e abordagens podem ser necessdrias.

O estudo de aspectos evolutivos e ecoldgicos pode também responder a
algumas questdes, pois as condicdes ambientais impdem limites a distribuicao

das espécies com sementes recalcitrantes e podem representar pressdes seletivas.
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CAPITULO II

COMPOSICAO QUIMICA, CURVA DE EMBEBICAO E EFEITO DA
TEMPERATURA SOBRE A GERMINACAO DE SEMENTES DE
Eugenia pyriformis Camb. (MYRTACEAE)
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1 RESUMO

JUSTO, Cristina Filomena. Composi¢cdo quimica, curva de embebicdo e efeito
da temperatura sobre a germinacdo de sementes de Eugenia pyriformis Camb.
(Myrtaceae). In: . Aspectos fisioldgicos e anatomicos das sementes e do
desenvolvimento inicial de Eugenia pyriformis Camb. 2006. Cap. 2, p. 39-65.
Tese (Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. *

Eugenia pyriformis Camb. € uma espécie arbérea que produz frutos saborosos.
Suas sementes sdo grandes e pouco numerosas. O experimento foi conduzido
com o objetivo de estabelecer sua composi¢do quimica, sua curva de embebicio
e seu desempenho germinativo sob diferentes temperaturas. O teor de dgua das
sementes € alto, indicando recalcitrancia. As sementes de E. pyriformis sao
amildceas. As sementes atingiram elevada porcentagem de germina¢do em todos
os regimes térmicos experimentados (20°C, 25°C, 30°C e 25°C/15°C,
30°C/20°C). Niao foi possivel estabelecer a temperatura minima (7min) e a
temperatura maxima de germinagdo (7max). O maior IVG e tempo médio de
germinacdo ocorreram a 25°C, levando a conclus@o de que esta é a temperatura
6tima de germinagdo da espécie em rolo de papel. Temperaturas alternadas nio
aumentaram a germina¢do. O findice de entropia informacional (£) ndo
discriminou a melhor temperatura de germinag@o. A porcentagem de plantulas
normais e o indice de desenvolvimento das plantulas (IVP) foram maiores a
20°C, enquanto a temperatura inferior para o desenvolvimento inicial das
plantulas foi 30°C, pois se observou deterioracdo dos epicétilos emergidos. O
Tso variou entre 15 e 27 dias. A curva de embebicdo foi obtida a 25°C e
aproxima-se do modelo trifdsico.

* Comité orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (orientador).
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2 ABSTRACT

JUSTO, Cristina Filomena. Chemical composition, imbibition curve and effect
of temperature on germination of Eugenia pyriformis Camb. seeds (Myrtaceae).
In: . Physiological and anatomical aspects of seeds and initial
development of Eugenia pyriformis Camb. seedlings. 2006. Chap. 2, p. 39-65.
Thesis (Doctor degree in Agronomy/Plant Physiology) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG. *

Eugenia pyriformis Camb. is a neotropical tree, with tasteful fruits. Its seeds are
large and scarce. This work was conducted to determinate the chemical
constitution of seeds, the imbibition curve and the germination at different
temperatures. The water content of seeds is high because they are recalcitrant.
Starch is the major stored reserve. The seeds germinated in all experimented
temperatures (20°C, 25°C, 30°C e 25/15°C, 30/20°C). It was not possible to
determine the minimum (7min) and the maximum germination temperature
(Tmax). Maximal germinability was reached in all temperatures. Higher
Maguire’s germination rate index and lower average germination time were seen
at 25°C, so this temperature was considered the best for germination of this
species in paper rolls. Alternate temperatures do not improve germination.
Values of informational entropy (£) could not be used to distinguish the best
temperature. More normal seedlings were obtained at 20°C and development
rate was higher at this temperature too. 30°C was the worst temperature for
initial seedling development, because epicotiles deteriorated. Ts, ranged between
15 and 27 days. Imbibition curve is fairly triphasic.

* Guidance committee: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga (Adviser).
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3 INTRODUCAO

Eugenia pyriformis Camb. é uma espécie arbdrea de porte mediano que
ocorre naturalmente desde Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul, sendo
ocasionalmente cultivada em quintais e chécaras. Seu crescimento é
relativamente répido e sua frutificacdo é precoce (Andrade & Ferreira, 2000). E
conhecida popularmente como uvaia, ubaia, uvalha, derivando da denominacao
indigena iwa “ya, cujo significado € fruto acido (Lorenzi, 2002; Franzon et al.,
2004; Leal, 2005). Seus frutos s@o muito atraentes devido a coloragdo amarela
ou alaranjada e podem ser consumidos in natura ou na forma de sucos, sorvetes,
geléias e doces (Franzon et al., 2004).

As suas plantas resistem bem a doencas e sua madeira dura tem sido
empregada regionalmente para a produ¢do de moirdes, estacas, postes, lenha e
carvdo (Lorenzi, 2002). Produtores de bonsai t€ém usado a espécie por causa de
suas folhas pequenas e aspecto estético (Leal, 2005). A produ¢do de mudas de E.
pyriformis é dificultada pelo curto periodo de disponibilidade das sementes,
geralmente de setembro a novembro, no sudeste do Brasil (Andrade & Ferreira,
2000; Lorenzi, 2002). O nimero de matrizes disponiveis, geralmente, também ¢é
pequeno (Silva et al., 2003). As sementes apresentam baixa longevidade,
recomendando-se seu plantio logo apds o despolpamento dos frutos (Lorenzi,
2002).

Testes de germinacdo sob diferentes temperaturas e substratos foram
realizados por Barbosa et al. (1990) para E. uvalha Meng. Em outros estudos, a
germinacdo foi realizada a 30°C (Silva et al.,, 2003), em regime térmico
alternado de 20°C-30°C (Andrade & Ferreira, 2000) ou em temperatura nao
controlada (Scalon et al., 2004). Em cada caso foi usado um substrato diferente,

com variado desempenho.
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A germinagdo em rolo de papel permite um acompanhamento constante
e visualizacdo facilitada da germinacdo e do desenvolvimento das plantulas
(Brasil, 1992). Estudos com esse tipo de substrato foram realizados com
sementes de E. brasiliensis Lam. (Kohama et al., 2006) e E. involucrata DC.
(Barbedo et al., 1998; Maluf et al., 2003).

A germinagdo de sementes é um processo metabdlico que se inicia com
a embebicdo de dgua pelas sementes e culmina com a protrusdo da radicula
(Bewley & Black, 1994). A germinagdo depende de trés fatores principais:
disponibilidade de dgua, de oxigénio e de temperatura adequada, exercendo esta
dltima um efeito significativo sobre a germinagdo de sementes de espécies
arboreas (Medeiros-Silva et al., 2002), com reflexos sobre a germinagdo total
(Ferraz-Grande & Takaki, 2001), a velocidade de germinagdo (Baptista de
Carvalho et al.,, 2001; Socolowiski & Takaki, 2004) e a sincronizacdo da
germinacdo (Nassif & Perez, 2000). Para algumas espécies, a luz também é um
fator indutor da germinacdo (Ferreira, 2004; Zaidan & Barbedo, 2004).

A germinacdo e o desenvolvimento de uma plantula dependem das
reservas disponiveis, as quais variam em funcdo do tamanho das sementes e da
sua composi¢do quimica. Trés tipos bdsicos de reservas sdo freqiientemente
encontrados em sementes: carboidratos, proteinas e lipideos. A propor¢do desses
componentes varia muitissimo, geralmente com o predominio de um deles
(Bewley & Black, 1994; Buckeridge et al., 2004; Melo et al., 2004). Os
carboidratos podem ser subdivididos em agucares soldiveis, amido e
polissacarideos de parede (Buckeridge et al., 2004).

Diferentes componentes da semente tém variada afinidade pela dgua.
Assim, as sementes ricas em proteinas ou amido t&ém um conteiddo mais alto de
dgua do que sementes com elevado conteido de lipideos, os quais estdo sujeitos
a oxidagdo, reduzindo a longevidade de sementes oleaginosas (Bewley & Black,

1994; Harrington, 1972; Schmidt, 2000; Villela & Peres, 2004).
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A caracterizacdo da composi¢cdo quimica das sementes pode auxiliar na
producdo de mudas de alta qualidade (Marcos-Filho, 2005) e no estabelecimento
do potencial de armazenamento das sementes (Freitas et al., 2004; Marcos-Filho
et al., 1994). Além disso, ndo ha registro da composi¢do quimica das sementes
de nenhuma espécie do género Eugenia no Seed Information Database (Flynn et
al., 2004).

A curva de embebicdo é um importante procedimento técnico para
auxiliar na identificagdo de dorméncia associada a dureza e a impermeabilidade
do tegumento (Lula et al., 2000).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de padronizar e otimizar
as condi¢des de germinagdo das sementes de E. pyriformis em rolo de papel a
diferentes temperaturas, estabelecer a curva de embebicdo a temperatura 6tima e

determinar a composi¢do quimica de sementes maduras.

4 MATERIAL E METODOS

As sementes foram obtidas de trés drvores matrizes localizadas na drea
urbana do municipio de Lavras, MG (21°13°40”’S e 44°57°50”"W GRW), durante
a safra de 2004. Uma amostra de material com flores foi depositada no Herbario
ESAL da Universidade Federal de Lavras, com nimero de registro 20468.

Para avaliacdo do efeito da temperatura, os frutos foram colhidos
diretamente das plantas, em estdgio de maturagdo completa, em 8 de outubro de
2004 (Justo et al., 2006), sendo processados em laboratério no mesmo dia para a
remocao da polpa. As sementes foram submetidas a lavagem sob dgua corrente
para limpeza e remocao dos residuos de polpa, sendo mantidos os tegumentos. O

lote de sementes continha diferentes tamanhos, que foram distribuidos
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eqiiitativamente em todos os tratamentos, uma vez que Andrade & Ferreira
(2000) observaram diferenca de emergéncia de acordo com o tamanho das
sementes. Apenas as sementes visivelmente chochas foram eliminadas. O
excesso de umidade das sementes foi removido com papel-toalha limpo e seco.

Para a avaliacdio do conteido inicial de 4dgua das sementes foram
tomadas, aleatoriamente, 4 repeticdes de 10 sementes cada, obtendo-se a sua
massa inicial e a final apds secagem em estufa a 105°C, durante 24 horas,
seguida de resfriamento em dessecador durante 30 minutos (Brasil, 1992). O
contetido de dgua foi expresso em base timida, segundo a férmula:

H>0 (%)= [(M; - Mp/ M;] x100 ey
em que: M; = massa inicial da amostra e M; = massa da amostra apds secagem
em estufa, a 105°C.

Calculou-se a massa média de sementes individuais a partir das amostras
utilizadas para a determinacdo do grau de umidade. Outra amostra de sementes
foi seca e pesaram-se, separadamente, o embrido e o tegumento. Calcularam-se a
massa total da semente por soma e a razdo tegumento/massa total. Essa razao é
equivalente ao Seed Coat Ratio (SCR), proposto por Daws et al. (2006). O SCR
foi usado pelos referidos autores na previsdo da sensibilidade a dessecagdo em
sementes a partir de um modelo matemético desenvolvido com espécies de uma
floresta semi-decidua do Panama. O modelo foi aplicado para as sementes de E.

pyriformis e tem a seguinte férmula:
3 - 5
P= e ,269-9,974a + 2,156b (2)

3,269-9,974a + 2,156b
l1+e a

em que:

P = probabilidade de sensibilidade a dessecacdo com valor entre 0,0 e 1,0
e=2,718282

a = valor de SCR (razio tegumento/massa seca da semente)

b =log;o da massa seca da semente em gramas
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A assepsia foi realizada mediante a imersdo das sementes, durante 3
minutos, em solucdo de hipoclorito de sédio comercial diluido com &4gua
destilada (1:1). Apds este tratamento, as sementes foram lavadas cinco vezes em
dgua destilada e, a seguir, imersas em suspensdo do fungicida Cercobin®, na
concentracdo de 1,0 g.L'l, durante 30 minutos.

Para a condugdo dos testes de germinacdo, as sementes foram
distribuidas sobre duas folhas de papel Germitest®, sendo distribuidas sobre
duas folhas de papel Germitest e cobertas por outra folha de papel umedecida
com dgua destilada na razdo de 2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos foram
mantidos na posi¢ao vertical em béqueres de 1,0 L, com uma lamina de dgua de
1,0 cm no fundo e cobertos com saco pléstico transparente para garantir o
mdaximo de umidade.

Avaliou-se a germinacdo de sementes recém-coletadas em temperatura
constante a 20°C, 25°C e 30°C e sob dois regimes térmicos alternados de
25°C/15°C, 30°C/20°C, num total de cinco tratamentos. Os experimentos foram
conduzidos no escuro, em camaras de germinacgdo tipo Mangelsdorff, para as
temperaturas constantes (marca DE LEO) e em cimaras de germinagdo do tipo
BOD, para as temperaturas alternadas (marca Eletrolab, modelo 102G).

Como critério de germinacio foi considerada a protrusdo de 2 mm de
radicula, avaliando-se a intervalos de 2 dias, durante 90 dias. As sementes
germinadas foram mantidas no rolo de papel para acompanhamento do
crescimento inicial e contagem de plantulas normais, a cada 10 dias, retirando-as
do rolo de papel apds atingirem, no minimo, 10 mm de altura de epicétilo com
primoérdios foliares e 30 mm de comprimento raiz com aspecto sauddvel (dpice
branco leitoso).

Consideraram-se como plantulas anormais aquelas com 4dpice da raiz ou
epicétilo escurecidos, auséncia de epicétilo ou de raiz, raiz ou parte aérea que

ndo atingiram o tamanho minimo ao final do experimento.
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Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 4 repeti¢cdes
de 25 sementes para cada temperatura. Os resultados foram expressos em termos
de porcentagem de germinagio apés 90 dias [G(%) = (¥'n;).N .100, em que: ¥'n;
= ndmero de sementes germinadas, N = nimero de sementes colocadas para
germinar] e o indice de velocidade de germinacdo (IVG) segundo a férmula
proposta por Maguire (1962) [IVG = Z(ni.ti'l)]. As mesmas formulas foram
adaptadas para o célculo da porcentagem de plantulas normais e da velocidade
de desenvolvimento de plantulas normais (IVP), respectivamente. Obtiveram-se,
ainda o tempo médio de germinag¢do [T g0 = Z(ni.ti).(Zni)'l] (Baptista de
Carvalho et al., 2001) e o indice de entropia informacional [E = -Yfi.log, f;, em
que: fi:ni.(Zni)'l] (Labouriau, 1983). O tempo necessario para se obter 50% de
germinacao (Ts) foi obtido por interpolagdo a partir da germinacio acumulada.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, pelo software Sisvar
(Ferreira, 2003).

Para a realizacdo da curva de embebic¢ao, foram colhidos frutos maduros,
em 14 de junho de 2004. A polpa foi removida sob dgua corrente e as sementes
foram secas ao ar, durante 24 horas, antes do inicio do experimento. As
sementes ndo receberam nenhum tratamento de desinfestacdo, sendo distribuidas
sobre duas folhas de papel Germitest e cobertas por outra folha de papel
umedecido com dgua destilada na razdo de 2,5 vezes a massa do papel seco
(Brasil, 1992).

Os rolos de papel foram mantidos na vertical dentro de béqueres com
uma lamina de dgua de 1,0 cm no fundo e cobertos com saco pldstico
transparente, sendo levados uma cdmara de germinagdo do tipo Mangelsdorff
(marca DE LEO) a 25°C no escuro ¢ 100% de umidade relativa (UR). As
sementes foram pesadas antes do inicio da embebi¢do e novamente a intervalos

de tempo, de acordo com o ganho de dgua. Utilizaram-se trés amostras de 10
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sementes com tegumento e, no momento das pesagens, o excesso de dgua na
superficie das sementes foi retirado com papel Germitest seco. A curva de
embebig¢do foi acompanhada durante 26 dias.

Foi calculado o incremento porcentual de massa ( I ) ao longo do tempo,
em funcdo da massa inicial das sementes:

I (%)= [(M, - M/ M;] x100 3)
em que:
M; = massa fresca inicial da amostra e M; = massa da amostra no tempo (t).

Para ajuste de uma curva aos dados de embebig¢ao foi usado um modelo
ndo linear com maior coeficiente de determinacio (R®) para os graus de
liberdade disponiveis. A taxa de embebigdo foi derivada para cada intervalo de
tempo e expressa em porcentagem de incremento de massa por hora (%.h™),
considerando o ponto médio de cada intervalo para o valor de x.

A composi¢do quimica das sementes foi determinada conforme métodos
prescritos pela Association of Official Analitical Chemists para extrato etéreo,
proteina bruta e amido (Helrich & AOAC, 1990), as andlises foram realizadas

nos laboratérios da Unincor, Trés Coracdes, MG.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de dgua das sementes foi de 49,63+0,51% e estd relacionado com
a recalcitrdncia dessas sementes, o qual € similar ao das sementes de E.
dysenterica DC. (Andrade et al., 2003) e de Myrciaria cauliflora (Mart.) Berg.
(Valio & Ferreira, 1992), sendo ainda mais elevado nas sementes de E.
involucrata, que € de cerca de 57% (Maluf et al., 2003). Nesse contetido de
dgua, o metabolismo encontra-se ativo, sendo possivel a ocorréncia de

respiracdo celular e algum nivel de sintese de proteinas e de reparo de 4cidos
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nucléicos (Vertucci & Farrant, 1995). Andrade & Ferreira (2000) trabalharam
com sementes de E. pyriformis com um teor de dgua inicial mais baixo (38%).
Segundo Vertucci & Farrant (1995), podem ocorrer formacdo de radicais livres e
o acimulo de toxinas em sementes com conteido de dgua inferior a 45%. Os
didsporos de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze perdem a viabilidade se
forem secos a teores de dgua inferiores a 37% (Villela & Peres, 2004).

Segundo Daws et al. (2006), o conteido de 4dgua das sementes na
dispersdao ndo é um bom indice para a previsdo da sensibilidade das sementes a
dessecacdo, pois espécies tolerantes também podem ser dispersas com umidade
elevada, apresentando redugdo posterior. Por outro lado, para algumas
Meliaceae, o teor de dgua foi valido para a previsdo da sensibilidade a
dessecacdo (Hong & Ellis, 1998). A aparente contradi¢do entre os autores talvez
esteja relacionada com o nimero de espécies abrangido em cada caso, pois Hong
& Ellis (1998) avaliaram seis espécies, enquanto Daws et al. (2006) incluiram
mais de uma centena.

A massa média de uma semente foi de 1,15+0,02 g, correspondente a
classe III de tamanho proposta por Andrade & Ferreira (2000) para as sementes
de E. pyriformis. Scalon et al. (2004) trabalharam com sementes menores (0,6 a
1,0 g) de E. uvalha, mas ndo apresentam consideragdes a respeito do conteido
de 4gua dessas sementes. A massa seca de uma semente de E. pyriformis variou
entre 290 e 684 mg, com média de 475 mg. No estudo realizado por Daws et al.
(2006), as sementes sensiveis a dessecacdo tinham massa seca média de 1.040
mg e nenhuma espécie desse grupo apresentou sementes com menos de 100 mg
de matéria seca.

A razdo tegumento/massa da semente (SCR) de E. pyriformis variou
entre 0,093 e 0,140, observando-se uma correlagdo negativa entre a massa da

semente e o valor de SCR (R2= 0,8974), ou seja, para sementes menores, houve
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maior contribui¢do do tegumento na sua massa total. Talvez por isso as sementes
menores da espécie tenham germinacdo mais lenta (Andrade & Ferreira, 2000).

O valor médio de SCR foi de 0,112 para as sementes de E. pyriformis. O
reduzido valor de SCR indica que o tegumento é delgado, contribuindo com
apenas 11% da massa seca das sementes. Para a probabilidade de sensibilidade a
dessecacgao (P), obteve-se um valor de 0,798.

Inimeras espécies tolerantes a dessecagdo também t€m sementes
grandes (massa superior a 1,0 g), mas o investimento em estruturas de
revestimento € maior do que nas recalcitrantes; portanto, nas espécies com
sementes ortodoxas, espera-se que o valor de SCR seja alto. Nas observacdes de
Daws et al. (2006), o valor médio foi de 0,509 para espécies tolerantes a
dessecacdo, enquanto as sementes sensiveis tém SCR médio de 0,209 e seus
tegumentos pouco espessos oferecem pouca resisténcia a germinacdo dessas
espécies. Mas deve-se considerar que um tegumento delgado também favorece a
dessecacido se as sementes sdo expostas a um ambiente seco.

Segundo o modelo de Daws et al. (2006), o valor obtido para a
probabilidade (P) enquadra E. pyriformis como sensivel a dessecagdo, ou seja,
P> 0,50, concordando com observacOes experimentais anteriores a respeito das
sementes desta espécie e resultados recentes (Andrade & Ferreira, 2000;
Delgado, 2006).

Na elaboracdio do modelo foram incluidas duas Myrtaceae e, na
validacdo, mais duas. As trés espécies de Syzygium avaliadas tiveram valor de P
superior a 0,80, sendo classificadas como sensiveis a desseca¢do, enquanto que
para Psidium guajava L., o valor de P foi inferior a 0,001 (Daws et al., 2006).

As sementes de E. pyriformis podem ser classificadas como amiléceas,
pois o conteido de amido em base seca é de 69%; considerando a semente em
sua umidade inicial, o conteido € de 34% a 35%, enquanto as proteinas e os

lipideos sdo menos representativos (14% e 8%, respectivamente). As sementes
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sdo ex-albuminosas, com o embrido macico e os cotilédones branco-leitosos que
preenchem todo o espago delimitado pelo tegumento (Justo et al., 2006).

Em sementes de Eugenia africanas, o tecido de reserva é formado por
células parenquimdticas de paredes delgadas e ricas em diminutos grdos de
amido. Uma caracteristica peculiar dos grdos de amido € a presenca de uma
cavidade no seu interior (Van Wyk & Botha, 1984). Essa particularidade ndo foi
observada ao microscépio eletrénico de varredura para os graos de amido de E.
pyriformis (Justo et al., 2006).

A composi¢do quimica é determinada, em ultima andlise, pela heranca
genética. Algumas alteracdes de composi¢do s@o induzidas por condig¢des
ambientais durante o desenvolvimento das sementes, mas tais mudancas sao,
geralmente, insignificantes (Bewley & Black, 1994). O amido é uma das mais
importantes formas de reservas de carbono nas sementes, sendo utilizado
durante o desenvolvimento da plantula (Buckeridge et al., 2004).

Quanto a germinacdo total, ap6s 90 dias, foram observados valores
superiores a 95% em todas as temperaturas estudadas (Figura 1A) e ndo foi
possivel estabelecer as temperaturas méxima (7max) e minima (7min) de
germinacdo de E. pyriformis neste experimento. No entanto, observou-se
germinacdo de sementes armazenadas a 16°C, mas ndo a 10°C, apds 45 dias em
geladeira (dados ndo apresentados). Silva et al. (2003) obtiveram valores de
germinacdo similares aos observados neste trabalho, utilizando luz natural e
temperatura de 30°C. Entretanto, outros autores obtiveram porcentuais de
germinacdo inferior nas diferentes temperaturas utilizadas (Andrade & Ferreira,
2000; Barbosa et al., 1990; Scalon et al., 2004).

Essa diferenca explica-se, em parte, pela diferenca de critérios para
avaliacdo e o tipo de substrato utilizado, que ndo permitia a visualiza¢do da
protrusdo da radicula. Andrade & Ferreira (2000) e Scalon et al. (2004), na

verdade, avaliaram a porcentagem de emergéncia do epicdtilo, que pode ser
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significativamente menor do que a germinacao, considerada como a protrusdo da
radicula (Bewley & Black, 1994).

O IVG foi significativamente mais elevado a 25°C e a 30°C (Figura 1B).
Os baixos valores observados por Barbosa et al. (1990) para a porcentagem de
germinacdo e o IVG, provavelmente, estdo relacionados com o armazenamento
das sementes em camara seca durante um més antes da realizacdo dos
experimentos que, provavelmente, causou reducdo do vigor das sementes.
Lorenzi (2002) recomenda o plantio imediato apds a coleta.

O indice de entropia informacional ndo diferiu entre as temperaturas
testadas (Figura 1C). O menor tempo médio de germinagdo foi observado a 25°C
(16,8 dias), diferindo significativamente apenas do regime térmico de 25°C/15°C

(26,9 dias) (Figura 1D).
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Entropia informacional

FIGURA 1. Porcentagem de germinagdo aos 90 dias (A), IVG (B), entropia
informacional (C) e tempo médio da germinacdo (D) de sementes
recém coletadas de Eugenia pyriformis Camb. mantidas sob
diferentes temperaturas. Cada coluna representa a média de 4
repeti¢des, com a respectiva barra de erro padrio. Letras diferentes
acima das colunas representam diferenca significativa, a 5%, pelo
teste de Tukey. O valor da germinagdo na temperatura de 30/20°C

térmico de 25/15°C, que apresentou um retardamento de 5 a 7 dias para o inicio
da germinacdo. O tempo necessario para obter 50% de germinagdo (Tsy) variou
entre 15 e 17 dias para os regimes térmicos constantes e para o regime

30°C/20°C e 27 dias para o regime alternado 25°C/15°C. Além disso, a
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germinacdo méxima foi atingida em, aproximadamente, 30 dias para todos os
tratamentos (Figura 2).

Michaux (1989) avaliou a germinagdo de Cirsium vulgare (Savi) Ten. a
diferentes temperaturas e estabeleceu a temperatura 6tima como aquela na qual
ocorreu o menor tempo para atingir 50% de germinagdo; segundo esse critério, a
temperatura 6tima é de 25°C para E. pyriformis, com o Tsy = 13 dias.

As sementes da espécie s@o indiferentes a luz, pois a germinacao foi bem
sucedida no escuro, enquanto que, em outros estudos, a germinag¢do desta
espécie foi realizada sob iluminagdo natural (Silva et al., 2003; Scalon et al.,
2004), artificial (Andrade & Ferreira, 2000) ou sob condi¢des ndo especificadas
(Barbosa et al., 1990).

Segundo Santos et al. (2004), algumas Myrtaceae podem ser
classificadas como fotobldsticas positivas [Acca sellowiana (Berg.) Burret,
Mpyrcianthes pungens (Berg.) Legr. e Psidium cattleyanum Sabine], enquanto
outras parecem indiferentes a luz (Campomanesia xanthocarpa Berg. e Eugenia
rostrifolia Legr.), embora os autores fagcam reservas quanto a classificacdo da
segunda espécie, devido ao baixo percentual de germinacdo tanto na luz como
no escuro. As sementes de M. cauliflora também sdo indiferentes a luz (Valio &

Ferreira, 1992).
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FIGURA 2. Germinagdo acumulada de sementes recém-colhidas de Eugenia
pyriformis Camb. sob temperaturas constantes (A) e temperaturas
alternadas (B) no escuro. Cada ponto representa a média de 4
repeti¢des para cada tempo em cada temperatura.

As espécies estudadas por Santos et al. (2004) tém sementes com massa
inferior a 300 mg. Geralmente, sementes pequenas pertencem a espécies
pioneiras (Ressel et al., 2004) e apresentam maior probabilidade de resposta
fotobldstica positiva (Grubb & Metcalfe, 1996; Khurana & Singh, 2001;
Metcalfe & Grubb, 1995).

As sementes de E. pyriformis, no entanto, t€m massa bem maior,

pertencendo ao grupo funcional das plantulas criptocotiledonares com
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cotilédones hipégeos armazenadores, do mesmo modo que outras espécies de
Eugenia observadas por Ressel et al. (2004).

A porcentagem de plantulas normais foi mais elevada a 20°C, diferindo
significativamente de todos os outros regimes térmicos (Figura 3A). A
velocidade de desenvolvimento inicial das plantulas (IVP) também foi maior
nessa temperatura, no entanto, néo diferiu das sementes mantidas a 25°C (Figura
3B). Os menores valores de porcentagem de plantulas normais e IVP foram
observados a 30°C (Figura 3), pois observou-se emergéncia dos epicétilos, mas
estes ndo se desenvolviam devido ao escurecimento e deterioracao.

Scalon et al. (2004) nio obtiveram emergéncia para as sementes recém-
colhidas de E. uvalha, talvez devido as elevadas temperaturas observadas no
Mato Grosso do Sul (32+2°C). Pode-se supor, ainda, uma elevagido da taxa
respiratéria em fungdo da temperatura (Taiz & Zeiger, 1998), que esgotaria mais
rapidamente as reservas da semente ou um ataque de patégenos favorecido pela
temperatura (Schmidt, 2000). Uma combinacdo de fatores pode estar envolvida
nessa sensibilidade a temperaturas mais elevadas, tais como: danos a
membranas, observados por meio do aumento da lixiviacdo de solutos
(Hendricks & Taylorson, 1979), da peroxidacdo de lipideos (Greggains et al.,
2001) e da alteracdo conformacional irreversivel de proteinas (Borghetti &

Ferreira, 2004).

56



(A) (B)
g 1004 a 061 % ap
~ ==
@ b b b ] % b,c
@ 75 _I_ =—
£ | S 04 c.d
S 5 Z d
© i c e ]
= | >
2 - 0,2
c
< 25 4
T | ,
0 T T T T 0’0 T T T T
20 25 30 25/15 30/20 20 25 30 25/15 30/20
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

FIGURA 3. Plantulas normais (%) aos 90 dias (A), IVP (B) de sementes recém-
coletadas de Eugenia pyriformis Camb. mantidas sob diferentes
temperaturas. Cada coluna representa a média de 4 repeti¢des, com
a respectiva barra de erro padrdo. Letras diferentes acima das
colunas representam diferenca significativa, a 5%, pelo teste de
Tukey.

O tegumento das sementes E. pyriformis, provavelmente, é permedvel a
dgua, pois o incremento inicial de massa foi acelerado (Figura 4A). A fase I da
embebi¢do encerrou-se rapidamente. Apds 24 horas, a taxa de embebicdo foi
inferior a 0,1%.h™" (Figura 4B). A seguir, observou-se um lento ganho de massa
durante vérios dias, correspondendo a fase II (Figura 4A). Observou-se
protrusdo de radiculas apds 15 dias de embebicdo, atingindo 50% de germinacao
aos 25 dias. A aceleragdo do ganho de dgua nessa fase foi discreta (Figura 4B) e
o ganho total de massa foi de cerca de 10% (Figura 4A).

O ganho de massa deve-se a absor¢cdo de dgua e a curva de embebigdo
das sementes de E. pyriformis aproxima-se do padrdo trifasico (Bewley & Black,
1994), mas diverge deste em alguns pontos (Figura 4). Como o contetdo inicial
de dgua das sementes dessa espécie é bastante elevado (~50%), provavelmente,

o potencial matricial nas sementes é proximo de zero e elas atingem hidratacdo
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plena com pequena quantidade adicional de dgua, encerrando rapidamente a fase
I. Segundo Justo et al. (2006), o teor de d4gua de sementes germinadas aumentou
apenas 5%-7% em relacdo as sementes nao embebidas.

Na fase II, o ganho de massa foi pequeno e continuo (Figura 4), sendo,
provavelmente, induzido pelo potencial osmdtico celular, pois o potencial
matricial torna-se pouco relevante. A auséncia de estabilizacdo da massa indica
que o potencial osmético ndo foi completamente anulado pelo potencial de
parede.

Delgado (2006) apresenta a curva de embebicdo da mesma espécie,
tendo observado estabilizagcdo da massa na fase II, mas essa autora secou as
sementes até 10% de conteido de 4gua antes de iniciar a embebigdo;
provavelmente as sementes morreram durante a secagem, pois o contetddo letal
de 4gua para essas sementes foi calculado em 15,8% (Capitulo 5). Na fase II da
embebicdo, o potencial hidrico da maioria das sementes situa-se entre -1,0 e -1,5
MPa (Bewley & Black, 1994). Segundo Castro & Hilhorst (2004), nesta fase
ocorrem sintese e duplicacdo do DNA e inicio da degradagdo das reservas e do
alongamento celular em preparacdo para a germinagdo propriamente dita.

A fase III foi alcancada a partir da protrusdo da radicula das sementes
(Figura 4A), mas, na amostra utilizada para curva de embebi¢do, a germinagdo
foi mais lenta do que nos testes de temperatura, tendo um atraso de cerca de 10

dias para atingir o Tso.
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FIGURA 4. (A) Curva de embebicao das sementes de Eugenia pyriformis Camb.
a 25°C em rolo de papel Germitest® no escuro. (B) Taxa de
embebi¢do em fun¢do do tempo. Germinacdo de 50% das sementes
(seta). Cada ponto corresponde a média de trés repeticdes com 10
sementes. Duracdo das fases de embebicdo de acordo com o
modelo trifisico (Bewley & Black, 1994). Fase I - até dois dias,
fase II: de dois a 25 dias, fase III: apds 25 dias de embebigdo.

Provavelmente, houve alguma diferenca enddgena entre as sementes
utilizadas nos dois experimentos. Para a curva de embebicdo, a coleta foi
realizada em junho/2004, enquanto as sementes do experimento de temperatura
foram obtidas em outubro/2004. Nos dois casos, os frutos foram colhidos nas

plantas em estdgio maduro (cor amarela). Os resultados obtidos no experimento
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a diferentes temperaturas ndo indicam a ocorréncia de dorméncia, mas, o
retardamento da germinacido para a amostra utilizada na curva de embebicdo
pode indicar a ocorréncia de algum nivel de dorméncia primaria. Andrade &
Ferreira (2000) afirmam que as sementes de E. pyriformis apresentam
dorméncia, embora, o fendmeno seja raro em sementes recalcitrantes tropicais
(Farnsworth, 2000).

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que as sementes de E.
pyriformis sdo ricas em amido, germinaram satisfatoriamente entre 20°C e 30°C
e sdo indiferentes a luminosidade. Considerou-se 25°C como a temperatura
6tima de germinacdo em rolo de papel para a espécie. A alternincia de
temperaturas ndo incrementou a germinagdo e o desenvolvimento de plantulas
foi prejudicado a 30°C. A curva de embebigdo aproxima-se do padrio trifésico,

mas a distin¢do entre a fase II e III ndo € nitida.
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CAPITULO III

ASPECTOS ANATOMICOS DAS SEMENTES DE Eugenia pyriformis
Camb. MYRTACEAE) E EFEITO DA SECAGEM, DO
ARMAZENAMENTO E DA GERMINACAO
SOBRE SUA ULTRA-ESTRUTURA
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1 RESUMO

JUSTO, Cristina Filomena. Aspectos anatdmicos das sementes de Eugenia
pyriformis Camb. (Myrtaceae) e efeito da secagem, do armazenamento e da
germinacdo sobre sua ultra-estrutura. In: . Aspectos fisiologicos e
anatomicos das sementes e do desenvolvimento inicial de Eugenia pyriformis
Camb. 2006. Cap. 3, p. 67-97. Tese (Doutorado em Agronomia/Fisiologia
Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

Eugenia pyriformis Camb. é uma espécie arborea frutifera de porte mediano,
cujos frutos saborosos apresentam sementes grandes de tegumento delgado
(carticeo), as quais perdem rapidamente a viabilidade quando submetidas a
dessecacdo. O objetivo foi investigar a estrutura do embrido das sementes, bem
como as alteragcdes ultra-estruturais resultantes de secagem, germinagio e
armazenamento. Foram avaliadas as variagdes no conteido de 4gua das
sementes e discutidas as conseqiiéncias fisioldgicas dessas variacdes.O eixo
embriondrio tem menos de 1,0 mm de comprimento, enquanto os cotilédones
carnosos podem variar de 1,0 a 2,0 cm. Observou-se a presenga de pdlo apical e
radicular em posi¢des opostas, procambio e tecido medular de natureza
parenquimadtica, que € rico em graos de amido. Ao redor do meristema apical do
caule foram identificados primérdios foliares e, na epiderme, na face adaxial dos
cotilédones, ocorrem tricomas unicelulares e estdmatos. A dessecagdo e o
envelhecimento das sementes provocaram gradativa desestruturagdo celular.
Durante a germinacgdo, o meristema apical do caule altera-se da forma concava
para a cOnica e ocorre alongamento do eixo hipocétilo radicular, com protrusio
da radicula. Nessa fase, as células apresentam conteddo integro e possivelmente
hidrdlise de reservas.

* Comité orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (orientador).
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2 ABSTRACT

JUSTO, Cristina Filomena. Anatomical aspects of Eugenia pyriformis Camb.
seeds and effect of drying, storage and germination on their ultra-structure.
In: . Physiological and anatomical aspects of seeds and initial
development of Eugenia pyriformis Camb. seedlings. 2006. Chap. 3, p. 67-97.
Thesis (Doctor degree in Agronomy/Plant Physiology) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG. *

Eugenia pyriformis Camb. is a tree species of medium height, that produces
flavorful fruits with great seeds of thin coat, these seeds loses viability quickly
when they are submitted to desiccation. The objective of this work was to
investigate the structure of the embryo of E. pyriformis seeds and the ultra-
structural changes during drying, germination and storage. The axes has less of
1,0 mm of length, while the fleshy cotyledons can vary from 1,0 to 2,0 cm. It
was observed presence of stem and radicular meristem in opposing positions,
procambium and a medulla of parenchymatous nature, which is rich of starch
grains. Around of stem meristem, leafy primordia had been identified and in the
adaxial face of epidermis of cotyledons to unicellular trichomes and stomata
occur. The gradual desiccation of the seeds provoked cellular structure
disarrangement, which also occurred with the aging of the seeds. During
germination, apical stem meristem changes from concave to conical form and
there was hypocotylous-radicular elongation, with protrusion of radicle. In this
phase the cells have structured content and hydrolysis of reserves. Seed water
content variation was evaluated and physiological consequences of this change
are discussed.

* Guidance committee: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga (Adviser).
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3 INTRODUCAO

Diversas espécies do género Eugenia produzem frutos saborosos, os
quais podem ser consumidos in natura ou na forma de geléias e doces, tendo
elevado potencial para a industrializacdo de sucos. Essas espécies podem
também ser utilizadas na recuperagdo de areas degradadas como atrativo para a
fauna (Andrade & Ferreira, 2000; Lorenzi, 2002). Existem ainda relatos do
potencial medicinal contra doengas, como a gota (Schmeda-Hirchmann et al.,
1987; Theodoluz et al., 1988).

Eugenia pyriformis Camb. € uma espécie arbdrea de porte mediano,
ocorrendo naturalmente desde o estado de Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul e,
provavelmente, estendendo-se até o Paraguai e a Argentina (Donadio et al.,
2002; Lorenzi, 2002). Seus frutos maduros sdo amarelos e t€m aroma agraddvel
e sabor adocicado. O crescimento da 4rvore € relativamente rdpido e sua
frutificacdo é precoce (Andrade & Ferreira, 2000). E conhecida popularmente
como uvaia, ubaia e uvalha, derivando da denominagdo indigena iwa ya, cujo
significado € fruto 4cido (Franzon et al., 2004; Leal, 2005; Lorenzi, 2002). A
espécie € resistente a doencas e sua madeira dura tem sido empregada
regionalmente para moirdes, estacas, postes, lenha e carvdo. Os frutos sdo
amplamente consumidos por varias espécies de pdssaros, o que torna a espécie
recomendavel para o reflorestamento de areas degradadas (Lorenzi, 2002).

Donadio et al. (2002) citam a existéncia de duas variedades: E.
pyriformis var. uvalha e E. pyriformis var. argentea, que recebem o mesmo
nome popular. No entanto, nem todos os autores reconhecem essa identificagao
taxondmica e tratam-nas como duas espécies individualizadas: E. pyriformis

Camb. e E. uvalha Cambess. (Costa, 2004; Scalon, 2004). Existe ainda a
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sinonimia botinica Pseudomyrcianthes pyriformis (Camb.) Kaus (Andrade &
Ferreira, 2000; Lorenzi, 2002).

A anatomia das sementes de Myrtaceae tem sido investigada com
alguma énfase para espécies de importincia econdomica. Prakash (1979) realizou
uma revisdao de trabalhos mais antigos a esse respeito, tendo obtido seis
publicacdes dedicadas ao género FEugenia. Landrum & Stevenson (1986),
estudaram a estrutura do embrido na subtribo Myrtinae, na qual predominam
sementes pequenas com eixo embriondrio volumoso e rico em reservas. Segundo
Barroso (2002), o embrido no género Eugenia é globoso, sem diferenciacio
aparente entre o eixo embriondrio e os cotilédones; além disso, considera-se o
embrido conferruminado, ou seja, sem distingdo da linha de soldadura entre os
cotilédones. Estudos anatdomicos das sementes maduras de Eugenia punicifolia
(Kunt) DC. revelaram que os cotilédones sdo maiores do que o eixo embriondrio
na razdo de 3:1 (Strassburg, 2004, comunicacio pessoal).

No género Eugenia, geralmente, as sementes sdo grandes com
tegumento delgado e perdem rapidamente a viabilidade quando submetidas a
dessecacdo (Andrade & Ferreira, 2000; Andrade et al., 2003; Bulow et al., 1994;
Goldbach, 1979; Maluf et al., 2003; Salomao & Santos, 2000; Capitulo 6). Por
esta razdo, recomenda-se a semeadura imediatamente apds a retirada dos frutos
(Lorenzi, 2002; Silva et al., 2001), dificultando, dessa maneira, a producdo de
mudas pelo curto periodo de disponibilidade das sementes (Mattos, 1956, citado
por Andrade & Ferreira, 2000; Lorenzi, 2002).

Sementes recalcitrantes ndo toleram a perda de dgua e sofrem danos em
diferentes niveis durante a secagem e o armazenamento (Pammenter et al.,
1984), estando sujeitas a danos ultra-estruturais (Berjak & Pammenter, 2000).

O objetivo no presente trabalho foi investigar anatomicamente a semente
de E. pyriformis e avaliar as alteragdes ultra-estruturais resultantes da secagem,

do armazenamento e da germinacao.
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4 MATERIAL E METODOS

Sementes utilizadas nesta pesquisa foram obtidas de frutos coletados de
trés matrizes, localizadas na 4rea urbana do municipio de Lavras, MG
(21°13°40”S e 44°57°50"W GRW) (Figura 1A e B). Uma amostra de material
com flores (Figura 1A) foi depositada no Herbdrio ESAL, da Universidade
Federal de Lavras, sob o nimero de registro 20468. Os frutos maduros, de
coloracdo amarelo-ouro (Figura 1C), foram coletados diretamente nas plantas e
processados em laboratério no mesmo dia.

As sementes foram submetidas a lavagem sob dgua corrente para
limpeza e remocdo dos residuos da polpa. O excesso de umidade da superficie
das sementes foi removido com papel-toalha, sendo entdo submetidas a um dos
seguintes tratamentos para obtenc¢do dos embrides, como descrito a seguir:

a. imediatamente apds a coleta e limpeza, as sementes foram dissecadas
com bisturi, separando-se o eixos embriondrios e segmentos de
cotilédones;

b. apdés 3 ou 10 dias de embebicio em rolo de papel Germitest® e
mantidas em cidmara de germinagdo do tipo Mangelsdorff, a 25°C, no
escuro;

c. apos secagem durante 16 ou 72 horas, sob duas condi¢des de secagem: a
35°C em estufa ventilada com 20% de umidade relativa (UR) e a 20°C
em sala climatizada com UR de 60%;

d. apds armazenamento em embalagens de polietileno, a 10°C, por sete
meses com posterior embebicdo de 3 dias nas mesmas condi¢des de
germinacdo (caAmara do tipo Mangelsdorff, a 25°C, no escuro).

Os embrides, assim obtidos, foram seccionados em pequenas pecas €

fixados em Karnovisky modificado: glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido
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(2,5%) em tampao cacodilato 0,05 M, pH 7,2 e CaCl, 0,001 M (Karnovisky,
1965), sendo mantidos em geladeira, a 10°C, até o posterior processamento. O
fixador foi trocado apds 10 dias devido a oxidagdo por fendis originados na
amostra.

As amostras foram preparadas de acordo com o protocolo padrio do
Laboratério de Microscopia Eletronica e Andlise Ultra-Estrutural (LME) do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, para isso
foram lavadas trés vezes em tampao cacodilato 0,05 M, durante 10 minutos e
imersas em glicerol 30%, como crioprotetor, durante 30 minutos. Apds
congelamento em N, liquido, as amostras foram cortadas com bisturi em
superficie resfriada para expor os tecidos internos da semente (Alves, 2004). O
eixo embriondrio foi seccionado longitudinalmente em nitrogénio liquido para
observacdo ao microscépio eletronico de varredura, usando o dpice da radicula
como referéncia (Figura 1E e 2A).

O material seccionado foi lavado em dgua destilada e pds-fixado com
tetr6xido de 6smio (1%) durante 4 h a temperatura ambiente em capela, sendo
lavado trés vezes com d&dgua destilada durante 5 minutos e submetido a
desidratacio em gradiente crescente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%),
durante 15 minutos em cada solucdo e trés vezes em acetona pura. As amostras
foram levadas para secagem ao ponto critico com CO, liquido no aparelho CPD
030 (Balzers), sendo entdo montadas em “stubs”. A seguir receberam uma
cobertura de ouro no evaporador SCD 050 (Balzers). A analise foi realizada em
microscopio eletrénico de varredura modelo Leo Evo 40, com a obtencdo de
imagens digitais pelo software Leo User Interface (Alves, 2004).

Determinou-se gravimetricamente o conteido de dgua das sementes em
todos os tratamentos, utilizando-se 5 repeticdes de sementes individuais. Para

tanto, as sementes foram pesadas e secas em estufa, a 105°C, durante 48 horas
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(adaptado de Brasil, 1992). O contetido de dgua das sementes foi expresso em
porcentagem em relacdo a massa fresca.

O teor de dgua das sementes durante a secagem e a embebicdo foi
analisado por regressdo linear em fungdo do tempo, considerando, para o tempo
zero, o conteddo de dgua das sementes recém-colhidas. No teste de secagem, os
dados foram analisados em esquema fatorial (2x2) em DIC, considerando como
fontes de variagdo a temperatura e o tempo de secagem, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Utilizou-se a
comparagdo por contraste entre os tamanhos de sementes, entre as sementes
embebidas e recém-colhidas e entre as armazenadas e os demais tratamentos.
Para analise estatistica, foi utilizado o software Sisvar, versdo 4.6 (Ferreira, 2003

Santana & Ranal, 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O fruto maduro de uvaia € uma baga de cor amarela (Figura 1B), com
mesocarpo carnoso (Figura 1C). O ndmero de sementes por fruto é varidvel,
geralmente nao excedendo a quatro; no entanto, elas sdo menores quando mais
numerosas. A semente € do tipo ex-albuminosa, de formato eliptico irregular,
variando de globoso a semigloboso; seu maior comprimento varia entre 0,5 e 2,0
cm e a massa de sementes frescas entre 0,5 e 2,5 g. O embrido € macico,
globoso, de cor esbranquicada e preenche todo o espago delimitado pelo
tegumento (Figura 1C). Os cotilédones sdo carnosos, retos e rugosos (Figura 1D,
E). O tegumento das sementes € delgado, de cor marrom variegada e de textura
cartdcea (Figura 1C, D). A rafe destaca-se pela cor ligeiramente mais palida do

que o restante do tegumento, estendendo-se sobre a face convexa da superficie
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da semente. A protrusio da radicula pode ser observada na extremidade da rafe

(Figura 1F).

FIGURA 1. Aspectos gerais de Eugenia pyriformis Camb. (A) Ramos com
flores. (B) Ramo com fruto. (C) Fruto e semente cortados
longitudinalmente. (D) Semente com e sem tegumento cortada ao
longo da rafe. (E) Semente recém-colhida sem tegumento, com
destaque para o pélo radicular (seta vazia) e cicatriz rafeal na
superficie dos cotilédones (seta cheia). (F) Semente germinada com
destaque para a rafe no tegumento (seta).
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Segundo Andrade et al. (2003), em sementes de E. dysenterica, a cor
mais clara da rafe deve-se ao fato do tegumento ter apenas uma camada de
tecido nessa regido. J4 no restante da semente, ele é formado por duas camadas.
Além disso, nessa espécie, a rafe € bem mais conspicua do que nas sementes de
E. pyriformis (Lorenzi, 2002). Strassburg (2004, comunicacdo pessoal)
observou, em E. punicifolia, que apenas a testa permanece na semente madura,
ocorrendo desintegracdo do tégmen ao longo do desenvolvimento da semente.

Rizzini (1970) observou uma diferenca marcante na estrutura da testa de
duas espécies de Eugenia. Para E. dysenterica, espécie de cerrado, ela € coridcea
e em E. micheli (sinonimia de E. uniflora L., pitanga), € mais delgada e
membrandcea. O autor observou nitido contraste no poder germinativo
provocado pela diversidade de tegumento das duas espécies. A espessura do
tegumento varia bastante entre espécies de Eugenia africanas, ocorrendo graus
varidveis de esclerificacdo e vascularizagdo do mesmo (van Wyk & Botha,
1984).

O eixo embriondrio ndo se distingue na superficie do embrido a olho nu,
no entanto, com uma lupa de pequeno aumento foi possivel visualizar o pélo
embriondrio em uma das extremidades da cicatriz rafeal na superficie dos
cotilédones. Nessa posicdo, o dpice da radicula é formado por uma pequena
protuberncia, sendo rodeada por uma depressdo circular de cor ligeiramente
diferente do restante do embrido (Figura 1E). Esta protuberancia apresenta cerca
de 400 pym de didmetro, quando observada ao microscépio eletronico de
varredura (Figura 2A).

A observacdo do eixo embriondrio ao microscépio eletronico de
varredura mostra que ele € reto, completamente formado e tem cerca de 800um
de comprimento (Figura 2B), com pdélo apical e radicular em seus extremos

(Figura 3A e 3B). Estes pdlos s@o constituidos por células pequenas, com
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caracteristicas meristemdticas (Figura 3A e 3B), sendo ainda possivel visualizar
o procambio, formado por células mais alongadas do que as demais (Figura 3C).

Barroso (2002) afirma que o embrido nas sementes do género Eugenia é
globoso, crasso, conferruminado e sem diferenciagdo aparente entre o eixo
radicula-hipocétilo e os cotilédones. Outros autores também afirmam que ndo ha
diferenciacdo entre o eixo embriondrio e os cotilédones (Andrade & Ferreira,
2000; Lucas et al., 2005). O presente estudo contradiz as afirmagdes desses
autores, uma vez que o eixo embriondrio encontra-se diferenciado na semente
madura, porém, nao estd visivel na superficie da semente devido ao fato de estar
parcialmente encoberto por tecido, o qual foi interpretado como a regidao de
conexdo entre o eixo e os cotilédones (Figura 2B, chave a direita).

Em algumas espécies de Eucalyptus L’Herit. e Syzygium Gaertn.,
observa-se o recobrimento do hipocétilo e da raiz primdria pelos cotilédones,
levando a uma interpretacdo errobnea de fusdo entre os tecidos. Para distinguir
esse fendmeno, Kausel (1956), citado por Landrum & Stevenson (1986), prop0s
a subfamilia Cryptorhizeae, que € aceita por alguns autores, mas ndo por outros.
No entanto, essa subfamilia ndo inclui o género Eugenia.

Em sementes imaturas retiradas de frutos verdes, antes do
desenvolvimento total dos cotilédones, o eixo hipocétilo-radicular &
perfeitamente distinto, formando uma protuberincia conica de cerca de 1,0 mm
de comprimento (dados ndo apresentados). Situac@o similar foi observada por
Strassburg (2004, comunicacdo pessoal) em E. punicifolia, que descreve a
existéncia de grandes diferencas entre o embrido na fase jovem e madura.

A medula do eixo embriondrio € constituida por células relativamente
grandes (40 um), com paredes delgadas e ricas em graos de amido (Figura 3D).
Apesar dos volumosos cotilédones, talvez, essas reservas sejam consumidas
primeiramente durante o alongamento do eixo embriondrio na germinagdo de E.

pyriformis, devido a sua proximidade com os tecidos em desenvolvimento.
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FIGURA 2.

K3

Eletromicrografias de varredura de sementes recém-colhidas de
Eugenia pyriformis Camb. (A) Superficie da semente na regido do
polo radicular. (B) Eixo embriondrio em sec¢do longitudinal, com
regido de conexdo entre o eixo e os cotilédones (chave a direita) e
meristema apical do caule (seta cheia) e da radicula (seta vazia).
Em B, secc¢do longitudinal obtida por corte em nitrogénio liquido (-
186°C). Po = pélo radicular.
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FIGURA 3. Eletromicrografias de varredura de sementes recém-colhidas de
Eugenia pyriformis Camb. (A) Meristema apical do caule,
circundado por primérdios foliares (seta cheia) e tricomas (seta
vazia). (B) Meristema apical da radicula (seta). (C) Procadmbio
ladeado pelo meristema fundamental do eixo embriondrio (seta
cheia) e pelo tecido de conexdo ao cotilédone (seta vazia). (D)
Medula do eixo embriondrio com células ricas em graos de amido
e indicios de mitose recente (setas). (A até D) Seccdes
longitudinais obtidas por corte em nitrogénio liquido (-186°C). Pr=
Procambio.

Em espécies da tribo Myrtinae (Pimenta spp., Blepharocalyx spp. e
Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg), o hipocétilo volumoso ¢é a
principal fonte de reservas para a plantula, sendo o amido, o componente

majoritdrio dessas reservas (Landrum & Stevenson, 1986). J4 em espécies
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africanas de Eugenia, as reservas localizam-se nos cotilédones, os quais sdo
ricos em amido (van Wyk & Botha, 1984). Nas sementes de E. pyriformis sem
tegumento, cerca de 70% da matéria seca é composta por amido (Nelson Deld
Filho, comunicagao pessoal).

Projecdes multicelulares adjacentes ao meristema apical foram
interpretadas como primérdios foliares (Figura 4A); estruturas similares
observadas na plantula de E. dysenterica foram denominadas catafilos (Andrade
et al., 2003).

A olho nu, a face adaxial dos cotilédones € lisa nas sementes de E.
pyriformis, enquanto a face abaxial € rugosa (Figura 1D). A linha de soldadura é
pouco conspicua, mas hd uma epiderme definida na face adaxial dos mesmos
(Figura 4B e 4C). Nessa epiderme, observou-se a presenca de tricomas
unicelulares e estdmatos; as demais células apresentam forma poligonal irregular
e dimensdes de cerca de 20 um (Figura 4C). Em E. punicifolia e E. hiemalis,
ocorre sincotilia parcial (Strassburg, dados ndo publicados). O embrido €
classificado como pseudomonocotiledonar por Anjos & Ferraz (1999), devido a
fusdo total ou parcial dos cotilédones. Segundo Barroso (2002), a fusdo dos
cotilédones é tal que ndo permite a distingdo da linha de soldadura entre eles,
sendo esta caracteristica de soldadura utilizada como critério para a separagdo
entre o género Eugenia e Syzigium (Schmid, 1972). Em espécies africanas de

Eugenia, a fusdo dos cotilédones € extensa (van Wyk & Botha, 1984).
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FIGURA 4. Eletromicrografias de varredura de sementes de Eugenia pyriformis
Camb. (A) Detalhe de primordios foliares em sec¢do longitudinal.
(B) Meristema apical do eixo embriondrio e cotilédones
seccionados, mostrando continuidade entre o eixo embriondrio € 0s
cotilédones. (C) Detalhe da epiderme da face adaxial cotiledonar em
vista frontal, com destaque para tricoma unicelular (seta cheia) e
estomatos (setas vazias). (D) Visdo geral do eixo embriondrio de
semente germinando apés 10 dias de embebigdo a 25°C, com
destaque para os primoérdios foliares (seta). (E) Meristema apical de
semente germinada, com alteracdo para forma cOnica (comparar
com a figura 3A). (F) Detalhe do dpice da raiz apds protrusio, com
destaque para a coifa (seta cheia) e o cilindro vascular (seta vazia).
(A-B, D-F) Secodes longitudinais obtidas por corte em nitrogénio
liquido (-186°C). Co = cotilédone, Ep = epiderme da face adaxial do
cotilédone, Ma = meristema apical do caule, Mf = meristema
fundamental medular, Pf = primérdio foliar, Pr = procambio.
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Em E. pyriformis, o eixo embriondrio na semente madura tem menos de
1,0 mm (Figura 2B), enquanto os cotilédones sdo proporcionalmente maiores,
podendo apresentar de 1,0 a 2,0 cm de comprimento (Figura 1D). Nas sementes
em desenvolvimento de E. punicifolia, o eixo embriondrio € mais longo que os
cotilédones, mas, na semente madura, a relacio se inverte devido a deposicdo de
reservas nos cotilédones, os quais se tornam volumosos na razdo de 3:1 em
relacdo ao eixo (Strassburg, 2004, comunicacido pessoal). Segundo Barroso
(2002) e Landrum & Stevenson (1986), na subtribo Eugeniinae (Calycorectes,
Eugenia e Siphoneugena) ocorrem os cotilédones carnosos; nas Myrtinae
(Campomanesia e Psidium), sdo vestigiais e nas Myrciinae (Calyptranthes,
Gomidesia e Myrcia), sdo folhosos e mais largos em relagdo ao hipocétilo.

Nas sementes recém-colhidas, as células de ambos os meristemas apicais
sdo pequenas (20 um ou menos), ndo sendo observados graos de amido nestas
regides (Figura 3A e B). Em algumas células da medula do eixo embriondrio, o
contetido é denso, preenchendo todo o espaco delimitado pelas paredes. No
entanto, nas células ricas em amido, o citoplasma forma uma fina camada
adjacente as paredes, indicando vacuolizac¢io (Figura 3D). Segundo Pammenter
& Berjak (1999), tal caracteristica € tipica de sementes recalcitrantes e
representa uma limitacdo a tolerncia a dessecacdo, pois, durante a secagem,
pode ocorrer stress mecanico sobre as células.

Observaram-se, ainda, sinais de mitose na regido medular do eixo
embriondrio (Figura 3D), indicando metabolismo ativo das sementes maduras.
Em outras espécies recalcitrantes, a respiracdo celular € mensurdvel em
sementes recém-colhidas (Pammenter & Berjak, 1999) e o metabolismo dessas
sementes mantém-se ativo para contetido de dgua superior a 0,25 g H,O. g de

matéria seca (MS), ou seja, cerca de 20% de umidade (Vertucci & Leopold,

1984; Vertucci, 1989). No presente estudo, todos os tratamentos encontravam-se
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acima desse limite, exceto as sementes armazenadas antes da embebi¢do (Tabela

le?2).

TABELA 1. Conteddo de dgua (%) das sementes de Eugenia pyriformis Camb.
submetidas a secagem durante diferentes periodos de tempos e
temperaturas. N= 5 repeticoes de sementes individuais por

tratamento.
Temperatura de Tempo de secagem (h) * Médias
secagem (°C) 16 72
20 48,58 £ 1,71 aA 46,68 £2,75 aA 47,63 A
35 45,89 £ 1,62 aA 30,64 + 6,64 bB 38,27 B
Médias 47,23 a 38,66 b 42,95

* Médias + desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e
maiudscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.

Nas sementes germinadas, observaram-se grandes alteracdes
morfolégicas em comparagdo com as sementes recém-colhidas (Figura 2B e
4D). O meristema apical do caule alterou-se da forma convexa para a conica e 0s
primoérdios foliares da forma alongada para achatada, indicando expansao lateral
dos mesmos (Figura 3A e 4E). Houve alongamento da radicula (Figura 4D), na
qual foi possivel observar a coifa e o cilindro vascular em diferenciacao (Figura

4F).
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TABELA 2. Conteudo de agua das sementes de Eugenia pyriformis Camb.
submetidas a diferentes tratamentos. N= 5 repeticdes de sementes
individuais por tratamento.

Tratamento Contetido de dgua Contrastes
(%) *
Recém-colhidas ** Recém-colhidas
Sementes pequenas 50,10 + 1,99 Pequenas versus Grandes NS
Sementes grandes 53,82 +2,03
Embebi¢io a 25°C
(horas) Embebidas
72 55,09 + 3,43 72 horas versus 240 horas NS
240 57,09 + 2,36§ Embebidas versus recém-colhidas s
Armazenamento ©
Antes da embebicdo 6,96 * Armazenadas versus Recém- NS
colhidas
Apés a embebicdo & 53,77 + 4,85 Armazenadas versus Embebidas NS

* Médias + desvio padrio
** Tamanho definido de acordo com o didmetro das sementes: pequenas de 0,5 a
0,9 cm e grandes de 1,0 a 2,0 cm.

§ Sementes germinadas, com 2 a 5 mm de protrusio de radicula

@ Armazenamento em embalagem semipermedvel durante 7 meses a 10°C

$ Amostra sem repeti¢do

& Embebicdo a 25°C durante 72 horas em papel Germitest® umedecido com
dgua destilada

NS= nio significativo, ** = significativo, a 1% de probabilidade.

Para a comparagdo entre os tratamentos, procurou-se observar a mesma
regido em todas as amostras (Figura 5), pois, segundo Berjak & Pammenter
(2000), ocorrem diferencas ultra-estruturais entre tecidos da mesma semente,
indicando seus respectivos estados metabdlicos.

Em relacdo as sementes recém colhidas (Figura SA), ocorreu progressiva
desestruturagdo do conteddo citoplasmdtico nas células do meristema

fundamental das sementes submetidas a secagem (Figura 5B). Estas alteracOes
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foram mais intensas na secagem a 35°C, durante 72 horas, mas, a perda de dgua
ndo havia sido letal até esse nivel (Tabela 1; Capitulo 6). Embora os graos de
amido tenham permanecido visiveis, observaram-se alteragdes no citoplasma
(Figura 5B) e, possivelmente, houve descompartimentagao celular em funcio da
secagem.

Berjak & Pammenter (2000) enfatizam que eventos com efeitos sobre a
arquitetura intracelular podem ter profundas conseqiiéncias sobre o
funcionamento da célula, pois o citoesqueleto é uma estrutura tridimensional
dindmica, responsdvel pela manutencdo das posi¢des intracelulares das
organelas umas em relagdo as outras. Portanto, a desorganizagdo do
citoesqueleto pode tornar a célula ndo funcional, caso o dano ndo possa ser
reparado.

A secagem branda (16 horas) pode estimular o metabolismo da semente
com respostas ultra-estruturais similares a diferenciacdo celular que ocorre
durante a germinacdo. Segundo Berjak et al. (1984), esse nivel de secagem
estimulou o desenvolvimento mitocondrial, indicando um aumento da respiracio
celular. Contudo, no presente estudo, nao foi possivel observar tais organelas.

Nas sementes em fase de germinacdo, foram observados corddes de
citoplasma ao redor dos grdos de amido, possivelmente devido ao inicio da
hidrélise das reservas durante a embebi¢do (Figura 5C).

O contetido celular estava completamente desintegrado nas células das
sementes armazenadas (7 meses), embora os gridos de amido ainda estivessem
presentes (Figura 5D). Aparentemente, ndo houve hidrélise do amido durante
esse periodo. Os cotilédones apresentavam coloragdo marrom, mas ndo havia

sinais de deterioracdo por fungos.
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FIGURA 5. Eletromicrografias de varredura de células do meristema
fundamental da regido de conexfo entre o eixo embriondrio e os
cotilédones de sementes de Eugenia pyriformis Camb. submetidas a
diferentes tratamentos. (A) Sementes recém-colhidas. (B) Sementes
dessecadas durante 72 horas, a 35°C, com destaque para citoplasma
alveolado ao redor dos grdos de amido (continua).
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FIGURA 5. (continuac@o) (C) Sementes embebidas durante 3 dias, a 25°C, com
destaque para os corddes de citoplasma ao redor dos graos de amido
(chave a esquerda). (D) Sementes armazenadas durante 7 meses, a
10°C e embebidas por 3 dias, a 25°C, antes da coleta de amostra.
Notar desagregacdo do citoplasma.
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Talvez a perda de viabilidade das sementes armazenadas de E.
pyriformis esteja relacionada com processos enddgenos de envelhecimento.
Segundo Kranner & Birtic (2005), a falha dos sistemas antioxidantes causa
envelhecimento, dando inicio ao processo de morte celular programada. O
presente trabalho, no entanto, ndo permitiu a elucidacdo do mecanismo exato da
deterioracdo das sementes de E. pyriformis.

Scalon et al. (2004), avaliando o desempenho germinativo em sementes
de E. uvalha armazenadas por 120 dias em duas condi¢des ambientais,
observaram maior longevidade a temperatura mais baixa (10°C), com perda
progressiva de viabilidade. Segundo Pammenter et al. (1984), o metabolismo
ndo ¢é interrompido durante o armazenamento de sementes recalcitrantes,
podendo apresentar diferenciacdo celular similar & que ocorre durante a
germinacdo. O trabalho de Farrant et al. (1986) confirma essas observagdes, pois
as sementes de Avicennia marina (Forsk) Vierh. tornam-se progressivamente
sensiveis 2 medida que os processos germinativos ocorrem, mesmo durante o
armazenamento.

O teor de agua das sementes recém-colhidas era de cerca de 50%,
notando-se pequena variagdo entre sementes grandes e pequenas (Tabela 2). A
secagem das sementes resultou em reducido do conteido de dgua de acordo com
o tempo de secagem e a temperatura, a perda foi maior a 35°C e 72 horas de
secagem (Tabela 1). Embora esse contetido de dgua (30%) esteja acima do limite
letal para as sementes, a secagem até esse nivel reduz significativamente a
velocidade de germinagdo das sementes (Capitulo 6). Resultados similares foram
obtidos por Andrade & Ferreira (2000) para sementes de E. pyriformis
armazenadas a 5°C e a 15°C, com decréscimo da emergéncia para um contetido
de dgua inferior a 20% e perda total de viabilidade para 14%, indicando o caréter

recalcitrante dessas sementes.
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Nos tratamentos de secagem mais branda (16 e 72 horas, a 20°C e 16
horas, a 35°C), os conteidos de dgua das sementes apresentaram pequena
reducdo em relagdo ao contetdo inicial (Tabelas 1 e 2) e os danos ultra-
estruturais foram menores em comparagdo a secagem por 72 horas, a 35°C
(Figura 6).

Em contetddos intermedidrios de dgua (entre 25% e 45%), o metabolismo
pode estar desregulado e existem evidéncias de danos causados por reagdes
quimicas envolvendo radicais livres (Finch-Savage et al., 1994; Hendry et al.,
1992; Hendry, 1993; Leprince et al., 1990; 1992; Vertucci & Farrant, 1995), os
quais contribuem para a peroxidacdo de lipideos (Hendry et al., 1992). Tommasi
et al. (1999), estudando os mecanismos antioxidantes em sementes recalcitrantes
e ortodoxas, observaram grandes diferencas entre estas duas classes: o conteudo
de 4cido ascérbico € mais elevado nas recalcitrantes em relagdo as ortodoxas,
porém, o sistema enzimdtico de regeneracdo do 4cido ascorbico é mais eficiente
nas sementes ortodoxas.

Os mecanismos antioxidantes desempenham um importante papel na
aquisicdo da tolerdncia a dessecacdo das sementes em desenvolvimento e na
armazenabilidade. A perda de viabilidade durante a secagem estd relacionada
com a falha desses mecanismos. Os compostos fendlicos t€ém propriedades
antioxidantes in vitro, todavia, o papel desses compostos como antioxidantes
citoplasmaticos ainda € incerto (Bailly, 2004; Finch-Savage et al., 1994; Kranner

& Birtic, 2005; Rice-Evans et al., 1996).
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FIGURA 6. Eletromicrografias de varredura dos meristemas apicais do eixo
embriondrio de sementes de Eugenia pyriformis Camb. submetidas
a diferentes tratamentos de secagem. (A) Secagem branda durante
16 horas, a 35°C, com poucos danos ultra-estruturais. (B) Secagem
intensa durante 72 horas, a 35°C, com danos ultra-estruturais
significativos.
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As sementes de Theobroma cacao L., embora ricas em compostos fendlicos,
apresentam sensibilidade a dessecacdo (Chandel et al., 1995; Niemenak et al.,
2006). As sementes de E. pyriformis também sao ricas nesse tipo de compostos
(dados ndo publicados).

Nas sementes embebidas e germinadas, o conteiido de dgua aumentou
ligeiramente em relacdo ao contetido nas sementes recém-colhidas (Tabela 2).
Farrant et al. (1986) argumentam que a embebicdo nio € indispensdvel para a
ocorréncia de processo germinativo em sementes recalcitrantes. No entanto,
considerando o conteido de dgua em base seca (Vertucci, 1989), observa-se que
nas sementes recém-colhidas era de 1,007 g H,O. g'1 MS, aumentando para
1,336 g H,0. g'1 MS nas sementes germinadas (240 horas), ou seja, elas
absorveram mais de 32% do seu contetido inicial. Contudo, considerando o teor
de dgua em funcdo da massa fresca, o conteido aumentou cerca de 7%, o que
parece pouco relevante, embora seja estatisticamente significativo (Tabela 2 e
Figura 7). Essa absorcdo de dgua pode ter contribuido para a expansdo celular
associada a germinagdo.

Segundo De Castro & Hilhorst (2004), o alongamento das células da
radicula inicia-se para um contetido de 4gua em torno de 55% e a sua protrusao
ocorre a cerca de 60%, embora o modelo tenha sido elaborado para sementes
ortodoxas com padrdo trifdsico de germinagdo. Provavelmente, este limiar
também se aplica para a espécie estudada no presente trabalho. Em estudos de
armazenamento de sementes de E. pyriformis observou-se germinacio dentro
das embalagens, indicando que havia umidade suficiente para induzir o processo

(Capitulo 5).
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FIGURA 7. Regressao linear da variacido do contetido de dgua das sementes de
Eugenia pyriformis Camb. submetidas a diferentes tratamentos. (A)
Secagem a temperatura de 20°C e 35°C. (B) Embebicédo a 25°C em
papel Germitest®. O conteddo de dgua foi determinado em estufa a
105°C (Brasil, 1992). NS= ndo significativo, ** = significativo a 1%
de probabilidade, ***= significativo a 0,1% de probabilidade.

6 CONCLUSOES

A partir dos resultados, conclui-se que eixo embriondrio das sementes de
E. pyriformis € diferenciado; as células sdo ricas em grdos de amido e o pélo
embriondrio localiza-se em uma das extremidades da rafe. A secagem promoveu
danos ultra-estruturais, bem como a deterioracdo durante o armazenamento
Portanto, para manter a viabilidade das sementes, devem-se evitar a secagem € o
armazenamento prolongado antes da semeadura. O ganho de dgua que precede a

germinacdo é pequeno, mas significativo para o desencadeamento do processo.
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CAPITULO IV

GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO INICIAL DE PLANTULAS
OBTIDAS DE SEMENTES FRACIONADAS DE

Eugenia pyriformis Camb.
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1 RESUMO

JUSTO, Cristina Filomena. Germina¢do e desenvolvimento inicial de plantulas
obtidas de sementes fracionadas de Eugenia pyriformis Camb.). In:
Aspectos fisiologicos e anatomicos das sementes e do desenvolvimento
inicial de Eugenia pyriformis Camb. 2006. Cap. 4, p. 99-144. Tese (Doutorado
em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG. *

No presente trabalho avaliou-se a capacidade de multiplicacdo de Eugenia
pyriformis Camb. (Myrtaceae) a partir de sementes fracionadas, usando a rafe
como referéncia no tegumento. Sementes vidveis de dois tamanhos (grandes e
pequenas) foram cortadas transversal ou longitudinalmente. As sementes inteiras
ou suas fracdes foram colocadas para germinar e avaliaram-se a germinacdo, a
emergéncia do epicétilo e o desenvolvimento de plintulas normais. A
germinacao foi mais rdpida para as sementes cortadas, em comparacdo com as
sementes inteiras. Observou-se maior percentagem de germina¢do nas sementes
grandes cortadas longitudinalmente. A emergéncia do epicétilo foi maior para os
dois tamanhos de sementes cortadas longitudinalmente. A velocidade de
emergéncia do epicétilo (IVE) foi maior para as sementes grandes em corte
longitudinal. O desenvolvimento de plantulas normais também foi maior nesse
tratamento. Conclui-se que as sementes que tiveram o eixo embriondrio
fracionado longitudinalmente tiveram capacidade de desenvolver plantulas
normais a partir de cada fracdo. As plantulas foram aclimatizadas com sucesso
para todos os tratamentos. O fracionamento nio afetou a arquitetura das
plantulas, nem a particdo de biomassa.

* Comité orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (orientador).
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2 ABSTRACT

JUSTO, Cristina Filomena. Seed germination and initial development of
seedlings of Eugenia pyriformis Camb. after cutting. In: . Physiological
and anatomical aspects of seeds and initial development of Eugenia
pyriformis Camb. seedlings. 2006. Chap. 4, p. 99-144. Thesis (Doctor degree in
Agronomy/Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

Seed cutting has been suggested as a way to vegetative multiplication. This work
evaluated propagation capacity of Eugenia pyriformis (Myrtaceae). Previous
studies recommended immediate sowing, because seed longevity is short. Seeds
were separated in two groups as a function of seed weight (small and big).
Control seeds were not sliced. Treated seeds were split longitudinally or
transversally to raphe. The experiment was carried out in a randomized way
using a factorial scheme (2 sizes x 3 cuts). A germination test was carried out at
22+2°C in dark chamber between paper towels, with 12 seeds or their fractions
in each Gerbox. Germination and epicotile emergence were evaluated every
other day and normal seedling each 10 days. Germination was higher and faster
for cut seeds. Emergence and production of normal seedlings were higher for big
seeds with longitudinal cut. Transversal cuts produced roots in both halves,
indicating high regenerative capacity, even in the absence of embryo axe.
Seedlings were successfully acclimatized. Seed cutting did not have effect on
seedling architecture nor on biomass partitioning.

* Guidance committee: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga (Adviser).

101



3 INTRODUCAO

A maior parte das espécies de Eugenia nativas do Brasil produz frutos,
geralmente, com uma ou duas sementes. Além disso, a disponibilidade de
matrizes, geralmente, € baixa (Silva et al., 2005). Com relagdo a estrutura das
sementes, Barroso (2002) afirma que, no género Eugenia, o embrido é globoso,
sem diferenciacdo aparente entre o eixo embriondrio e os cotilédones, sendo
denominado conferruminado, devido a dificuldade de distingdo da linha de
soldadura entre os cotilédones.

As sementes de diversas espécies Eugenia sdo sensiveis a dessecagio e
ndo podem ser armazenadas por longos periodos (Andrade & Ferreira, 2000;
Andrade et al., 2003; Bulow et al., 1994; Delgado, 2006; Farias Neto et al.,
1991; Goldbach, 1979; Kohama et al., 2006; Maluf et al., 2003), sendo
denominadas recalcitrantes em comparacdo as sementes ortodoxas, pois este
termo sugere um comportamento “teimoso” com relacdo ao armazenamento
(Neves, 1994; Roberts, 1973).

A conservagdo de espécies com sementes recalcitrantes depende da
manutencdo de colegdes vivas em jardins botanicos, estagdes experimentais e
centros de pesquisas (Phartyal et al., 2002), as quais estdo sujeitas ao ataque de
pragas, estresses climdticos, guerras e conflitos sociais que podem subitamente
dizimar toda a colecdo. Além disso, exige grandes espagos € sua manutengao
envolve custos de poda, adubagdo, irrigacdo, combate a pragas, dentre outras
necessidades de manejo (Brasil, 2005; FAO, 1995; Panis & Lambardi, 2005;
Santos, 2000). A multiplicacdo de muitas espécies arboreas € realizada a partir
de sementes, somando-se problemas de coleta, processamento e fitossanidade

(Schmidt, 2000).
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A micropropagacdo pode ser uma alternativa para a propagacdo em
diferentes circunstincias, tais como a multiplicacdo de genétipos resistentes a
doengas, mais produtivos, hibridos e organismos geneticamente modificados,
entre outros (Redenbaugh, 1991). Algumas espécies de importincia econdmica
com sementes recalcitrantes e intermedidrias t€m sido micropropagadas, tais
como Coffea arabica L. (café), Theobroma cacao L. (cacau) e Hevea
brasiliensis (Willd. Ex Juss.) Muell. Arg. (seringueira) (Dublin et al., 1991),
incluindo algumas espécies frutiferas tropicais, como Persea americana Mill.
(abacate), Mangifera indica L. (manga), Artocarpus heterophillus Lam. (jaca) e
Mpyrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg. (jaboticaba) (Litz & Jaiswal, 1991). A
micropropagacgdo “in vitro” de E. pyriformis foi realizada com sucesso a partir
de segmentos nodais de plantulas (Nascimento, 2006). O custo da produgdo de
plantulas “in vitro” varia com a espécie e a técnica usada, mas geralmente, tem
custo mais elevado do que a propagacdo convencional (Thorpe et al., 1991).

Embrides zigéticos ou cotilédones podem ser cultivados com sucesso
para produzir plantas férteis (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989), servindo como
fonte de explantes para a propagacdo “in vitro” de diversas espécies florestais,
tais como Ilex spp., Larix spp., Pinus spp., Quercus spp., Santalus spp., entre
outras (Thorpe et al., 1991) e frutiferas, como Garcinia mangostana L.
(mangustio). No entanto, os explantes mais comuns sdo segmentos nodais e
apices caulinares (Litz & Jaiswal, 1991).

O fracionamento de sementes foi sugerido como uma forma de
propagacao vegetativa de espécies com baixa disponibilidade de sementes. Silva
et al. (2003), tentando maximizar o uso das sementes na producdo de mudas,
fracionaram as sementes de Eugenia pyriformis (Myrtaceae), obtendo mais de
uma plantula normal por semente. Essa forma de propagacdo vegetativa

demonstra a capacidade de regeneracdo a partir de fracdes de sementes e
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também foi observada em outras espécies de Eugenia (Anjos, 1998, citado por
Silva et al., 2003; Silva et al., 2005).

No contexto do processo germinativo, considera-se a embebicdo como
um processo fisico que estd relacionado com as propriedades dos coldides
presentes na semente e ndo depende da viabilidade da mesma. A curva de
embebigdo constitui-se num importante procedimento técnico para auxiliar na
identificacdo de dorméncia associada a dureza e a impermeabilidade do
tegumento, pois a entrada de dgua na semente é determinada, em primeira
instancia, pela permeabilidade dos seus revestimentos (Bewley & Black, 1994;
Lula et al., 2000; Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989).

Sucedendo a germinacdo da semente, a aclimatizacdo € uma etapa
fundamental para garantir a sobrevivéncia do material propagado, pois, durante a
fase de propagacdo as condi¢des ambientais diferem muito das condigdes
externas, com relacdo a luminosidade e a umidade relativa do ar (Preece &
Sutter, 1991). Alguns autores denominam essa fase como endurecimento ou
“hardening-off” (Hartmann et al., 1990).

A particdo de biomassa e a arquitetura das plantas podem ser afetadas
por vérios fatores ambientais, conforme observado para diversas espécies, como
Bauhinia forficata Link. (Atroch et al., 2001), Eugenia uniflora L. (Scalon et al.,
2001), Hymenaea stilbocarpa Hayne (Zanela, 2001), Hymenaea courbaril L.,
Ochroma lagopus (cav. Ex Lamb.) Urban, Jacaranda copaia (Aubl.) D. Don.
(Campos & Uchida, 2002), Bombacopsis glabra (Pasq.) A. Robyns (Scalon et
al., 2003), Cupania vernalis Camb. (Lima Jdnior, 2004), Campomanesia rufa
(Berg.) Nied. (Rezende, 2004) e Calophyllum brasiliense Cambess. (Nery,
2006). Geralmente, esse tipo de estudo € realizado em condic¢des de viveiro por
propagacdo sexuada. Nos estudos de propagacdo por fracionamento de
sementes, ndo foi avaliado o efeito do fracionamento sobre o desenvolvimento

das plantulas (Silva et al., 2003; 2005).
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O presente trabalho teve por objetivo avaliar a germinacdo e o
desenvolvimento inicial de plantulas obtidas de sementes fracionadas de E.
pyriformis, comparadas com plantulas obtidas de sementes inteiras, nas mesmas

condi¢des de germinacdo e aclimatizagao.

4 MATERIAL E METODOS

Sementes de uvaia foram obtidas de trés matrizes adjacentes localizadas
na zona urbana de Lavras, MG (21°13’40”S e 44°57°50"W GRW). A
identificacdo das plantas foi realizada no herbario ESAL, por comparacdo com
outras amostras, depositando-se uma exsicata com nimero de registro 20468.

As sementes foram obtidas de frutos maduros recém-caidos, em 3 de
outubro de 2005. A polpa dos frutos foi removida sob dgua corrente e o excesso
de dgua na superficie das sementes foi removido com papel-toalha. As sementes
foram tratadas com Captan (240 mg de p6 por 100 g de semente) e armazenadas
durante 60 dias, a 15°C, em embalagens pldsticas de polietileno para alimentos a
100% UR.

Separaram-se, visualmente, amostras de sementes de dois tamanhos
(grandes e pequenas), avaliando-se a massa de trés repeticdes de 50 sementes de
cada tamanho, para estimativa da massa média individual.

O teor de 4gua foi determinado separadamente para sementes grandes e
pequenas, com duas sementes por repeticdo e trés repeticdes para cada tamanho,
em estufa a 105°C, durante 24 horas, conforme Brasil (1992).

O tegumento das sementes foi mantido e seu fracionamento foi realizado
com lamina de bisturi. O corte foi realizado longitudinalmente a rafe ou

transversalmente a ela, de modo a separar duas metades de tamanho
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aproximadamente igual (Figura 1). Na distribuicdo das sementes em caixas
plasticas do tipo Gerbox®, as metades foram mantidas lado a lado. Amostras de
sementes inteiras, dos dois tamanhos, foram utilizadas como testemunhas. Desse
modo, as parcelas com sementes inteiras eram formadas por 12 “entidades
germinativas”, enquanto as parcelas com sementes fracionadas eram formadas
por 24 “entidades germinativas”. Tais valores foram considerados como 100%

para os célculos de porcentagem.

rafe ?

/
.~ L4 ¢
hilo posigao corte i eere
aproximada | tudinal transversal
elmpala ongitudina
(A) embriondrio (B) (C) %5

FIGURA 1. (A) Representacdo esquemadtica da semente de Eugenia pyriformis
Camb., com alguns detalhes do tegumento e a posi¢cdo aproximada
do pdlo embriondrio em relagdo a essas estruturas. (B) Posi¢do do
corte longitudinal e (C) Posi¢ao do corte transversal.

As sementes inteiras ou suas fragcdes foram colocadas para germinar em
caixas pldsticas do tipo Gerbox sobre dois pedacos de papel Germitest®
autoclavado e cobertas por outro pedago de papel nas dimensdes internas da
placa. O papel foi embebido, inicialmente, em 10 mL de 4gua destilada, a
2242°C, em camara de germinag@o do tipo Mangelsdorff no escuro. A adigio de
dgua foi realizada periodicamente para manter as placas imidas. Apés 30 dias, a

folha de papel sobre as sementes foi removida e, apds 40 dias, as plantulas
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passaram a receber 3,0 umol de fétons.m™s™, de uma lampada fluorescente
branca, durante 12 horas didrias. A radiacao fotossinteticamente ativa foi medida
com um quantdmetro LI 1600M (LICOR).

Foram realizadas avaliacdes a cada dois dias, para registro da
germinacdo e da emergéncia do epicétilo e, a cada dez dias, para a avaliacdo de
plantulas normais. O experimento foi acompanhado por um periodo de 110 dias.

As sementes foram consideradas germinadas com a protrusdo de 2,0 mm
de radicula. Calcularam-se a porcentagem total de germinagdo aos 110 dias e o
indice de velocidade de germinagdo (IVG), segundo a férmula proposta por
Maguire (1962). A mesma férmula foi usada para cédlculo da velocidade de
emergéncia do epicdtilo (IVE) e do desenvolvimento de plantulas (IVP), as
quais foram consideradas normais ao atingir, no minimo, 1,0 cm de epicétilo
com primérdios foliares e 3,0 cm de raiz com aparéncia saudavel (dpice branco
leitoso).

Calculou-se a entropia informacional conforme Labouriau (1983) e o
tempo médio de germinacdo, de acordo com Baptista de Carvalho et al. (2001).
Célculos similares foram realizados para a emergéncia de epicétilo e
desenvolvimento de plantulas. Segundo Borghetti & Ferreira (2004), o tempo
médio avalia o processo com cardter cinético e fornece informagdes sobre as
vias metabdlicas envolvidas, enquanto a entropia informacional indica a
sincronizacao do processo.

Utilizaram-se as férmulas desenvolvidas por Silva et al. (2003) para o
calculo do fator de incremento na germinagdo (FIG) e do fator de incremento na
producdo de plantulas normais (FIP). O FIG representa o nimero médio de

fragdes germinadas a partir do fracionamento de uma semente:

FIG = nfg . ns (D
em que nfg = ndmero total de fracdes germinadas por repeticdo e ns = nimero

de sementes colocadas para germinar em cada repeticao.
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Da mesma forma, o FIP é o nimero médio de plantulas normais obtidas

a partir do fracionamento de uma semente:

FIP = npn . ns (2)
em que npn = o nimero total de plantulas normais por repeti¢ao e ns = o nimero
de sementes colocadas para germinar em cada repeticao.

Aplicaram-se diferentes modelos matemadticos aos dados de germinagdo
acumulada em fun¢@o do tempo, optando-se pelo modelo de melhor ajuste, com
maior coeficiente de determinag¢do dentro dos graus de liberdade disponiveis. A
emergéncia acumulada e o desenvolvimento acumulado de plantulas receberam
tratamento similar.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualisado
(DIC), compondo um esquema fatorial com 6 tratamentos (2 tamanhos de
semente x 3 tipos de corte) em DIC com 4 repeticdes e 12 sementes por
repeti¢do. Realizou-se andlise de varidncia e a comparacao entre médias foi feita
pelo teste de Tukey, a 5% de significincia, pelo programa Sisvar (Ferreira,
2003).

A curva de embebigdo foi realizada com trés repeti¢des para cada tipo de
corte, nas mesmas condi¢des de germinagdo (22+2°C no escuro em caixas
plasticas do tipo Gerbox® com papel Germitest®). As sementes foram pesadas
antes do inicio da embebi¢do e a intervalos de tempo para célculo do incremento
em relacdo a massa inicial (Lima Juinior, 2004). Uma amostra foi utilizada para a
determinacdo do conteddo inicial de d4gua das sementes antes da embebigdo. A
taxa de embebicdo foi derivada para cada intervalo de tempo, sendo os valores
expressos em porcentagem de incremento por hora (%.h™).

Para a aclimatizag¢do, 25 plantulas normais de cada tratamento foram

transferidas para bandejas plasticas] com fundo perfurado contendo 7 L de

' Dimensoes das bandejas: 10x28x42cm (altura x largura X comprimento)
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Vermiculita® autoclavada de textura fina. Em um estudo anterior, considerou-se
a areia como o melhor substrato para o desenvolvimento de plantulas de E.
pyriformis (Nascimento, 2006), mas optou-se pela vermiculita devido a sua
capacidade de fixacdo de nutrientes (Marchetti, 1987; 1992) e de retencdo de
dgua (Cruz, 1985).

As bandejas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de
25+40C e fotoperiodo de 12 horas (D/N) sob luz branca fluorescente. A
intensidade da luz foi controlada com telas de sombrite. Iniciou-se com 28,5
umol.m-2s-1 de radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) medida com
quantdmetro LI 1600M, passando para 40,0 umol.m-2s-1 e, finalmente, para
57,3 umol.m-2s-1 apds 4 semanas. Durante os primeiros 20 dias, as bandejas
permaneceram cobertas por pléstico transparente de PVC para minimizar a perda
de umidade.

Antes do plantio, aplicou-se ao substrato 1,5 L por bandeja de solucgdo
nutritiva completa de Johnson modificada (Johnson, 1957, citado por Epstein,
1975) com forca completa e pH ajustado para 6,0, devido a recomendacdo de
fertilizagdo suplementar para a vermiculita (Martin et al., 2006). Novas
aplicagdes de solucdo nutritiva foram realizadas a cada 40 dias (400
ml./bandeja). Para manter o substrato timido entre as aplica¢Oes, adicionaram-se
400 mL de 4gua destilada por bandeja, a cada 2 dias.

Apés 120 dias de transplante, avaliou-se a porcentagem de
sobrevivéncia das plantulas, que ndo foi analisada estatisticamente; atribuiram-
se notas de acordo com a aparéncia das plantulas, para as quais aplicou-se
estatistica ndo-paramétrica, considerando uma amostra de 25 plantulas por
tratamento. Para uma subamostra de cinco plantulas por tratamento, contou-se o
nimero de folhas e mediu-se o comprimento da parte aérea e da raiz. Cada
plantula foi considerada como uma repeticdo. Calculou-se a razdo de

alongamento (RA) a partir das medidas de comprimento de caule e raiz:
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RA=CC.CR" A3)
em que: CC = comprimento do caule (cm) e CR = comprimento da raiz (cm).

A razdo de distribuicdo foliar (RDF) (folhas.cm™) foi calculada para
avaliar a distribuicdo das folhas ao longo do caule:

RDF=NF.CC"' )
em que: NF = nimero de folhas de uma plantula e CC = comprimento do caule
(cm).

Separaram-se as partes das plantas, levando para secagem em estufa
com ventilacdo forcada a 60°C, durante 4 dias, obtendo-se a massa seca de
folhas, caules, raizes e residuos de semente. Calculou-se a particdo de matéria
seca em percentagem, desconsiderando os residuos de semente. Obteve-se,
ainda, a razdo de massa foliar (RMF) de acordo com Hunt (1978), sendo:

RMF = MSF. MST ! 5)
em que: MSF = massa seca foliar e MST = massa seca total da plantula.

A massa de folhas individuais (MFI) foi calculada do seguinte modo:

MFI = MSF. NF ! (6)
em que: MSF = massa seca foliar e NF = nimero de folhas de uma plantula.

O coeficiente alométrico (k) foi calculado de acordo com Hunt &
Cornelissen (1997):

k=InMSR.InMSP ' (7)
em que: MSR = massa seca de raiz e MSP = massa seca de parte aérea.

O experimento de aclimatizacdo foi realizado com delineamento
inteiramente casualisado, em esquema fatorial com 6 tratamentos (2 tamanhos
de semente x 3 tipos de corte), com 5 repeticdes por tratamento, para andlise das
variaveis morfométricas. Realizou-se andlise de varidncia e a comparagio entre
médias feita pelo teste de Tukey, a 5% de significancia, exceto para as notas de

aparéncia.
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S RESULTADOS

A massa média das sementes grandes foi de cerca de 1,0 g, enquanto as
sementes pequenas pesavam aproximadamente metade desse valor. O teor de
dgua foi superior a 50% para os dois tamanhos de semente 60 dias apds a coleta
(Tabela 1), indicando que as condi¢des de armazenamento mantiveram o teor de
dgua das sementes.

A porcentagem de germinacao foi elevada para todos os tratamentos, nao
havendo diferencas entre os tamanhos (Tabela 1), exceto para as sementes
cortadas transversalmente, que apresentaram os menores valores para os dois
tamanhos de sementes. As sementes fracionadas germinaram mais rapidamente
do que as sementes inteiras, com IVG mais elevado para os dois tipos de corte.
Com relagdo ao tamanho, ndo houve diferenga significativa, comparando-se o
mesmo tipo de corte (Tabela 1). O aumento da germinagdo foi logaritmico até
cerca de 40 dias ap6s a instalacdo do experimento, para as sementes grandes e
50-55 dias para as pequenas. Os pontos encontram-se diferenciados, no

segmento da curva ao qual foi aplicado um modelo matematico (Figura 2).
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TABELA 1. Valores médios de massa fresca e teor de dgua das sementes de
Eugenia pyriformis Camb. armazenadas durante 60 dias, a 15°C e
100% UR em embalagens plasticas de polietileno com papel
absorvente sobre as sementes. Germinagdo (%) e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) a 2242°C, aos 110 dias, para
sementes fracionadas de Eugenia pyriformis Camb.

Sementes
Grandes Pequenas
Massa fresca
(g/semente) * 1,068+0,001 0,534+0,002
Teor de dgua (%) 52,2+1,0 56,3+5,1
1 3 sk Ad1
Tipo de corte Germinacdo (%) Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 100,0 aA 100,0 aA 100,0 a
Transversal 83,3 bA 86,5 bA 849b
Longitudinal 99,0 aA 97,9 aA 98,4 a
Médias 94,1 A 94,8 A
IVG (dia™) Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 0,868 bA 0,890 bA 0,879 b
Transversal 1,922 aA 1,979 aA 1,951 a
Longitudinal 1,965 aA 2,099 aA 2,032 a
Médias 1,585 A 1,656 A

* Média + erro padrdo de trés repeticoes

** Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Letras mintsculas para comparacio entre tipos de corte
(na coluna) e maidsculas para comparacio entre tamanhos (na linha).
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Os resultados das sementes grandes e pequenas sdo apresentados
separadamente para maior clareza. Verifica-se, no entanto, que as curvas sio
similares para os dois tamanhos (Figura 2A e B), exceto para as sementes
grandes e cortadas transversalmente (GT). Neste tratamento, observou-se a
rdpida germinag¢do das metades com eixo embriondrio, ocorrendo um longo
periodo de estabilizagdo (entre o 10° e 0 36° dia), ao qual se seguiu uma segunda
fase ascendente da curva que correspondeu a germinacdo das metades sem eixo
embriondrio pela regido da superficie de corte (Figura 2A e 3A). Nas sementes
pequenas cortadas transversalmente (PT), essa fase estaciondria nao foi evidente,
sendo possivel ajustar um modelo (Figura 2B).

O tempo médio de germinacdo variou entre 16 e 20 dias para todos os
tratamentos, exceto para as sementes grandes fracionadas transversalmente, cujo
tempo médio foi de cerca de 28 dias (Tabela 5), devido a fase estaciondria
observada (Figura 2A). Houve interacdo significativa entre os fatores (tamanho e
tipo de corte). A entropia informacional atingiu valores entre 2,45 e 2,69 (Tabela
6), mas ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para nenhum dos
dois fatores estudados.

Para a porcentagem de emergéncia, apenas o tipo de corte foi
significativo. Os menores valores de emergéncia foram observados para as
fracOes transversais e os maiores para as sementes inteiras, ndo havendo
diferenca entre os tamanhos (Tabela 2). Para o IVE, a interagcdo entre os fatores
ndo foi significativa. O IVE foi mais elevado para as sementes grandes. Na
comparacdo entre tipos de corte, os maiores valores foram observados para as

fragdes cortadas longitudinalmente (Tabela 2).
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FIGURA 2. (A) e (B) Germinacdo acumulada, (C) e (D) emergéncia acumulada

e (E) e (F) desenvolvimento acumulado de plantulas a partir de
sementes grandes (a esquerda) e sementes pequenas (a direita) de
Eugenia pyriformis Camb. submetidas a diferentes tipos de
fracionamento e mantidas a 22+2°C, no escuro em Gerbox. Gl=
sementes  grandes inteiras, GT=  grandes fracionadas
transversalmente, GL= grandes fracionadas longitudinalmente. PI=
sementes pequenas inteiras, PT= pequenas fracionadas
transversalmente, PL= pequenas fracionadas longitudinalmente.
Cada ponto representa a média de 4 repeti¢des para cada tempo.
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TABELA 2. Emergéncia (%) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) a
22+2°C, aos 110 dias, para sementes fracionadas de Eugenia

pyriformis Camb.
A % L
Tipo de corte Emergéncia (%) Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 85,4 aA 79,2 aA 82,3 a
Transversal 46,9 bA 40,6 bA 43,8 ¢
Longitudinal 74,0 aA 67,7 aA 70,8 b
Médias 68,8 A 62,5 A
Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 0,324 bA 0,313 bA 0,319b
Transversal 0,463 aA 0,316 bB 0,390 b
Longitudinal 0,580 aA 0,503 aA 0,541 a
Médias 0,456 A 0,377 B

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Letras mintsculas para comparacio entre tipos de corte
(na coluna) e maidsculas para comparacio entre tamanhos (na linha).

A emergéncia iniciou-se a partir de 16-18 dias, sendo mais rdpida até
50-60 dias. Desacelerou-se a seguir, mas prolongou-se até o final do
experimento (Figura 2C e 2D). Modelos logaritmicos foram ser ajustados a
todas as curvas de emergéncia acumulada, na fase de crescimento mais
acelerado, diferindo o angulo de inclina¢do entre as curvas e a porcentagem
atingida antes da fase de desaceleracdo. As sementes cortadas transversalmente
apresentaram menor porcentagem de emergéncia nessa fase (Figura 2Ce 2D).

O tempo médio de emergéncia foi de 39 dias e os maiores valores foram
observados para as sementes cortadas longitudinalmente de ambos os tamanhos,

com valores superiores a 40 dias. O tipo de corte e o tamanho das sementes
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foram significativos para o tempo médio de emergéncia (Tabela 5). Nao foi
observada interacdo significativa entre os fatores.

A entropia informacional para a emergéncia do epicétilo variou entre
2,59 e 3,23, sendo mais elevada do que na germinagao (Tabela 6), indicando que
a emergéncia do epicétilo € um processo mais aleatério do que a protrusdo da
radicula, entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Os
maiores valores foram observados para as sementes grandes cortadas
longitudinalmente, devido a dispersdo da emergéncia ao longo do tempo, sem
indicacdo de estabilizacdo até o final do experimento (Figura 2C).

A porcentagem de plantulas normais foi mais alta para as sementes
grandes apesar de nao haver diferenga significativa entre os tamanhos dentro dos
tipos de corte. Para as sementes inteiras, a porcentagem de plantulas foi de 80%,
enquanto o pior desempenho foi observado para as sementes cortadas
transversalmente com média de 40%, as sementes fracionadas longitudinalmente
tiveram um resultado intermedidrio (Tabela 3).

A velocidade de producdo de plantulas também foi maior para as
sementes grandes, resultando num IVP mais alto. Houve diferencga entre os tipos
de corte, com maior IVP para os cortes longitudinais (Tabela 3). A intera¢do
entre os fatores ndo foi significativa para a porcentagem de plantulas normais e o

IVP.
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TABELA 3. Plantulas normais (%) e indice de velocidade de producdo de
plantulas normais (IVP) a 22+2°C aos 110 dias para sementes
fracionadas de Eugenia pyriformis Camb.

Ti Plantulas normais (%)* Médias
ipo de corte
Grandes Pequenas
Inteiras 83,3 aA 77,1 aA 80,2 a
Transversal 44,8 cA 35,4 cA 40,1 ¢
Longitudinal 65,4 bA 56,3 bA 60,9b
Médias 64,6 A 56,2 B
IVP (dia™) Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 0,231 bA 0,217 bA 0,224 b
Transversal 0,289 bA 0,200 bB 0,244 b
Longitudinal 0,415 aA 0,326 aB 0,370 a
Médias 0,312 A 0,247 B

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Letras mintsculas para comparacio entre tipos de corte
(na coluna) e maidsculas para comparacio entre tamanhos (na linha).

O incremento de germinagdo (FIG) foi superior a 1,00 para os cortes
longitudinais dos dois tamanhos, atingindo valor 1,00 para as sementes inteiras,
indicando viabilidade elevada (Tabela 4). O incremento de plantulas (FIP) sé foi
superior a 1,00 para as sementes grandes cortadas longitudinalmente devido a
producdo de mais de uma plantula por semente (Figura 3B), enquanto para as
sementes inteiras o FIP foi maior que 0,80 para os dois tamanhos de semente
(Tabela 4). A producdo de plantulas a partir de sementes fracionadas
transversalmente igualou-se a do tratamento utilizando sementes nao fracionadas

(Tabela 4), devido ao fendmeno de rebrota a partir de raizes (Figura 3C).
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TABELA 4. Fator de incremento de germinacgdo (FIG) e fator de incremento de
plantulas (FIP) para sementes fracionadas de Eugenia pyriformis
Camb. segundo Silva et al. (2003).

* Adi
Tipo de corte FIG Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 1,00 cA 1,00 cA 1,00 ¢
Transversal 1,67 bA 1,73 bA 1,70 b
Longitudinal 1,98 aA 1,96 aA 1,97 a
Médias 1,55 A 1,56 A
FIP Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 0,83 bA 0,77 bA 0,80 b
Transversal 0,90 bA 0,71 bB 0,80 b
Longitudinal 1,31 aA 1,12 aB 1,22 a
Médias 1,01 A 0,87B

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Letras mintsculas para comparacio entre tipos de corte
(na coluna) e maidsculas para comparacio entre tamanhos (na linha).

O tempo médio para a obten¢@o de plantulas normais foi menor para as
sementes grandes fracionadas transversalmente (42,7 dias). Para os demais
tratamentos, o tempo médio variou entre 44 e 51 dias (Tabela 5). Nao houve

diferenca significativa entre os tratamentos.
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FIGURA 3. (A) Semente de FEugenia pyriformis Camb. fracionada
transversalmente, com rizogénese na superficie de corte da fragdo
sem eixo embriondrio. (B) Duas plantulas derivadas da mesma
semente fracionada longitudinalmente, antes do transplante para a
vermiculita. (C) Brotagdo de parte aérea em raiz de semente
fracionada longitudinalmente.

119



TABELA 5. Valores de tempo médio (dias) para os processos de germinacio,
emergéncia e desenvolvimento de plantulas normais obtidas de
sementes fracionadas de Eugenia pyriformis Camb. a 22+2°C, no
escuro em recipientes plasticos do tipo Gerbox.

e L.
Tipo de corte Germinagao Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 16,0 aA 16,1 abA 16,0b
Transversal 27,7 bA 20,8 aB 243 a
Longitudinal 16,4 aA 15,6 bA 16,1 b
Médias 20,0 A 17,6 B
Emergéncia Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 38,2 abA 36,7b 3740
Transversal 30,2 bB 40,5 ab 353b
Longitudinal 42,1 aA 47,7 a 449 a
Médias 36,8 B 41,6 A
Desenvolvimento de plantulas Médias
normais
Grandes Pequenas
Inteiras 49,4 aA 48,9 aA 49,2 a
Transversal 42,7 aA 47,7 aA 452 a
Longitudinal 44,5 aA 51,4 aA 48,0 a
Médias 455 A 49,3 A

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Letras mintsculas para comparacio entre tipos de corte
(na coluna) e maidsculas para comparacio entre tamanhos (na linha).

A entropia informacional para o desenvolvimento de plantulas foi mais
baixa do que nos dois casos anteriores, variando entre 1,81 e 2,18; os menores
valores foram observados para as sementes fracionadas transversalmente dos

dois tamanhos (Tabela 6), provavelmente, devido a menor porcentagem total de
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plantulas formadas (Tabela 3). Para esse varidvel, apenas o tipo de corte foi
significativo (Tabela 6).

Ajustaram-se equagdes logaritmicas as curvas de desenvolvimento
acumulado de plantulas normais; o modelo utilizado € adequado a fase de
crescimento acelerado (Figura 2E e 2F). Nao houve estabilizacdo até cerca de
100 dias para as sementes pequenas, mas, devido a deterioragdo das condi¢des
experimentais, encerrou-se o experimento no 110° dia apds a sua instalagdo.
Provavelmente, houve esgotamento das reservas das fragdes de sementes,
principalmente das pequenas. O substrato utilizado permitiu visualizar o
desenvolvimento, mas nd@o tinha capacidade de manter as plantulas. Para
contornar esse problema, plantulas sauddveis de cada tratamento foram
transplantadas para vermiculita e realizou-se o processo de aclimatizacao.

Nas curvas de embebicdo, verificou-se maior incremento de massa para
as sementes cortadas. O ganho de massa segue uma tendéncia logaritmica para
as trés curvas (Figura 4A). A taxa de embebicdo declinou rapidamente apds a
fase I, mantendo-se abaixo de 0,1% apds esse periodo de embebicio (Figura
4B). A variagdo da taxa de embebi¢do nas primeiras 40 horas foi muito
acentuada, sendo 6 vezes maior nas sementes cortadas do que nas sementes
inteiras (Figura 4C).

A taxa de embebicdo das sementes inteiras declinou menos do que as
sementes fracionadas apds a embebicdo inicial, mas, em ambos os casos,
manteve-se abaixo de 0,1%.h". A germinacdo das sementes inteiras ocorreu
ap6s 630 horas (aproximadamente 26 dias), enquanto para as sementes
fracionadas, pelo menos uma das metades apresentava-se germinada desde 168
horas em todas as repetigdes (seta cheia na Figura 4A), sem aceleracio
perceptivel da taxa de embebicdo (Figura 4B). Com cerca de 16 dias ocorreu

emergéncia da parte aérea para as sementes fracionadas; no entanto, para as
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cortadas transversalmente, esse fato ocorreu apenas para as metades com eixo

embrionario.

TABELA 6. Valores de entropia informacional (bits) para os processos de
germinacdo, emergéncia e desenvolvimento de plantulas normais
obtidas de sementes fracionadas de Eugenia pyriformis Camb., a
22+2°C, no escuro, em recipientes plasticos do tipo Gerbox.

s L.
Tipo de corte Germinagao Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 2,45 aA 2,66 aA 2,55a
Transversal 2,46 aA 2,65 aA 2,55a
Longitudinal 2,69 aA 2,67 aA 2,68 a
Médias 2,53 A 2,66 A
Emergéncia Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 2,90 abA 291 aA 2,90 ab
Transversal 2,59 bA 2,93 aA 2,76 b
Longitudinal 3,23 aA 3,04 aA 3,13 a
Médias 2,90 A 2,96 A
Desenvolvimento de plantulas Médias
normais
Grandes Pequenas
Inteiras 2,11 aA 2,02 aA 2,07 ab
Transversal 1,81 aA 1,84 aA 1,83 b
Longitudinal 2,18 aA 2,17 aA 2,18 a
Médias 2,03 A 2,01 A

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Letras mindsculas para comparacio entre tipos de corte
(na coluna) e maidsculas para comparacio entre tamanhos (na linha).
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FIGURA 4. (A) Curva de embebicao de sementes inteiras e fracionadas de
Eugenia pyriformis Camb. Germinagdo, de pelo menos, uma fracio
para as sementes cortadas (‘ ). Emergéncia de parte aérea em, pelo
menos, uma das fra¢des (Z)). Germinagao das sementes inteiras (P»).
Pelo menos uma plantula normal de sementes fracionadas (22 ). (B)
Taxa de embebicdo de sementes inteiras e fracionadas, em funcio do
tempo. (C) Detalhe da variacdo da taxa de embebicdo nas primeiras 40
horas. Cada ponto representa a média de 3 repeticdes por tempo e por
tratamento.
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Durante a aclimatizacdo, as plantulas desenvolveram-se, produzindo
folhas novas e alongando-se (Figura 5). A sobrevivéncia foi elevada para todos
os tratamentos (Tabela 7). Plantulas de melhor aparéncia foram observadas para
as sementes grandes. A nota média variou entre 2,72 e 3,36 para as plantulas
oriundas de sementes grandes, enquanto para as sementes pequenas, a média foi
de 2,47 (Tabela 7). Nao houve diferenca entre sementes fracionadas e inteiras
para as sementes pequenas; ji para as sementes grandes, as plantulas obtidas de
corte longitudinal obtiveram nota de aparéncia significativamente menor do que
as inteiras (Tabela 7).

O ndmero médio de folhas por plantula variou entre 21 e 38, sendo
maior para as plantulas provenientes de sementes grandes inteiras. Apenas o
tamanho das sementes foi significativo para o nimero de folhas. O tipo de corte
na semente ndo influenciou esta varidvel, nem houve interacdo significativa
(Tabela 7).

A massa de folhas individuais foi inferior a 5,0 mg por folha (Tabela 7).
Embora ndo tenham ocorrido diferencas estatisticas significativas, a massa das
folhas foi maior para as plantulas obtidas a partir de sementes grandes inteiras,

decrescendo para as sementes fracionadas.
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3,0cm

FIGURA 5. (A) Aspecto geral da bandeja com plantulas resultantes da
aclimatizacdo de plantulas resultantes de sementes grandes
fracionadas transversalmente (GT), apds 120 dias de aclimatizagdo
em sala de crescimento a 25+4°C e fotoperiodo de 12 horas (D/N),
usando vermiculita como substrato. (B) Plantula completa
resultante do fracionamento transversal de semente grande.
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TABELA 7. Sobrevivéncia e aparéncia de plantulas obtidas de sementes
fracionadas de Eugenia pyriformis Camb. aclimatizadas durante
120 dias em sala de crescimento a 25+ 4°C e fotoperiodo de 12
horas (D/N) usando vermiculita como substrato. Valores médios
do nimero de folhas por plantula e massa de folhas individuais.

Tipo de corte Sobrevivéncia (%) *
Grandes Pequenas
Inteiras 100 100
Transversal 96 100
Longitudinal 100 96
Aparéncia * Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 3,4 aA 2,5 aB 29a
Transversal 3,0 abA 2,4 aB 2,7 a
Longitudinal 2,7 bA 2,5aA 2,6a
Médias 3,0 A 2,5 B
Folhas por plantula ¢ Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 37,8 aA 22,0 aB 299 a
Transversal 25,4 aA 21,2 aA 23,3 a
Longitudinal 29,8 aA 23,0 aA 26,4 a
Médias 31,0 A 22,1 B
Massa foliar (mg/folha) ¢ Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 4,7 aA 2,9 aA 3,8a
Transversal 4,1 aA 2,5 aA 3,3a
Longitudinal 3,2 aA 2,8 aA 30a
Médias 40 A 2,7 A

*  N=25 plantulas. Notas para a aparéncia das plantulas 0= morta, 1= muito
atrofiada ou doente, 2= parcialmente atrofiada ou doente, 3= vigorosa, 4=
muito vigorosa. Teste de Mann-Whitney, a 5% de probabilidade.

¢ N= 5 plantulas por tratamento. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Letras mintsculas para
comparacao entre tipos de corte (na coluna) e maitsculas para comparagdo
entre tamanhos (na linha).
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O comprimento médio de caule foi menor para as sementes pequenas,
embora s6 houvesse diferenca significativa entre as sementes inteiras. Nao
houve diferenca entre os tipos de fracionamento e nem interagdo entre os fatores
(Tabela 8).

O comprimento médio de raiz foi maior para as plantulas obtidas a partir
de sementes grandes, observando-se também diferenca significativa entre
tamanhos. Contudo, ndo houve diferenca entre tipos de fracionamento e
tampouco ocorreu interacdo entre os fatores (Tabela 8).

A razdo de alongamento caule/raiz indica que o crescimento do caule em
comprimento foi metade ou menos do alongamento de raiz, com valores
inferiores a 0,5 para todos os tratamentos, exceto nas sementes grandes e inteiras
(Tabela 8). Nio foi observada diferenga significativa para os fatores tamanho de
semente e tipo de fracionamento, nem interacdo entre eles.

A razdo de distribuicdo foliar foi de cerca de 2 folhas por centimetro do
caule (Tabela 8). Ndo houve diferenca significativa entre os tamanhos de
semente e 0s tipos de corte para essa varidvel e tampouco, a interacdo entre 0s
fatores.

A massa absoluta das plantulas variou entre 0,190 e 0,661 g, ap6s 120
dias de aclimatizagdo (Tabela 9). Tanto o tamanho da semente quanto o tipo de
fracionamento afetaram a massa das plantulas; por outro lado, a interacio entre
os dois fatores nao foi significativa.

A massa média das plantulas provenientes de sementes grandes foi de
442 mg, enquanto que para as plantulas obtidas de sementes pequenas, a média
foi de cerca da metade desse valor (218 mg). Por outro lado, o tipo de corte teve
efeito para as sementes grandes, mas nao para as pequenas. Embora nio ocorra
diferenca estatistica, pode-se observar que a massa média das plantulas obtidas
de sementes grandes por corte transversal e longitudinal foi de 50% a 100%

maior do que das sementes pequenas para o mesmo tipo de corte (Tabela 9).
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TABELA 8. Avaliagdo morfométrica de plantulas obtidas de sementes
fracionadas de Eugenia pyriformis Camb. aclimatizadas durante
120 dias em sala de crescimento a 25+4°C e fotoperiodo de 12
horas (D/N), usando vermiculita como substrato.

Tipo de corte Caule (cm) * Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 17,5 aA 8,9 aB 13,2 a
Transversal 12,5 aA 9,1 aA 10,8 a
Longitudinal 12,9 aA 10,5 aA 11,7 a
Médias 143 A 9,5B
Raiz (cm) Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 35,9 aA 25,6 aA 30,7 a
Transversal 26,3 aA 24,0 aA 25.1a
Longitudinal 36,4 aA 26,2 aA 31,3a
Médias 32,8 A 25,3 B
Razdo de alongamento (caule/raiz) Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 0,51 aA 0,37 aA 0,44 a
Transversal 0,50 aA 0,39 aA 0,44 a
Longitudinal 0,36 aA 0,41 aA 0,39 a
Médias 0,46 A 0,39 A
Distribui¢do foliar L.
(folhas/cm de caule) Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 2,2 aA 2.4 aA 23a
Transversal 2,1 aA 2.4 aA 22a
Longitudinal 2,3 aA 2.4 aA 23a
Médias 22 A 24 A

* N= 5 plantulas por tratamento.
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Letras mintisculas para comparagdo entre tipos de corte
(na coluna) e maidsculas para comparacgdo entre tamanhos (na linha).
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TABELA 9. Particio de matéria seca de plantulas obtidas de sementes
fracionadas de Eugenia pyriformis Camb. aclimatizadas durante
120 dias em sala de crescimento a 25+4°C e fotoperiodo de 12

horas (D/N), usando vermiculita como substrato.

Tipo de corte Massa da plantula (mg) * Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 661,3 aA 256,3 aB 458,8 a
Transversal 300,4 bA 209,7 aA 255,0b
Longitudinal 363,3 bA 188.,9 aA 276,1 ab
Médias 441,7 A 218,3 B
Residuos de semente (%) Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 23,9 aA 33,0 aA 28,5 a
Transversal 23,9 aA 29,7 aA 26,8 a
Longitudinal 33,2 aA 21,6 aB 274 a
Médias 27,0 A 28,1 A
Coeficiente alométrico (k) Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 1,234 aA 1,168 aA 1,201 a
Transversal 1,383 aA 1,206 aA 1,296 a
Longitudinal 1,120 aA 1,277 aA 1,198 a
Médias 1,247 A 1,217 A
Razdo de massa foliar Médias
Grandes Pequenas
Inteiras 0,3461 aA 0,3564 aA 0,3513 a
Transversal 0,4459 aA 0,3639 aA 0,4049 a
Longitudinal 0,3543 aA 0,4372 aA 0,3957 a
Médias 0,3821 A 0,3858 A

* N= 5 plantulas por tratamento.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Letras mintsculas para comparacio entre tipos de corte
(na coluna) e maidsculas para comparacgdo entre tamanhos (na linha).
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Os residuos da semente representaram de 23% a 33% da massa seca
total das plantulas, aproximadamente 200 dias apds a germinag¢do. Ndo ha
diferenca entre os tamanhos de semente e os tipos de fracionamento, exceto
entre os cortes longitudinais (Tabela 9).

Excluindo-se os residuos da semente, o caule representou cerca de 20%
da massa média das plantulas de todos os tratamentos, ndo havendo diferenca
entre os tamanhos e os tipos de fracionamento.

O coeficiente alométrico (k) variou entre 1,12 e 1,38, ndo havendo
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 9).

A massa seca de folhas variou entre 35% e 45% da massa seca das
plantulas, excluindo-se os residuos de semente. Para as sementes grandes, a
maior contribuicdo das folhas foi observada para as sementes cortadas
transversalmente (44,6%), enquanto que, para as sementes pequenas a maior
contribuicdo ocorreu para os cortes longitudinais (43,7%). J4 para as sementes
inteiras, a média foi de 35% para os dois tamanhos de sementes. Ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos para a varidvel razao de massa foliar

(Tabela 9).

6 DISCUSSAO

As sementes utilizadas neste trabalho correspondem, aproximadamente,
as classes II e III de tamanho, propostas para as sementes de E. pyriformis
(Andrade & Ferreira, 2000). A manutenc¢do da umidade das sementes durante o
armazenamento evitou a perda de vigor, pois a perda desta € um fator relevante
para a redugdo da viabilidade de sementes recalcitrantes de diferentes espécies
(Andrade & Ferreira, 2000; Andrade et al., 2003; Finch-Savage, 1992; Gentil &
Ferreira, 2000; Harrington, 1972; Oliveira & Valio, 1992; Schmidt, 2000).
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Nas superficies cortadas observou-se escurecimento devido a oxidagdo
do tecido lesionado, mesmo assim, houve formacdo de raizes nessas superficies
(Figura 3A). Essas raizes podem ser consideradas adventicias, em funcio de sua
origem a partir de tecido cotiledonar. Provavelmente, tais raizes formaram-se a
partir de tecidos sadios mais internamente & superficie de corte, de maneira
similar a origem end6gena de raizes laterais e adventicias (Esau, 1974). As
raizes adventicias podem originar-se em diferentes regides de plantas lenhosas,
principalmente a partir de tecidos feridos nas proximidades de feixes vasculares
(Jackson, 1986). A conex@o vascular é indispensdvel para a funcionalidade da
raiz recém-formada (Appezato-da-Gléria & Hayashi, 2003). Aparentemente, as
raizes desenvolvidas nas superficies cortadas ndo diferem de outras raizes em
sua estrutura.

As sementes fracionadas germinaram mais rapidamente do que as
sementes inteiras, porque o corte libera em parte a resisténcia mecanica
oferecida pelo tegumento a protrusdo da radicula, mesmo que ele ndo tenha sido
removido, conforme observado na curva de embebicdo, comparando-se
sementes inteiras e fracionadas (Figura 4A). Silva et al. (2003) afirmam que o
tegumento ndo atrasa a germinagdo de sementes de E. pyriformis, em funcdo do
IVG obtido. No presente trabalho, o valor do IVG foi superior ao obtido por
esses autores, inclusive para as sementes inteiras. Observou-se ainda uma
embebi¢do mais rdpida nas sementes fracionadas do que nas inteiras (Figura
4B), possivelmente porque a superficie cortada diretamente em contato com o
substrato permitiu absor¢do de dgua mais rdpida do que através do tegumento.
Além disso, a semente inteira tem forma ovéide e grande parte de sua superficie
ndo se encontra em contato direto com o substrato plano.

Andrade & Ferreira (2000) observaram diferenga de vigor em funcdo do
tamanho das sementes de uvaia, obtendo melhor desempenho para a classe II

(0,5-0,9g). Por outro lado, no presente trabalho, as sementes grandes fracionadas
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apresentaram maior IVE, indicando que a quantidade de reservas disponiveis na
parte fracionada foi relevante para o desenvolvimento da parte aérea. Silva et al.
(2003) também observaram melhor desempenho das sementes grandes
fracionadas em relacdo ao fator de incremento de plantulas (FIP). A quantidade
de reservas, provavelmente, é um fator relevante para determinar o alongamento
do epicétilo, mas nio para a protrusdo da radicula.

As diferencas entre o corte transversal e o longitudinal podem ser
explicadas em parte porque, no corte transversal, apenas uma das metades
apresentava eixo embriondrio. Andrade & Ferreira (2000) afirmam que as
sementes de uvaia apresentam embrido globoso sem diferenciacdo do eixo
hipocétilo-radicular. No entanto, em estudos de ultra-estrutura das sementes,
observou-se que o eixo estd presente e completamente diferenciado na semente
madura de E. pyriformis (Justo et al., 2006). Silva et al. (2003) observaram,
ainda, que o fracionamento transversal foi o que mais prejudicou a capacidade
germinativa das sementes de E. pyriformis.

Silva et al. (2005) realizaram fracionamento de sementes de trés
espécies de Eugenia usando o hilo como referéncia e obtiveram plantulas
normais de sementes fracionadas que mantinham, pelo menos, metade do hilo.
No embrido do tipo eugendide, o p6lo embriondrio encontra-se localizado
préximo ao hilo, em uma das extremidades da rafe (Figura 1A). No presente
trabalho, os dois tipos de corte secionaram o hilo ao meio, mas, no corte
longitudinal, o eixo embriondrio também foi fracionado (Figura 1B), enquanto
que, nas sementes cortadas transversalmente, apenas numa das metades foi
mantido o eixo embriondrio (Figura 1C). Na metade sem eixo, observou-se
rizogénese, principalmente na superficie cortada (Figura 3A).

Silva et al. (2003) sugerem que o fracionamento altera o balango
hormonal das sementes, induzindo a formacao de calos meristematicos. No

cultivo in vitro, a rizogénese ¢é favorecida por uma elevada razdo
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auxina/citocinina, enquanto que a formagdo de gemas é induzida por uma baixa
razio (Skoog & Miller, 1965 citados por Taiz & Zeiger, 1998). E provével que a
aplicagdo de reguladores de crescimento induza a formagdo de plantulas
completas nas metades sem eixo. Observou-se, ainda, o brotamento de gemas a
partir de raizes de sementes fracionadas (Figura 3C). Lorenzi (2002) relata a
ocorréncia de rebrota a partir de raizes em pitanga (E. uniflora L.).

As sementes fracionadas no presente estudo ndo apresentavam sinais da
presenca de embrides adicionais que pudessem explicar a formagao de plantulas
a partir das fragdes. Segundo Gurgel & Soubihe Sobrinho (1951), as sementes
de E. uvalha sao monoembridnicas. Os mesmos autores constataram que a
presenca de dois ou mais cauliculos na mesma plantula resultava de
ramificacdes do caule, partindo da regido do colo. As sementes de E. uniflora, E.
tomentosa e E. brasiliensis foram estudadas por esses autores, sendo também
monoembridncas. Silva et al. (2003) descartam a possibilidade de poliembrionia
em E. pyriformis; no entanto, Andrade & Ferreira (2000) observaram o
fendmeno em cerca de 3% das sementes de E. pyriformis. Outra possibilidade é
a ocorréncia de apomixia, como verificado em Citrus, diversas gramineas entre
outras espécies (Costa et al., 2004; Dall’Agnol & Schifino-Wittman, 2005;
Medeiros et al., 2000; Silva et al., 2004). A apomixia foi registrada em Syzygium
e estd associada a poliembrionia verificada nesse género (Nic Lughahdha &
Proenca, 1996). Sugere-se a realizacao de um estudo a respeito de apomixia para
as sementes de E. pyriformis.

Embrides coalecidos foram observados nas sementes de E. hookeri
Steud., dificultando a visualizacdo de todos os embrides existentes na semente
(Johnson, 1936, citado por Silva et al., 2003). Salomdao & Allem (2001)
estudaram a ocorréncia de poliembrionia em espécies de cerrado e caatinga, nao

observando, no entanto, esse fendmeno em E. dysenterica.
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Silva et al. (2003) comparam o fracionamento das sementes ao efeito de
danos fisicos causados as sementes por insetos ou pdssaros, pois houve
desenvolvimento de plantulas normais até nas fragdes que permaneceram com
apenas 1/4 da semente.

Existe, ainda, a possibilidade de fracdes de sementes assumirem
comportamento semelhante ao de estacas, com possibilidade de enraizamento e
desenvolvimento de nova parte aérea, a partir da migragdo de hormonios
vegetais (Anjos & Ferraz, 1999). Nao foi observada calogénese nas superficies
de corte (Figura 3A), como é freqiiente em casos de estaquia (Esau, 1974). A
producdo de brotacdes de E. pyriformis a partir de segmentos nodais foi bem
sucedida em meio WPM com adicdo de 0,1% de benzilaminopurina (BAP) e
3,0% de sacarose (Nascimento, 2006).

Andrade & Ferreira (2000) consideraram como plantulas normais
aquelas que apresentaram emergéncia do epicétilo, obtendo cerca de 65% de
plantulas normais para o tratamento de maior vigor. No entanto, neste trabalho,
verificou-se que algumas plantulas apresentaram emergéncia sem, no entanto,
ocorrer desenvolvimento posterior. Portanto, o nimero de plantulas normais foi
inferior a emergéncia, segundo os critérios estabelecidos.

O tipo de fracionamento das sementes ndo afetou a arquitetura das
plantulas obtidas apds a aclimatizacdo. Além disso, a avaliacdo subjetiva da
aparéncia concordou com os resultados quantitativos. As plantulas com notas
baixas produziram pouca ou nenhuma folha apds o transplante e o alongamento
do caule e da raiz foi minimo. Por outro lado, as plantulas com notas altas
apresentaram alongamento do caule e producdo de folhas (Figura 5B).

Plantulas de maior vigor foram obtidas a partir de sementes grandes e
inteiras, mas, as plantulas obtidas a partir de sementes fracionadas apresentaram
um desenvolvimento absolutamente normal. O fracionamento da semente parece

nido ter afetado a parti¢do de biomassa das plantulas de E. pyriformis, indicada
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pelo coeficiente alométrico (k), entre outras varidveis que niao apresentaram
diferenca significativa entre os tratamentos.

Houve um elevado investimento em folhas, provavelmente devido as
condi¢des de luminosidade durante a aclimatizacdo (50-60 pmol fétons.m™s™),
as quais sdo compardveis as de sub-bosque de mata (Montgomery & Chazdon,
2002; Pearcy, 1987; Pearcy et al., 2005). Sob baixa luminosidade, muitas vezes,
ocorre aumento do comprimento dos internds para aumentar a eficiéncia de
captura da luz ou como sinal de estiolamento (Pearcy et al., 2005; Zanela, 2001).
Todavia, para plantulas de E. pyriformis nao se observou esse fendmeno, pois as
folhas estdo densamente agrupadas ao longo do caule e os internds sdo curtos
(Figura 5A).

Os valores observados de razdo de massa foliar (RMF) foram
ligeiramente inferiores aos de espécies lenhosas de clima temperado (0,497),
mantidas sob radiacdo fotossinteticamente ativa de 135 wmol fétons.m™s" (Hunt
& Cornelissen, 1997).

De acordo com a teoria de particionamento 6timo, as plantas deveriam
alocar mais biomassa para os 6rgdos envolvidos na obtencdo do recurso mais
limitante (Weiner, 2004), que pode ser a luz, a 4gua ou os nutrientes,
dependendo do estudo (Hikosaka et al., 2005; Lof et al., 2005; McMillin &
Wagner, 1995; Tan & Hogan, 1998). Existem, ainda, as mudancas de alocacdo
durante o desenvolvimento da planta e as diferencas hereditarias (Bongarten &
Teskey, 1987; McMillin & Wagner, 1995; Gedroc et al., 1996). Segundo Grantz
et al. (2006), o mecanismo de regulacdo da alocagdo de biomassa ainda ndo é
bem esclarecido em resposta a diferentes fatores ambientais. Considerando a
for¢a dos drenos, hd dividas sobre a equivaléncia da raiz e da parte aérea. Em
alguns casos, hd uma clara competicdo entre os drenos, como observado por
Thaler & Pages (1996) para o desenvolvimento de folhas e de raizes primdrias e

secunddrias em plantulas de Hevea brasiliensis.
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Geralmente, o nimero de raizes secunddrias € proporcional ao
comprimento da raiz primdria (Harmer & Robertson, 2003). Contudo, a
ramificacdo das raizes das plantulas de E. pyriformis foi insignificante durante a
aclimatizagdo, havendo uma predominancia quase absoluta da raiz principal em

todos os tratamentos.

7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a rafe ¢ uma boa
referéncia para o fracionamento de sementes de uvaia. O corte longitudinal foi
mais eficiente para a produgdo de plantulas normais, pois o FIG e o FIP sdo mais
baixos para sementes inteiras e para as cortadas transversalmente. O uso de
sementes inteiras resultou em maiores porcentagens de emergéncia e de
plantulas normais. No entanto, o processo de germinagdo, de emergéncia e de
desenvolvimento de plantulas é mais lento. As sementes grandes cortadas foram
mais eficientes na producido de plantulas normais. A aclimatizacdo permitiu a
sobrevivéncia de plantulas de todos os tratamentos, mas as plantulas obtidas de
sementes fracionadas apresentaram menor vigor que as de sementes grandes e
inteiras. O fracionamento nao afetou a arquitetura das plantulas e a parti¢do de
matéria seca.

O sucesso na obtengdo de plantulas a partir do fracionamento das
sementes aponta para uma elevada capacidade de regeneragdo embriogénica das
sementes de E. pyriformis, com a possibilidade de aplicacdo desse potencial para
embriogénese somdtica in vitro, possivelmente sem a aplicagio de

fitorreguladores.
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CAPITULO V

LONGEVIDADE DAS SEMENTES DE Eugenia pyriformis Camb.
(MYRTACEAE) ARMAZENADAS SOB BAIXA TEMPERATURA
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1 RESUMO

JUSTO, Cristina Filomena. Longevidade das sementes de Eugenia pyriformis
Camb. (Myrtaceae) sob armazenamento a baixa temperatura. In:
Aspectos fisiologicos e anatomicos das sementes e do desenvolvimento
inicial de FEugenia pyriformis Camb. 2006. Cap. 5, p. 145-173. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. *

Eugenia pyriformis Camb. produz frutos saborosos que podem ser consumidos
in natura, na forma de sucos e geléias. A propagacdo da espécie € realizada por
sementes, as quais sdo grandes, pouco numerosas e de curta longevidade, devido
a sua recalcitrancia. O experimento foi conduzido com o objetivo de estabelecer
sua longevidade sob armazenamento a temperaturas de 10°C em embalagem
plastica com tratamento fungicida. As sementes recém-colhidas apresentaram
elevada germinabilidade a 25°C, no escuro e ndo havendo diferenca entre as
safras no tempo zero. Os maiores IVGs foram observados para a safra 2005.
Houve queda do IVG ao longo do periodo de armazenamento para ambas as
safras. O tempo médio de germinacgdo foi crescente ao longo do armazenamento
e aumentou mais rapidamente para a safra 2004. O indice de entropia
informacional (£) foi menor para os periodos mais prolongados de
armazenamento em func¢do do numero reduzido de sementes germinadas. A
germinacdo foi nula aos 5 meses, para a safra 2004 e muito reduzida aos 6
meses, para a safra 2005.

* Comité orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (orientador).
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2 ABSTRACT

JUSTO, Cristina Filomena. Longevity of Eugenia pyriformis Camb. (Myrtaceae)
seeds under storage at low temperature. In: . Physiological and
anatomical aspects of seeds and initial development of Eugenia pyriformis
Camb. seedlings. 2006, Chap. 5, p. 145-173. Thesis (Doctor degree in
Agronomy/Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

Eugenia pyriformis Camb. is a neotropical myrtaceous tree, with tasteful fruits.
Its seeds are large and scarce. This work was conducted with recently collected
seeds from 2004 and 2005 harvest to test its longevity under storage at 10°C in
plastic bags treated with fungicide. The initial germinability was high at 25°C in
the dark on paper roll. There were no differences between years for recently
collected seeds. Higher germination velocity index (GVI) was observed for 2005
stored seeds. GVI lowered during storage for both years. The average
germination time increased faster for 2004 stored seeds. Informational entropy
(E) was lower for longer stored seeds, because few seeds germinated. The
germination was null for 2004 seeds stored for 135 days and very low for 2005
seeds stored for 6 months.

* Guidance committee: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga (Adviser).
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3 INTRODUCAO

Viérias Myrtaceae brasileiras apresentam frutos carnosos de sabor
agraddvel ao paladar, os quais sdo apreciados pela fauna e consumidos pela
populagdo, sendo, portanto, potencialmente uteis para a alimentacdo humana e
recuperagdo de dreas degradadas (Andersen & Andersen, 1989; Lorenzi, 2002).
Dentre elas, destaca-se o género Eugenia, cujas espécies apresentam sementes
grandes, a quais perdem rapidamente a viabilidade quando submetidas a
dessecacdo (Andrade & Ferreira, 2000; Andrade et al. 2003; Bulow et al., 1994;
Delgado, 2006; Goldbach, 1979; Maluf et al., 2003; Silva et al., 2003 ), ou seja,
suas sementes sao recalcitrantes (Roberts, 1973).

As sementes de muitas Myrtaceae de matas do Brasil Central sdo
produzidas no inicio da estacdo chuvosa (Oliveira & Paula, 2001; Ressel et al.,
2004) e, geralmente, germinam prontamente na natureza, com estabelecimento
das plantulas antes do inicio da estiagem subseqiiente (Silva et al., 2005).

As sementes de E. brasiliensis Lamb. (Myrtaceae) suportam o
armazenamento em estado de embebicio, a 15°C, em presenca de 10*M de
4cido abscisico (ABA) (Goldbach, 1979). Nessas condicdes de armazenamento,
a temperatura deve ser baixa o suficiente para evitar a germinacdo e o
desenvolvimento de patégenos. Contudo, existe o risco de dano pelo frio
(Corbineau & Come, 1988).

A germinabilidade de E. dysenterica DC. decresce ao longo do
armazenamento, mesmo com a manutencdo do seu teor de 4gua (Andrade et al.,
2003). Farias Neto et al. (1991) obtiveram 15% de germinag@o dessa espécie
ap6s 300 dias de armazenamento em cimara fria a 10°C e 60% de umidade

relativa (UR).
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Eugenia pyriformis Camb. é uma espécie arbdrea que ocorre na regido
sul e sudeste do Brasil. Seu crescimento € relativamente rdpido e sua frutificagao
¢ precoce (Andrade & Ferreira, 2000), sendo conhecida como uvaia, ubaia e
uvalha (Franzon et al., 2004; Leal, 2005; Lorenzi; 2002). Os frutos, de coloracio
amarela ou alaranjada, podem ser consumidos in natura, na forma de sucos,
sorvetes, geléias e doces (Franzon et al., 2004). Suas sementes apresentam baixa
longevidade e recomenda-se a semeadura logo apds o despolpamento dos frutos
(Lorenzi, 1992). Na base de dados Seed Information Database (SID), a
sensibilidade a dessecag¢do de E. uvalha é considerada incerta (Flynn et al.,
2004).

A preservagdo da qualidade fisiol6gica das sementes € influenciada pelo
tipo de embalagem utilizada (Villela & Peres, 2004). Embalagens plasticas t€ém
sido utilizadas para o armazenamento de sementes recalcitrantes (Carvalho,
2005), pois permitem conservar a sua viabilidade por um periodo mais
prolongado, durante o qual as trocas gasosas sao possiveis, sem perda excessiva
de 4gua (Cunha, 1986; Schmidt, 2000).

Andrade & Ferreira (2000) verificaram que a emergéncia de plantulas de
E. pyriformis torna-se nula ap6s 60 dias de armazenamento em cimara seca a
15+2°C e 60% de UR em embalagens abertas. A redug¢do da emergéncia foi
menos acentuada quando as sementes foram armazenadas em cimara fria, a
5+2°C e 90% de UR, porém, houve queda de vigor. J4 Scalon et al. (2004)
obtiveram viabilidade superior a 50% para sementes de E. uvalha Cambess.
armazenadas durante 120 dias a temperatura ambiente (30°C) e, em geladeira, a
13°C, em frascos fechados.

O uso de embalagens de papel dentro de embalagens plasticos foi testado
para o armazenamento de diferentes espécies com variado grau de sucesso

(Sousa-Silva & Franco-Silva, 1999 citados por Sousa-Silva et al., 2001).
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Apesar da propagacdo vegetativa estar sendo viabilizada para E.
pyriformis (Nascimento, 2006), a manuten¢do de bancos de sementes é desejdvel
para conservar a diversidade genética da espécie (Bewley & Black, 1994). A
conservacdo de germoplasma de espécies com sementes recalcitrantes &
complexa, devido a rdpida perda de sua viabilidade (Andrade & Ferreira, 2000;
Bulow et al., 1994), sendo necessdrio manter cole¢des vivas, nem sempre
vidveis devido a erosdo genética. Além disso, ainda sdo poucas as informagdes
disponiveis sobre a variabilidade genética das populacdes naturais, com
implicagdes para o seu manejo, bem como a conservagdo de populacdes vidveis
(Telles et al., 2001; 2003).

A deterioragdo das sementes € inevitdvel, mas sua longevidade varia em
funcdo de um conjunto de fatores que incluem a temperatura, a umidade do
ambiente de armazenamento e as caracteristicas fisioldgicas das sementes
(Harrington, 1972).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de determinar a
longevidade de sementes de Eugenia pyriformis de duas safras, armazenadas a
100C, em embalagens plasticas para alimentos e avaliar a sua capacidade de

germinacao, bem como a producdo de plantulas apds o armazenamento.

4 MATERIAL E METODOS

As sementes foram obtidas de drvores matrizes localizadas no perimetro
urbano do municipio de Lavras, MG (21°14°20”S e 45°00’17°W GRW), tendo
sido coletadas na tltima semana do més de outubro de 2004 e de 2005. Uma
amostra de material com flores foi depositada no Herbario ESAL, com nimero

de registro 20468.
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Os frutos foram colhidos antes da queda, em estigio maduro,
determinado pela coloracdo amarela, a qual pode estar associada ao estigio de
maturacdo das sementes (Copelanes & Biella, 1985 citados por Gentil &
Ferreira, 2002). Schmidt (2000) sugere vdrios critérios praticos de indice de
maturidade para evitar a coleta de frutos e sementes imaturos e no caso de E.
pyriformis, caracteristicas como o amolecimento da polpa e o adogamento do
sabor podem ser tteis, conforme observado neste trabalho.

Os frutos foram processados no mesmo dia da coleta, para a remog¢ado da
polpa. As sementes foram submetidas a lavagem sob 4dgua corrente para limpeza
e remocdo dos residuos de polpa, sendo mantidos os tegumentos. O excesso de
dgua foi removido com papel-toalha. Apenas as sementes visivelmente chochas
foram eliminadas.

O teor de dgua das sementes foi determinado pelo método da estufa a
1054£2°C, por 24 horas (Brasil, 1992a), utilizando-se 4 subamostras de 5
sementes de cada periodo de armazenamento em cada safra. Os resultados foram
expressos em porcentagem, base timida.

Antes do armazenamento as sementes foram tratadas com suspensdo de
fungicida na concentacdo de 0,1%, Benlat® para as sementes coletadas em 2004
e Captan® para a safra de 2005. Em seguida, as sementes foram envolvidas em
papel Germitest® limpo e seco, embaladas em embalagens plasticos para
alimentos e armazenadas em geladeira a 10+2°C e UR de 48%.

Os testes de germinagdo foram conduzidos em rolo de papel a 25°C,
conforme descrito anteriormente (Capitulo 2), com 20 sementes em cada rolo de
papel e com 4 repeti¢des por tempo de armazenamento para cada safra.

A assepsia foi realizada com a imersdo das sementes em solucdo de
hipoclorito de sédio comercial diluido com dgua destilada (1:1) por 3 minutos.

As sementes foram lavadas cinco vezes em dgua destilada e imersas em
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suspensdo do fungicida Cercobin®, na concentracio de 1,0 g.L"', durante 30
minutos, antes de serem distribuidas sobre papel Germitest®.

O papel foi umedecido em 4gua destilada, na razdo de 2,5 vezes a massa
do papel seco. Os rolos foram mantidos na posi¢ao vertical em béqueres com
uma lamina de 4gua no fundo, cobertos com saco pldstico transparente preso
com elastico e mantidos no escuro em camara de germinacao tipo Mangelsdorff.

Como critério de germinacio foi considerada a protrusdo de 2 mm de
radicula, com avaliagdes a intervalos de 2 dias, durante 90 dias. As sementes
germinadas foram mantidas no rolo de papel para acompanhar o
desenvolvimento inicial até a contagem de plantulas normais. O intervalo para a
avaliagdo de plantulas normais foi de 10 dias até 120 dias, retirando-as do rolo
ao atingirem no minimo de 10 mm de epicétilo com primdrdios foliares e 30
mm de raiz com aspecto sauddvel (dpice branco-leitoso).

Ao final do experimento, foram consideradas como anormalidades as
seguintes caracteristicas: plantulas com 4pice da raiz ou epicétilo escurecido,
auséncia de epicdétilo ou de raiz, raiz ou parte aérea que nao atingiram o tamanho
minimo.

O experimento foi conduzido num delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial (2 safras x 4 periodos de armazenamento), com
4 repeticdes de 20 sementes para cada periodo de armazenamento em cada safra.
Uma amostra de cada safra foi colocada em rolo de papel, para avaliacdo da
germinacdo inicial (Tzero), constituindo as testemunhas dos lotes.

A porcentagem de germinagdo foi determinada apds 90 dias [G (%) =
(X’n; /N).100] e o indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi calculado
segundo a férmula proposta por Maguire (1962) [IVG=)n/t;)]. A porcentagem
de plantulas normais foi determinada aos 120 dias; enquanto o indice de
Maguire foi adaptado para a obten¢do do indice de velocidade de produgdo de

plantulas normais (IVP). Obtiveram-se, ainda, o tempo médio de germinagdo e
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de desenvolvimento de plantulas normais [t médio:Zni.ti.(Zni)’l] (Baptista de
Carvalho et al., 2001) e o indice de entropia informacional para a germinacio e o
desenvolvimento de plantulas [E=-Yf.log, f;, onde: fi=ni.(2ni)'1], segundo
Labouriau (1983).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas, pelo teste de Tukey (5% de probabilidade), pelo programa Sisvar
(Borghetii & Ferreira, 2004; Ferreira, 2003). Para as interacdes significativas
entre os fatores safra e tempo de armazenamento, foram feitos desdobramentos

dentro de safras e de tempos de armazenamento.

S RESULTADOS

O teor de 4gua inicial das sementes obtidas nas safras de 2004 e 2005
variou entre 49,6+0,3 e 50,8+0,8%, respectivamente, ndo havendo diferenca
significativa entre elas. Durante o armazenamento, a umidade diminuiu de modo
linear para as sementes da safra de 2004, atingindo aproximadamente 13%, apds
135 dias de armazenamento (Figura 1A). Por outro lado, para as sementes da
safra de 2005, a perda de umidade foi mais lenta, ajustando-se um modelo
polinomial de 2a ordem. O grau de umidade das sementes aos 135 dias ndo
diferiu significativamente da umidade inicial, havendo uma redugdo significativa
apenas aos 180 dias de armazenamento (Figura 1A).

A queda da umidade comprometeu diretamente a germinagdo das
sementes em fungdo do seu teor de dgua (Figura 1B), sobretudo para as sementes
da safra 2004, que apresentaram maior durante o armazenamento.

Os fatores safra e tempo de armazenamento interagiram quanto as

caracteristicas de germina¢do (%), IVG, entropia informacional (E) e tempo
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médio de germinagdo (Tmédio). Para andlise da E e do Tmédio de germinagio,

os periodos de 135 e 180 dias de armazenamento ndo foram comparados entre as

safras.
60
- (A) (B)
< —Tg T T ~Bo s
2 45 ] 2
]
30 4
3 £
3 E
o 15 L3
H (0]
o
o
0 T T S A R . . . T . T ; T ;
0 30 60 90 120 150 180 10 20 30 40 50 60
Tempo de armazenamento (dias) Umidade (%)
Safra * 2004 02005 ¢ 2004 02005
=-0,2807x + 53,536  y =-0,0007x 2 + 0,0661x + 49,665 ¥ = 0,1020x? - 3,5695x + 28,614 ¥ = 6,4442x - 223,42
R2=0,9401 R2=0,9148 R2=0,9925 R?=0,9778

FIGURA 1. (A) Variacdo do teor de dgua de sementes de Eugenia pyriformis
Camb. envolvidas em papel Germitest limpo e seco, embaladas em
embalagens plésticos e armazenadas a 10°C e UR de 100%. (B)
Variacdo da porcentagem de germinagdo em funcdo do contetdo de
dgua das sementes de duas safras. Cada ponto representa a média de
cada repeticd@o e as respectivas barras de erro padrio para o eixo x e
y. As barras de erro que ndo aparecem encontram-se dentro dos
limites do ponto.

Nao foi observada diferenga quanto a germinacdo inicial das duas safras
(Figura 2A). Considerando-se a safra 2005, a porcentagem de germinagdo
manteve-se alta até 90 dias de armazenamento, sem diferenca significativa em
relacdo a germinacdo inicial, com valores menores para os periodos
subseqiientes. Todavia, nas sementes da safra 2004, a germinacdo foi

significativamente menor que a inicial para, 45 e 90 dias de armazenamento e

nula para os periodos subseqiientes (Figura 2A).
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Quanto ao IVG, os valores foram mais elevados para a safra 2005, desde
a primeira avaliacdo. Apenas para 180 dias de armazenamento, o valor do IVG
nao diferiu de zero. Os valores de IVG decresceram mais rapidamente dentro da
safra 2004, enquanto que, para a safra 2005, ndo foram observadas diferencas
significativas entre 90 e 135 dias de armazenamento (Figura 2B).

A entropia informacional variou entre 2,00 e 3,00, para as datas de
avaliagio com elevada germinagdo (Figura 2C); baixos valores foram
observados para 90 dias de armazenamento da safra de 2004 e para 180 dias da
safra de 2005, em conseqiiéncia da reduzida porcentagem de germinacao (Figura
2A). Esses periodos de armazenamento diferiram significativamente dentro das
respectivas safras.

O tempo médio de germinacdo apresentou valores crescentes para
periodos mais longos de armazenamento dentro de cada safra, exceto 180 dias
(Figura 2D), devido a baixa germinacio total (Figura 2A). Comparando-se as
safras, menores valores de germinagdo foram observados para as sementes da
safra 2005, nos trés periodos de armazenamento considerados (Figura 2D).

A germinacdo das sementes recém-colhidas da safra 2004 estd
concentrada entre 10 e 30 dias, enquanto que, para a safra 2005, as maiores
freqiiéncias absolutas ocorreram entre 5 e 20 dias (Figura 3A). Isso resulta em
valores mais baixos de entropia informacional (Figura 2C) e de tempo médio de
germinacdo (Figura 2D). Para 45 dias de armazenamento, a germinacao foi mais
dispersa para ambas as safras, sendo mais tardia para as sementes da safra 2004
(Figura 3B), indicando provavel perda de vigor. Para 90 dias de armazenamento,
considerando as sementes da safra 2005, verifica-se um pico de maior freqiiéncia
aos 20 dias, enquanto para 2004, a germinagdo foi tardia, dispersa e reduzida

(Figura 3C).
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FIGURA 2. (A) Porcentagem de germinagdo (%) aos 90 dias, (B) IVG, (C)
Entropia informacional e (D) tempo médio da germinagdo de
sementes de Eugenia pyriformis Camb. armazenadas a 10°C, em
embalagens plésticas para alimentos, durante diferentes periodos
de tempo. As colunas representam a média de 4 repeticdes por
periodos de armazenamento em cada safra e as barras representam

para as sementes da safra 2005 (Figura 3D). Observou-se grande dispersdo
temporal para a germinacdo das sementes armazenadas por 135 dias (Figura
3D), apesar da germinagdo ser superior a 70% (Figura 2A). Para 180 dias de
armazenamento, a porcentagem de germinagdo foi reduzida (12,5%) e apenas

algumas sementes germinaram por volta do 20° dia, ndo ocorrendo germinagdo
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A partir da andlise de freqiiéncia absoluta da germinagdo, verifica-se que
sementes sauddveis e vigorosas germinaram em cerca de 20 a 30 dias;
germinagdo posterior, provavelmente, ocorre em sementes menos vigorosas.
Considerando os dados experimentais obtidos (Figura 3), os testes de
germinacdo em rolo de papel em E. pyriformis poderdo ser encerrados aos 60-70
dias, sem comprometimento dos resultados, considerando a protrusio da
radicula como critério de germinagao.

Quanto a porcentagem de plantulas normais, os valores foram mais
elevados para a safra 2005, para todos os periodos de armazenamento, exceto
para 180 dias, cujo valor ndo diferiu de zero (8,75%). Uma diminuicao
significativa foi observada aos 90 dias de armazenamento para a safra 2004,
enquanto que, para a safra 2005, verificou-se maior producdo de plantulas
normais para as sementes armazenadas durante 45 dias, embora sem diferenca
estatistica das sementes recém-colhidas (Figura 4A).

Os valores de IVP decresceram ao longo do armazenamento. Diferenca
significativa foi observada entre as safras, desde as sementes recém-colhidas,
indicando menor vigor de desenvolvimento das plantulas para as sementes da
safra 2004. Na safra de 2005, o IVP foi mais elevado, considerando as plantulas
provenientes das sementes armazenadas por 45 dias, embora de maneira nio
significativa (Figura 4B).

Para a comparagdo entre as safras, a entropia informacional e o tempo
médio de desenvolvimento de plantulas normais foram analisados apenas para as
sementes recém-colhidas e para os periodos de 45 e 90 dias de armazenamento.
Para a safra 2004, também foram analisados esses trés periodos e para a de 2005,

analisaram-se todos os periodos.
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Na figura 4C, verifica-se que os dados de entropia informacional foram
ambiguos para o desenvolvimento de plantulas, apesar de haver diferencas
significativas.

O tempo médio de desenvolvimento de plantulas foi crescente para as
sementes armazenadas na safra 2004. Para a safra 2005, foi observado um menor
o tempo médio para as sementes armazenadas por 45 dias, com valor inferior aos
demais periodos de armazenamento (Figura 4D). Esta caracteristica foi
inversamente proporcional ao IVP, para as duas safras, indicando que essas duas
variaveis retratam bem a variacao de vigor ao longo do armazenamento (Figura
5A).

Uma relacio linear entre o tempo médio de germinagdo e o tempo médio
de desenvolvimento de plantulas também foi observada nas sementes
provenientes da safra 2004. Houve uma defasagem de cerca de 20 dias entre o
tempo médio para a obtencdo de plantulas normais e o tempo médio de
germinacdo para a safra 2004 (Figura 5B). Por outro lado, para as sementes

colhidas em 2005, a relagdo entre as duas varidveis nao foi significativa.

159



Plantulas normais (%)

Entropia informacional (bits)

FIGURA 4. (A) Porcentagem de plantulas normais aos 120 dias, (B) IVP, (C)
entropia informacional e (D) tempo médio de desenvolvimento de
plantulas normais obtidas a partir de sementes de FEugenia
pyriformis Camb. armazenadas a 10°C, em embalagens pldsticas,
por diferentes periodos. As colunas representam a média de 4
repeticoes por tempo de armazenamento em cada safra e as barras

80 -

60 -

40 |

20 -

(A)

0 45 90 135 180
Tempo de armazenamento (dias)

(C)

Tempo de armazenamento (dias)

Tempo médio de desenvolv. de
plantulas normais (dias)

©
=3

o
I=]

N
I=)

n
o

o

0 45 90 135 180
Tempo de armazenamento (dias)

(D)

Tempo de armazenamento (dias)

72004 []2005

representam o erro padrdo da média.

160



80

Tempo médio de desenvolv. de
plantulas (dias)

20

FIGURA 5.

0

60 -

40 4

w3
- 2005 s R (8)
y = -56,711x + 69,975 §
R2 = 0,9724 ) 601 A
n S A
3=
Safra
~ o 2
“a | BE —__ 2004 m 2004
— 2004 Al Ega 45
° 1 y = 0,9924x + 20,071 A 2005
y =-103,25x + 77,487 e "
£ R? = 0,998
R? = 0,9837 £
. . = 0 ; . .
0,0 0,2 0,4 0,6 0 20 40 60 80
IVP Tempo médio de germinacao (dias)

Regressoes lineares entre as varidveis avaliadas de germinacio e
desenvolvimento inicial de plantulas obtidas a partir de sementes de
Eugenia pyriformis Camb. armazenadas a 10°C, em saco plastico,
durante diferentes periodos de tempo. (A) Tempo médio de
desenvolvimento de plantulas normais em funcdo do IVP. (B)
Tempo médio de desenvolvimento de plantulas normais, em fungio
do tempo médio de germinagdo. Cada ponto representa a média de
4 repeticdes.

6 DISCUSSAO

conteddo inicial de dgua das sementes de E. pyriformis (49%-50%

em base Umida) é tipico de sementes recalcitrantes. Delgado (2006) relata um

contetido ainda mais elevado para as sementes da espécie (73,5%).

D

iversas espécies de Myrtaceae sdo dispersas com elevada umidade,

variando entre 38% e 47% a 53% para as sementes de E. dysenterica (Andrade

et al., 2003; Cunha, 1986, respectivamente), 41% para Myrciaria cauliflora
(Mart.) Berg. (Valio & Ferreira, 1992), 46% para M. dubia (H.B.K.) McVaugh

(Ferreira &

Gentil, 2003), 57% para E. involucrata D.C. (Maluf et al., 2003),

33% para Campomanesia xanthocarpa Berg., 34% para E. rostrifolia Legr. e

68% para Myrcianthes pungens (Berg.) Legr. (Santos et al., 2004), 46,6% a
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49,5% para E. brasiliensis e 44,5% para E. uniflora L. (Delgado, 2006). No
entanto, essa varidvel nem sempre ¢é mencionada para estudos de
armazenamento de sementes recalcitrantes (Goldbach, 1979; Farias Neto et al.,
1991; Scalon et al., 2004).

Nos diversos conteidos de umidade mencionados nos pardgrafos
anteriores, o metabolismo das sementes encontra-se ativo, sendo possivel a
ocorréncia de respiragdo celular (Vertucci & Farrant, 1995). Segundo Harrington
(1972), no intervalo de umidade citado para as diferentes espécies pode ocorrer
germinacdo durante o armazenamento, como foi observado ao longo deste
trabalho.

Considerando que as sementes sdo higroscopicas, seu teor de dgua
tende a entrar em equilibrio com a UR do ambiente, num contetido que varia em
funcdo da composi¢do quimica da semente e das oscilacdes da UR do ambiente
(Harrington, 1972). O contetido de 4gua das sementes recalcitrantes estd muito
acima da umidade no equilibrio higroscépico. Para as sementes de M. dubia, o
equilibrio é atingido com 15% de d4gua, havendo, nesse conteido perda,
completa de viabilidade (Gentil & Ferreira, 2000).

A vantagem do uso de embalagens plésticas foi observada para sementes
de E. dysenterica em cdmara fria a 10°C e UR de 60%, sem prejuizos causados
pela baixa temperatura (Andrade et al., 2003; Farias Neto et al., 1991) e para as
sementes de Hancornia speciosa Gomez, independente do ambiente de
armazenamento (Oliveira & Valio, 1992).

A queda no teor de dgua das sementes durante o armazenamento pode
estar relacionada com a formagdo de radicais livres e o acimulo de toxinas
(Vertucci & Farrant, 1995), cujos efeitos refletem sobre a viabilidade e o vigor
das sementes (Figura 2A e 4).

Diversos trabalhos tém sido realizados visando estabelecer o contetido

critico de dgua para armazenamento de sementes recalcitrantes com o menor
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grau de umidade possivel, porém, sem perda de viabilidade (Andrade et al.,
2003; Bilia et al., 1999; Delgado, 2006; Ferreira & Gentil, 2003; Kohama, et al.,
2006; Maluf et al., 2003). No entanto, em alguns casos, essa pré-secagem pode
prejudicar a germinagdo posterior, como observado para Araucaria hustenii K.
Schum (Pritchad et al., 1995) Trichilia dregeana Sond. (Drew et al., 2000),
Mpyrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh (Ferreira & Gentil, 2003) e E. involucrata
(Barbedo et al., 1998; Maluf et al., 2003). Por outro lado, sementes com sua
umidade inicial podem germinar durante o armazenamento (Farrant et al., 1986).

A secagem parcial de sementes recalcitrantes antes do armazenamento é
recomendada para evitar o desenvolvimento de patégenos (Fonseca & Freire,
2003). Os fungos que infestam as sementes podem causar reducio da viabilidade
e do vigor (Gentil et al., 2004). Andrade & Ferreira (2000) observaram a
ocorréncia de Aspergilus spp. em sementes de E. pyriformis.

No presente trabalho, as sementes foram armazenadas com o seu
conteddo inicial de 4dgua apds tratamento com fungicida, mas apresentaram
comportamento diferente para as duas safras, fato que pode estar relacionado
com a diferenca de perda de umidade durante o armazenamento entre as duas
safras (Figura 1A). Maior quantidade de papel foi utilizada para envolver as
sementes da safra 2004, antes da colocacdo em embalagens plésticas. Para o
armazenamento das sementes colhidas em 2005, utilizou-se apenas uma folha de
papel Germitest e uma vedagdo mais eficiente das embalagens, contribuindo
para conservar a umidade das sementes e seu poder germinativo (Figura 1B).

A viabilidade de sementes armazenadas de E. pyriformis variou entre 60
e 120 dias em estudos anteriores (Andrade & Ferreira, 2000; Scalon et al., 2004,
respectivamente). Vdérios fatores podem ter influenciado a longevidade das
sementes estudadas por esses autores: como a procedéncia, a embalagem

utilizada para armazenamento e as condi¢cdes de armazenamento e germinagao.
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Andrade & Ferreira (2000) utilizaram embalagens abertas para
armazenar as sementes de E. pyriformis, as quais permitiram maior perda de
dgua, resultando em menor periodo de armazenamento.

Por outro lado, Scalon et al. (2004) utilizaram frascos plasticos
hermeticamente fechados, que, possivelmente, permitiram manter a umidade das
sementes, mas que podem ter prejudicado as suas trocas gasosas (Bonner, 1990).
Scalon et al. (2004) argumentam, ainda, que pode ter ocorrido imaturidade das
sementes devido a necessidade de aplicagdo exdgena de giberelina para se obter
emergéncia a partir de sementes armazenadas por menos de 60 dias. Diferenca
entre procedéncias de sementes foi observada por Daws et al. (2004), para
Aesculus hippocastanum L. (Hippocatanaceae), havendo, inclusive, variacdo no
nivel de tolerincia a dessecacao.

A diferenca de umidade entre as duas safras, no presente estudo, é de
cerca de 1%, sendo, provavelmente, insuficiente para caracterizar diferenca de
maturidade. As sementes foram colhidas na tltima semana de outubro de cada
safra, a partir das mesmas matrizes. Supde-se, portanto, que apresentavam o
mesmo grau de maturidade. Andrade & Ferreira (2000) utilizaram sementes com
38,6% de umidade, enquanto Delgado (2006) trabalhou com sementes com
elevado teor de dgua (73,5%). Segundo Kermode & Finch-Savage (2002),
sementes imaturas tendem a apresentar maior conteido de dgua.

Delgado (2006) sugere diferenca de maturidade entre lotes de E.
pyriformis em seu estudo de tolerdncia a dessecacdo, cujas sementes
apresentavam umidade inicial elevado (66%-68%). A diferenca entre safras foi
observada também por outros autores, sendo atribuida a diferenca de
temperatura durante o desenvolvimento das sementes de Arum maculatum L.
(Pritchard et al., 1993) e A. hippocastanum (Daws et al., 2004).

O aparente aumento do vigor durante o armazenamento para as sementes

colhidas em 2005 (Figura 4B) pode estar relacionado com a ocorréncia de
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alteracdes subcelulares relacionadas com processos germinativos durante o
armazenamento, conforme observado para sementes de Avicennia marina
(Forssk.) Vierh. (Aviceniaceae) armazenadas em atmosfera saturada de umidade
a temperatura ambiente (Farrant et al., 1986; Pammenter et al., 1984). Tais
alteragdes incluiam divisdes celulares, vacuolizagdo incipiente, formagdo de
polissomos e desenvolvimento de cristas mitocondriais, entre outros. Apds o
inicio desses eventos, hd aumento da sensibilidade a dessecacdo das sementes
(Tompsett & Pritchard, 1998). Caso 4gua adicional nao seja disponibilizada, as
sementes deterioram-se, com degeneracdo das endomembranas, desorganiza¢io
de mitocondrias, desaparecimento de graos de amido dos plastideos e aumento
da vacuolizagdo (Drew et al., 2000; Farrant et al., 1986).

E provével que tenha ocorrido deterioracio das sementes da safra 2004,
a partir de 45 dias de armazenamento e da safra 2005, ap6s 135 dias. Uma lenta
perda de 4gua foi observada durante o armazenamento (Figura 1A), fato que
pode relacionar-se negativamente com a capacidade germinativa das sementes
(Figura 1B). O estudo realizado por Delgado (2006) permite prever a
porcentagem de germinagdo das sementes de E. pyriformis em fungdo do teor de
dgua para sementes recém-colhidas. No presente trabalho, ha o fator adicional da
duracdo do armazenamento e das alteracdes metabdlicas que, provavelmente,
ocorreram mesmo sob uma temperatura baixa de armazenamento, uma vez que
ocorreu germinagdo e sementes dentro das embalagens para a safra 2005.

A deterioracdo das sementes de E. pyriformis envolve mudanga de
coloracdo do embrido, passando de branco-leitoso para varios tons de bege e
marrom, indicando provdvel oxidagdo de origem enddgena. A mudanca de
coloracdo pode ser homogénea ou localizada e € similar a observada quando as
sementes sdo submetidas a elevada temperatura ou em caso de ferimentos. A
coloracdo do embrido talvez seja uma boa indicagdo do seu estado fisioldgico.

Sementes germinadas de baixo vigor também apresentaram alteracdo de cor.
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Em estudos com o armazenamento de sementes em outras Myrtaceae,
verificou-se a manuten¢do da viabilidade e vigor até 150 dias para camu-camu
(M. dubia). No entanto, a temperatura de 10°C para o armazenamento foi
desfavordvel, talvez devido a origem amazdnica dessa espécie (Ferreira &
Gentil, 2003).

Farrant et al. (1988) consideram que as sementes intolerantes a
temperaturas préximas de 0°C, durante o armazenamento, sdo altamente
recalcitrantes. Segundo o critério desse autor, as sementes de E. pyriformis sdo
minimamente recalcitrantes, uma vez que foi possivel manter a viabilidade das
que foram armazenadas entre 5°C e 15°C (Andrade & Ferreira, 2000; Scalon et
al., 2004). No entanto, além da temperatura de armazenamento deve-se
considerar o nivel de tolerancia a secagem (Hong & Ellis, 1996).

Considerando a distribui¢cdo mais meridional da espécie (Lorenzi, 2002),
ela estd sujeita a temperaturas baixas durante o inverno, inclusive abaixo do
ponto de congelamento (Brasil, 1992b). No entanto, naquela regido, as sementes
sdo produzidas e dispersas na época mais quente do ano (Andrade & Ferreira,
2000; Franzon et al., 2004). Segundo Andrade et al. (2003), sementes de E.
dysenterica também toleraram armazenamento até 5°C, apesar de ser uma
espécie caracteristica da regido de Cerrado (Andrade et al., 2003), onde as
temperaturas minimas raramente sdo inferiores a 10°C (Brasil, 1992b).

No presente estudo, o armazenamento foi conduzido a 10°C, no entanto,
observou-se germinacdo das sementes da safra de 2005 dentro das proprias
embalagens. Andrade et al. (2003) mencionam fendémeno semelhante para
sementes de E. dysenterica armazenadas a 15°C. Segundo Pritchard et al.
(1995), a germinagdo espontinea depende do teor de dgua das sementes e da
temperatura de armazenamento. Provavelmente, a germinacido espontanea pode
ser prevenida pelo armazenamento a temperaturas inferiores a 10°C (Andrade et

al., 2003).
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Como as sementes germinadas nas embalagens sdo excluidas para a
realizacdo dos testes de germinacdo, é possivel que as mais vigorosas estejam
sendo eliminadas dos experimentos. A germinacdo das sementes dentro das
embalagens sem dgua adicional € uma indicagdo da continuidade do
metabolismo durante o armazenamento, mesmo com a reducio de temperatura

(Andrade et al., 2003; Farrant et al., 1986; Pammenter et al., 1984).

7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que ndo foi possivel
estabelecer um método satisfatério para armazenar as sementes de E. pyriformis
a longo prazo. A manutencdo do teor de dgua das sementes foi benéfica para
prolongar a longevidade das mesmas para a safra 2005. A embalagem plastica
lacrada ndo prejudicou as trocas gasosas das sementes armazenadas, pois o
plastico utilizado era permedvel a trocas gasosas. A germinacdo dentro das
embalagens durante o armazenamento indica a continuidade do metabolismo a

baixa temperatura.
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CAPITULO VI

EFEITO DA SECAGEM DE SEMENTES SOBRE A GERMINACAO E O
DESENVOLVIMENTO INICIAL DE Eugenia pyriformis Camb.
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1 RESUMO

JUSTO, Cristina Filomena. Efeito da secagem de sementes sobre a germinagio
de Eugenia pyriformis Camb. In: . Aspectos fisiolégicos e anatomicos das
sementes ¢ do desenvolvimento inicial de Eugenia pyriformis Camb. 2006.
Cap. 6, p. 175-206. Tese (Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

A tolerancia a dessecacdo em sementes ndo € universal e muitas espécies
florestais tropicais possuem sementes sensiveis a perda de &4gua. Eugenia
pyriformis Camb. é uma espécie arbdrea nativa da mata atlantica e ocorre desde
Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul, sendo ocasionalmente cultivada em quintais
e chicaras. A longevidade das sementes € curta. Este trabalho teve o objetivo de
avaliar a germinacdo de sementes de E. pyriformis submetidas a secagem antes
do plantio. Coletaram-se sementes de matrizes localizadas em Lavras, MG.
Amostras com 100 sementes foram pesadas antes e apds secagem, calculando-se
a perda de massa. Realizaram-se dois experimentos. No primeiro, a secagem foi
realizada em estufa ndo ventilada a 35+1°C e intervalos de tempo progressivos:
zero (testemunha), 16, 24, 40, 65, 112, 185 e 256 horas. Determinou-se o teor de
dgua das sementes antes e apOs cada tempo de secagem. A germinacdo foi
conduzida em rolo de papel Germitest®, em cimara de germinacdo do tipo
BOD, a 25°C, no escuro. No segundo experimento, foram utilizadas quatro
condi¢Oes de secagem e trés tempos (24, 48 e 72 horas) em duas temperaturas
(20°C e 35°C). A germinagdo final (%) foi menos afetada pela secagem que o
indice de velocidade de germina¢do (IVG). O tempo para 50% de germinagdo
(Tsp) foi crescente em funcdo do tempo de secagem. O desenvolvimento das
plantulas foi normal. A secagem de sementes de E. pyriformis prejudica sua
qualidade fisioldgica independentemente da velocidade de secagem, causando
envelhecimento precoce, retardando a germinacdo e reduzindo seu vigor. O
contetido critico de dgua das sementes foi estabelecido entre 42% e 46%,
enquanto o conteudo letal foi calculado entre 15% e 17%, portanto, essas
sementes sao recalcitrantes.

* Comité orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (orientador).
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2 ABSTRACT

JUSTO, Cristina Filomena. Effect of drying on germination of Eugenia
pyriformis Camb. seeds. In: . Physiological and anatomical aspects of
seeds and initial development of Eugenia pyriformis Camb. seedlings. 2006.
Chap. 6, p. 175-206. Thesis (Doctor degree in Agronomy/Plant Physiology) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

The capacity to support water loss is adaptative for seeds, but many tropical
forest trees have desiccation sensitive seeds. Eugenia pyriformis Camb. is a
native tree from Atlantic Forest in Brazil, it occurs between Sao Paulo and Rio
Grande do Sul, and it is occasionally cultivated in backyards. Seed longevity is
short. The objective of this work was to evaluate seed germination after
desiccation. Seeds were collected at Lavras, MG (21°13°40”S and 44°57°50"W
GRW). Seed samples were weighed before and after drying, to calculate loss of
mass, Seed water content was determined before and after drying, which was
carried out at 35+1°C in the first experiment. Time intervals were progressive:
zero (control), 16, 24, 40, 65, 112, 185, 256h. In the second experiment, four
desiccation rates were used during 24, 48 and 72 hours at two temperatures 20
and 35°C. Germination was conducted in paper rolls at 25°C in dark.
Germinability (%) was less affected by desiccation than germination velocity
index (GVI). Time to reach 50% of germination (7’sp) correlated positively with
desiccation time. Desiccation was harmful to physiological quality of seeds,
causing their early aging, retarding germination and reducing their vigor. Critical
water content of seeds is between 42 and 46% and lethal content is between 15
and 17%. E. pyriformis seeds are recalcitrant.

* Guidance committee: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga (Adviser).
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3 INTRODUCAO

Dentre as Myrtaceae frutiferas, merece destaque a espécie Eugenia
pyriformis Camb., que ocorre naturalmente desde Sao Paulo até o Rio Grande do
Sul, sendo ocasionalmente cultivada em chécaras e quintais. E conhecida
popularmente como uvaia, ubaia, uvalha, derivando da denominacdo indigena
iwa ya, cujo significado € fruto 4cido. Seus frutos sdo muito atraentes devido a
coloracdo amarela ou alaranjada e podem ser consumidos in natura ou utilizados
no preparo de sucos, sorvetes, geléias e doces. Suas sementes sdo grandes e de
curta longevidade (Andrade & Ferreira, 2000; Bertani et al., 2001; Franzon et
al., 2004; Leal, 2005; Lorenzi, 2002; Nascimento et al., 2001; Rondon Neto et
al., 2002).

As Myrtaceae neotropicais pertencem a subfamilia Myrtoideae, segundo
Judd et al. (2002), esse taxon € polifilético, pois os frutos tipo baga evoluiram
independentemente em dois subgrupos. No género Eugenia ocorrem vdrias
espécies com sementes sensiveis a desseca¢do (Andrade et al., 2003; Anjos &
Ferraz, 1999; Bulow et al., 1994; Delgado, 2006; Kohama et al., 2006; Maluf et
al.,, 2003). Von Teichman & Van Wik (1991) investigaram a anatomia de
sementes recalcitrantes, chegando a conclusdo de que essa sensibilidade é um
cardter primitivo.

A capacidade de suportar a perda de dgua € uma caracteristica adaptativa
para as sementes. Atualmente, a maioria dos cultivos comerciais € realizada com
espécies de sementes tolerantes a dessecacdo, também conhecidas como
“ortodoxas”, as quais permanecem vidveis durante anos em estado desidratado.
Por outro lado, a tolerdncia a dessecagdo ndo € universal e muitas espécies
produzem sementes sensiveis a dessecacdo, as quais sdo denominadas

“recalcitrantes” (Barbedo & Bilia, 1998; Neves, 1994; Roberts, 1973). Varias
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caracteristicas sao comuns as sementes recalcitrantes, tais como o alto teor de
dgua na dispersdo, banco de sementes transitério no solo, curta longevidade e
perda completa da viabilidade durante a dessecag¢do, sendo esta ultima a
caracteristica que, provavelmente, distingue melhor esse grupo de sementes
(Hong & Ellis, 2004; Schmidt, 2000).

Possivelmente, essas espécies evoluiram em ambientes onde ndo havia
restricdo para a germinacdo e o desenvolvimento das plantulas em qualquer
época do ano; geralmente, sdo espécies de florestas tropicais Uimidas ou de
ambiente inunddvel (Barbedo & Bilia, 1998; Roberts, 1973). Diversas espécies
de importincia econdmica t€m sementes recalcitrantes, principalmente entre
espécies frutiferas, tais como a jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam.), a
mangueira (Mangifera indica L.), o abacateiro (Persea americana Mill.) e o
mangostdo (Garcinia mangostana L.), entre outras. Podem-se citar, ainda,
diversas espécies de palmeiras e espécies florestais, tais como as
Dipterocarpaceae, a seringueira [Hevea brasiliensis (Willd.) Muell. Arg.
(Euphorbiaceae)] e a andiroba [Carapa guianensis Aubl. (Meliaceae)] (Berjak &
Pammenter, 2002; Connor et al., 1998; Neves, 1994; Schmidt, 2000).

O conteudo critico de dgua é definido como o mais baixo contetudo de
dgua que ndo resulta em qualquer reducdo da porcentagem de germinagdo
observada para as sementes frescas (Thomsen, 2000). A sensibilidade a
dessecacdo varia em func¢do da maturidade das sementes (Berjak et al., 1992), da
parte da semente considerada (Finch-Savage, 1992) e da velocidade de secagem
(Berjak et al., 1990; Berjak & Pammenter, 1994; Farrant et al., 1985; Pammenter
et al., 2002).

Tecidos sensiveis a dessecacdo, geralmente, toleram maior perda de
dgua se a secagem for realizada rapidamente, em poucas horas (Berjak et al.,
1993; Farrant et al., 1989; Finch-Savage, 1992; Pammenter et al., 1984;
Pammenter et al., 1991; Pammenter et al., 1998; Pritchard, 1991; Pritchard &
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Manger, 1998; Pritchard & Prendergast, 1986). A secagem rdpida ndo aumenta a
tolerdncia a dessecacdo em si, mas evita que o tecido permaneca muito tempo
em conteddos intermedidrios de 4gua, de modo que processos deletérios ndo tém
tempo de acumularem-se (Pammenter et al., 2002).

O presente trabalho teve por objetivos: determinar o contetido critico de
dgua para as sementes de E. pyriformis, testar o efeito da velocidade de secagem
sobre a germinacdo de sementes de E. pyriformis e testar a hipétese de que o

meristema apical do caule € mais sensivel a dessecacio do que o da raiz.

Sementes de uvaia foram obtidas de trés matrizes adjacentes localizadas
na zona urbana de Lavras, MG (21°13’40”S e 44°57°50"W GRW). A
identificacdo das plantas foi realizada no Herbério ESAL, sendo depositada uma
exsicata com nimero de registro 20468.

Para o primeiro experimento, as sementes foram obtidas em 23 de
outubro de 2003. A polpa dos frutos foi removida sob dgua corrente e as
sementes foram embrulhadas em papel jornal para a remo¢do do excesso de
umidade. Separaram-se amostras de 100 sementes com tegumento, observando-
se que, em cada amostra, estivessem presentes os variados tamanhos de
sementes obtidas. Todas as amostras foram pesadas no inicio do experimento e
aspergidas com uma suspensio de benomil (Benlate®), na concentragdo de 1,0
mg.mL". Uma amostra-testemunha nio recebeu tratamento de secagem, sendo
considerada como testemunha (tempo zero). As amostras foram levadas para
estufa ndo ventilada, a 35+1°C (marca Fanem, modelo 515C) e umidade relativa
do ar (UR) de 40%, sendo removidas a intervalos de tempo de: 16, 24, 40, 65,
112, 185 e 256 horas.

180



Cada amostra foi pesada logo apds a retirada da estufa e calculou-se a

perda de massa durante a secagem pela seguinte férmula:

Perda de massa (%) = (MI — MS) *100 (1)
MI

em que: MI = massa inicial da amostra e MS = massa da amostra apds secagem
durante um dado intervalo de tempo.

Ao final do tempo de secagem de cada amostra, tomaram-se 4
subamostras de 5 sementes para a determinacdo do teor de dgua das sementes
em estufa a 105°C, durante 48 horas (adaptado de Brasil, 1992). Os resultados
foram expressos como porcentagem em relacdo a massa imida das sementes.

As sementes restantes de cada amostra foram subdivididas em 3
subamostras de 20 sementes e colocadas para germinar em rolo de papel
umedecido em H,O destilada, sendo levados a uma camara de germinagdo do
tipo BOD (marca Eletrolab, modelo 102G), a 25°C, no escuro. Os testes de
germinacdo foram montados uma hora apds retirarem-se as sementes da
secagem, pois o material parcialmente seco perde rapidamente a viabilidade
(Walters et al., 2001).

As sementes foram observadas diariamente até a protrusao de 1,0 mm de
radicula e removidas do rolo. Calcularam-se a porcentagem total de germinacao
aos 85 dias e o indice de velocidade de germinacdo (IVG), segundo Maguire
(1962). Obtiveram-se ainda o tempo médio de germinagdo (Baptista de Carvalho
et al., 2001) e a entropia informacional (Labouriau, 1983).

A germinagdo acumulada foi calculada a partir da média da germinacdo
didria das trés repeticdes. O tempo para a ocorréncia de 50% de germinagdo
(T'sp) foi calculado de acordo com Guimaraes (2000):

Tso=[(G - G).I/(G, - G)I]+T

em que: Tso= tempo necessario para atingir 50% de germinagao (dias).
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G = metade do valor maximo de germinagdo

G, = valor de germinagdo igual ou imediatamente inferior a G

G,= valor de germina¢do imediatamente superior a G

I = intervalo entre as contagens

T = tempo para a ocorréncia de G,

O delineamento do primeiro experimento foi inteiramente casualisado,
tendo sido realizada andlise de varidncia e regressdo em fung¢do do tempo de
secagem. A comparagdo entre médias foi feita pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia. Calculou-se a correlagio entre o tempo de secagem e o conteido
de dgua das sementes.

Para o segundo experimento, foram colhidas sementes das mesmas
matrizes na safra de 2005, em quatro datas: 10, 17, 24 e 31 de outubro de 2005.
A remocgdo da polpa dos frutos foi realizada da mesma maneira.

Uma testemunha de cada data de coleta foi colocada para germinar sem
nenhum procedimento de secagem. A secagem foi realizada a duas temperaturas
(20°C e 35°C), com duas condi¢des de ventilagdo em cada temperatura, de modo
a manipular a velocidade de secagem das sementes. Amostras foram retiradas
apos 24, 48 e 72 horas de secagem. A temperatura e a umidade relativa do ar
foram acompanhadas durante a secagem, com um termoigrégrafo (Tabela 1).

As condigOes de secagem foram obtidas do seguinte modo:

a) 20°C, com ventilagdo - em sala climatizada a 20°C, com um fluxo de
ar proveniente de um aparelho de ar condicionado (marca Springer,
modelo Topline) incidindo diretamente sobre as sementes;

b) 20°C, sem ventilagdo - em cAmara de germinagdo tipo Mangelsdorff
(marca De Leo) a 20°C e com uma lamina de dgua no fundo;

c) 35°C, com ventilagio - em estufa de secagem com ventilagdo

regulada para 35°C (marca Fanem, modelo 320-SE);
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d) 35°C, sem ventilagdo - em estufa de secagem sem ventilagdo
regulada para 35°C com uma bandeja de silica gel ativada (marca
Fanem, modelo 515C).

A exposi¢do a temperaturas mais elevadas pode afetar o metabolismo
das sementes, principalmente a respiracdo celular (Taiz & Zeiger, 1998). Além
disso, as plantulas de E. pyriformis mostraram-se sensiveis ao calor em
experimentos anteriores (Capitulo 2). Por esse motivo, optou-se por incluir

condigdes de secagem a 20°C, no segundo experimento.

TABELA 1. Umidade relativa do ar (%) durante a secagem de sementes de
Eugenia pyriformis Camb., em diferentes condicoes.

Temperatura Ventilagao
C) Presente Ausente
20 60 * 100
35 20 40

* Umidade e temperatura registradas com termoigrégrafo

Avaliou-se a massa inicial e final de cada amostra, do mesmo modo que
no experimento anterior. Calculou-se a massa média de uma semente, a partir da
pesagem inicial de amostras de 30 sementes levadas a secagem. Apds a
secagem, retiraram-se subamostras de 5 sementes para a determinacao direta do
conteddo de dgua em estufa a 105°C (Brasil, 1992), sendo uma repeti¢do por
bloco, totalizando quatro repeti¢des por tratamento de secagem em cada tempo.

Amostras de 20 sementes foram colocadas para germinar em rolo de
papel Germitest embebido em suspensdo do fungicida Cercobin® (1g.L"') e
levadas a cAmara de germinagdo do tipo Mangelsdorff (marca De Leo), a 25°C,

no escuro.
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Avaliou-se a porcentagem de germinacdo, de emergéncia do epicétilo e
de plantulas normais ap6s 120 dias. As avaliagdes foram realizadas a cada dois
dias, para calculo do IVG, IVE e a cada dez dias, para cdlculo do indice de
velocidade de producdo de plantulas normais (IVP) segundo Maguire (1962).
Obtiveram-se, ainda, o tempo médio de germinagdo (Baptista de Carvalho et al.,
2001) e a entropia informacional (Labouriau, 1983).

Cada data de coleta foi considerada como um bloco e o experimento foi
conduzido em delineamento de blocos casualisados, em esquema fatorial com
tratamento adicional (2 temperaturas x 2 condicdes de ventilagdo x 3 tempos de
secagem + testemunha), constituindo 13 tratamentos no total.

A andlise dos dados foi realizada pelo software Sisvar e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Ferreira, 2003).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O contetido inicial de dgua das sementes para o primeiro experimento
foi de 52,0% e ndo diferiu das sementes de outras safras obtidas a partir das
mesmas matrizes em outras coletas (Capitulos 2, 3 e 4). A massa média de uma
semente foi de 77217 mg, tendo tamanho intermedidrio em relagdo as
utilizadas para o experimento de fracionamento (Capitulo 4) e menores do que
as utilizadas para estudo do efeito da temperatura sobre a germinagdo (Capitulo
2).

A exposi¢do a 35°C causou reduc@o da massa das sementes, bem como a
reducdo do seu contetido de dgua (Figura 1A), mas a relagdo entre essas duas
variaveis ndo € linear, pois a secagem foi mais lenta para sementes com maior

contetido de dgua e mais rdpida para sementes que ji haviam perdido parte de
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sua umidade (Figura 1B). Nas primeiras 24 horas, a perda de umidade foi de
cerca de 2%, enquanto que, para o décimo dia de secagem, a taxa de perda foi de
4%, em 24 horas. Esses valores foram deduzidos a partir da equagdo apresentada
na figura 1A:
y =-0,0002x * - 0,085x + 51,528

em que: y = contetiido de 4gua (%) e x = tempo de secagem (horas).

Esperava-se que as sementes perdessem &dgua mais rapidamente no
inicio da secagem (Andrade et al., 2003; Berjak et al., 1992), mas a tendéncia
observada foi contrdria. Talvez, durante a secagem, o actimulo de danos tenha

aberto caminho para maiores perdas.

(8)

Massa ap6s secagem (%)
Teor de agua (%)

0 T T — T T — T T 10 10 T T T T T T T T
0 48 96 144 192 240 0 10 20 30 40 50
Tempo de secagem (h) Perda de massa (%)
—— M Massa apés secagem (%) ssxxo Conteldo de umidade (%) suss@ 1*experimento (2003) e A 2* experimento (2005)
y =0,0003x2 - 0,2515x + 98,254 y =-0,0002x2 - 0,085x + 51,528 y =-0,0152x2 - 0,1008x + 51,37 y =-0,0142x2 - 0,2401x + 50,566
R2=0,9936 R =0,9902 R2-0,9816 R?=0,9871

FIGURA 1. (A) Variacdo da massa e do teor de dgua das sementes de E.
pyriformis Camb., em funcdo do tempo de secagem em estufa ndo
ventilada a 35°C e 40% de UR. (B) Relag@o entre a perda de massa
e o conteiido de 4gua das sementes para os dois experimentos. Para
o teor de dgua, cada ponto representa a média de quatro repetigdes,
com a respectiva barra de erro padrao.
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A porcentagem de germinacdo foi pouco afetada até 65 horas de
secagem e 47,3% de umidade. Para 112 horas de secagem e 38,4% de umidade,
observou-se uma queda significativa na germinacio (Figura 2A). A partir desses
resultados, pode-se considerar que o contetiido critico de dgua para as sementes

de E. pyriformis estd entre as duas porcentagens citadas.
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FIGURA 2. (A) Porcentagem de germinacdo, aos 85 dias de embebicdo, (B)
indice de velocidade de germinacdo (IVG), segundo Maguire
(1962), (C) entropia informacional da germinacdo (bits) e (D)
tempo médio de germinacio (dias) para sementes de E. pyriformis
Camb., em fungdo do tempo de secagem em estufa nao ventilada a
35°C e 40% de UR. Cada ponto representa a média de trés
repeticdes com a respectiva barra de erro padrio.

Para um teor de dgua inferior a 30% (Figura 2A, 185 horas de secagem),

supde-se que as sementes de E. pyriformis entraram no nivel 3 de umidade da
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classificacdo proposta por Vertucci & Farrant (1995), no qual algumas
atividades metabdlicas ainda entdo ativas e a respiracdo ainda é mensurdvel, mas
o catabolismo estd desregulado e ocorre produgdo de radicais livres.

O conteudo letal de dgua para as sementes de E. pyriformis € inferior a
20% (Figura 2A, 256 horas de secagem e germinagao nula). Segundo Vertucci &
Farrant (1995), para esse nivel de hidratacdo (10% a 22%), geralmente, as
sementes recalcitrantes sofrem danos irreversiveis.

O valor do IVG foi progressivamente reduzido desde 24 horas de
secagem, no qual o contetido de dgua ainda era de 50% (Figura 2B). A entropia
informacional aumentou em relacdo a testemunha, mas, para periodos mais
longos de secagem, houve reducdo do valor dessa varidvel, principalmente
devido a germinacdo total mais reduzida (Figura 2C). Os valores de tempo
médio de germinagdo foram crescentes em funcio do tempo de secagem (Figura
2D). O comportamento foi similar quando os resultados foram expressos em
funcdo do conteudo de dgua.

A perda de vigor das sementes de E. pyriformis, em funcio da reducdo
do IVG (Figura 2B) e do aumento do tempo médio de germinacdo (Figura 2D),
foi significativa. Mesmo secagens brandas causaram reducdo de vigor para as
sementes de outras espécies de Eugenia (Kohama et al., 2006; Maluf et al.,
2003). Geralmente ocorre reducio de vigor bem antes da perda de viabilidade
das sementes (Schmidt, 2000). Delgado (2006) realizou secagem das sementes
de vdrias espécies de Eugenia e foi observada reducdo da porcentagem de
germinacdo e de formacgdo de plantulas normais, mas ndo se avaliou a redugdo
de vigor.

A germinag@o acumulada mostrou grande diferenga entre os tratamentos
(Figura 3A), principalmente para os tempos de secagem mais longos que
também retardaram o Tsy. Para 185 e 256 horas de secagem, nao foi alcancado o

valor de 50% de germinagdo para o calculo dessa varidvel (Figura 3B).
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FIGURA 3. (A) Germinagao acumulada de sementes de E. pyriformis Camb.
submetidas a diferentes tempos de secagem a 35°C e 40% de UR e
(B) tempo necessdrio para ocorréncia de 50% de germinagdo (Tsp),
em funcdo do tempo de secagem das sementes. Na figura A, cada
ponto corresponde ao somatdrio das trés repeticdes do teste de
germinacdo. Na figura B, cada ponto representa a média de trés

120

repeti¢des, com a respectiva barra de erro padrao.

No segundo experimento, além do contetido de 4gua, consideraram-se a

velocidade e a temperatura de secagem como fontes de variagdo sobre o

desempenho germinativo das sementes.

A massa das sementes variou entre as datas de coleta, sendo maiores

para a coleta de 17 de outubro (Tabela 2). Em fun¢do dessa diferencga, optou-se
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por um delineamento em blocos, pois poderia haver diferenca de secagem em
funcdo do tamanho das sementes. Segundo Daws et al., (2004), a variacdo da
massa das sementes pode interferir na determinacao do contetido critico de dgua,
pois sementes menores tendem a secar mais rapidamente. Andrade et al., (2003)
avaliaram a massa de sementes individuais de E. dysenterica DC. e o contetido
de 4dgua das mesmas e verificaram uma grande variagdo de ambos, mas ndo se

estabeleceu uma relagdo de proporcionalidade entre essas varidveis.

TABELA 2. Massa média das sementes de Eugenia pyriformis Camb e contetido
inicial de 4gua, de acordo com a data de coleta (outubro/2005).

Data de coleta Massa de uma semente Contetdo de dgua (%)
(dia) (8)
10 1,073 £0,010 * 52,49
17 1,418 £ 0,008 52,33
24 1,266 + 0,006 49,78
31 1,279 £ 0,010 49,19

* Média de 13 repeti¢Oes por data de coleta e o respectivo erro padrdo.

O conteudo inicial de dgua foi ligeiramente menor para as coletas de 24
e 31 de outubro (Tabela 2), mas, essa diferenca nio afetou o padrdo de secagem
das sementes, pois a variacdo dentro de tratamentos foi reduzida (Figura 4A).
Quanto menor a umidade relativa do ar (UR) nas condi¢des de secagem (Tabela
1), mais baixo o contetdo final de umidade das sementes (Figura 4B).

A velocidade de perda de umidade foi praticamente linear para as quatro
condi¢des de secagem. Foram ajustadas equagdes lineares a esses dados, para

determinar a taxa de secagem em cada tratamento (Tabela 3). A taxa de perda de

189



umidade das sementes foi cerca do dobro na secagem com ventilagdo para as
duas temperaturas e 6 vezes maior a 35°C.

O tempo de secagem foi bem mais curto neste experimento, mas
observou-se uma relacdo ndo linear entre a perda de massa e o conteido

umidade, do mesmo modo que no primeiro experimento (Figura 1C).
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FIGURA 4. (A) Variacdo da massa e (B) do contetido de dgua das sementes de
E. pyriformis Camb., em funcdo do tempo de secagem em quatro
condi¢des de secagem. Cada ponto representa a média de quatro
repeticoes com a respectiva barra de erro padrio.

Liang & Sun (2000) obtiveram diferentes taxas de secagem,
manipulando a umidade relativa do ar para a secagem de eixos embriondrios de
Theobroma cacao L. (Sterculiaceae). Para essa espécie, a melhor condicdo de
secagem foi obtida entre 88% e 91% de UR, a 16°C.

Maluf et al. (2003) realizaram secagem de sementes de E. involucrata
em trés temperaturas (30°C, 40°C e 50°C), observando diferentes taxas de

secagem. Para um contetudo de dgua entre 31% e 32%, a germinagdo reduziu-se

190



mais acentuadamente para a temperatura mais elevada, mas a diminui¢do de
vigor foi mais ambigua. Kohama et al. (2006) também alertam para a elevada
temperatura de secagem (36+2°C) para as sementes de E. brasiliensis. Finch-
Savage (1992) realizaram a secagem de sementes inteiras e eixos embriondrios
de Quercus robur L. a 20°C e duas condi¢des de UR, 30% e 80%, enquanto
Liang & Sun (2000) compararam a secagem a 16°C e a 25°C, obtendo resultados

similares em ambas as temperaturas e varias condi¢cdes de UR.

TABELA 3. Regressdes lineares obtidas a partir da secagem de sementes de
Eugenia pyriformis Camb., em fung¢do do tempo.

Tratamento
Equacgdo R’ P
Temperatura UR
4] (%)
20 100 y =-0,0208x+51,395 § 0,5037 NS
20 60 y =-0,0415x+450,786 0,9492 *
35 40 y =-0,1116x+51,203 0,9918 *
35 20 y =-0,2740x+51,615 0,9918 *

§ Em que: y = contetdo de dgua (%) e x = tempo de secagem (horas),
* Regressao linear significativa a 5% de probabilidade, NS = ndo significativo.

A germinacao total foi pouco afetada para 24 horas de secagem e para os
demais tempos a 20°C (Figura 5A), mas decresceu em fungdo do tempo,
principalmente para os tratamentos que perderam mais umidade a 35°C (Figura
TA).

O IVG diminuiu para todos os tratamentos de secagem em relacdo a

testemunha (Figura 5B), mesmo para aqueles de secagem mais branda a 20°C. A
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diminui¢do do IVG foi mais acentuada quanto maior a reducdo de umidade
(Figura 7B).

A entropia informacional elevou-se para todos os tratamentos em relacao
a testemunha (Figura 5C), decrescendo novamente para as condi¢des de
secagem mais intensa, a 35°C, por tempos mais longos. Neste caso, os valores de
entropia informacional foram afetados pela menor germinagdo para conteidos
de umidade mais baixos (Figura 7A e 7C).

O tempo médio de germinagdo elevou-se, para todos os tratamentos, em
relacdo a testemunha (Figura 5D). O menor efeito foi observado para as
sementes mantidas em ambiente dmido (20°C sem ventilagdo). Houve uma
tendéncia de elevacdo do tempo médio de germinag¢do em fungdo do tempo de

secagem. A perda de umidade durante a secagem resultou em uma germinagao

mais lenta (Figura 7A).
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FIGURA 5. (A) Porcentagem de germinacio aos 120 dias de embebicdo, (B)

indice de velocidade de germinacdo (IVG), segundo Maguire
(1962), (C) entropia informacional da germinagdo (bits) e (D)
tempo médio de germinacio (dias) para sementes de E. pyriformis
Camb. em fun¢do do tempo de secagem em quatro condi¢Oes
diferentes. Cada ponto representa a média de quatro repeticdes com
a respectiva barra de erro padrio, exceto para o tratamento a 35°C
com ventilacdo por 72 horas (3 repeti¢cdes). Na figura SA, as curvas
de germinacéo a 20°C sobrepde-se, atingindo 100% de germinag@o
em todas as repeticdes para todos os tempos de secagem.

Ocorreu redugcdo da emergéncia do epicdtilo para os tratamentos de

maior tempo de secagem a 35°C (Figura 6A). Houve, ainda, reducédo do IVE

(Figura 6B). A variacdo da entropia informacional comportou-se diferentemente

para cada tratamento (Figura 6C) e observou-se aumento do tempo médio de
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emergéncia para todos os tratamentos em relacdo a testemunha (Figura 6D). Para
as sementes mantidas em ambiente imido (20°C sem ventila¢do), o efeito foi
pouco relevante para a emergéncia total e o tempo médio de emergéncia (Figura
6A e 6D).

Em alguns trabalhos, o critério de germinacdo é a emergéncia do
epicdtilo (Andrade & Ferreira, 2000; Scalon et al., 2004) e esta pode ser bastante
retardada em relacdo a protrusdo da radicula (Capitulo 5). Além disso, a
temperatura parece também ter mais efeito sobre a emergéncia do que sobre a
germinacdo de sementes de E. pyriformis (Capitulo 2).

Finch-Savage (1992) afirma que as células do meristema da raiz sdo as
mais tolerantes a dessecagdo. Anatomicamente, este meristema estd mais
protegido do que o meristema do caule, devido a presenca da coifa. No entanto,
na semente, o dpice da raiz fica localizado mais préximo da superficie da
semente (Beltrati & Paoli, 2003; Cutter, 1987; Fahn, 1982), talvez estando mais
sujeito a dessecagdo.

A testa da semente pode ser de fundamental importancia para retardar a
perda de agua (Esau, 1974), mas também pode ser bastante porosa, tendo em
vista a perda de umidade observada durante a secagem das sementes de E.
pyriformis (Figura 1A e 4B). Em Myrtaceae, a testa pode variar em espessura e
textura (Barroso, 2002). Mesmo no género Eugenia, a espessura dela varia muito

entre espécies (Van Wyk & Botha, 1984).
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FIGURA 6. (A) Porcentagem de emergéncia, aos 120 dias de embebicdo, (B)
indice de velocidade de emergéncia (IVE), segundo Maguire
(1962), (C) entropia informacional da emergéncia (bits) e (D)
tempo médio de emergéncia do epicoétilo (dias) para sementes de E.
pyriformis Camb., em funcdo do tempo de secagem em quatro
condi¢des diferentes. Cada ponto representa a média de quatro
repeticdes com a respectiva barra de erro padrdo, exceto para o
tratamento 35°C, com ventilagdo por 72 horas (trés repeti¢oes).

As variagdes das porcentagens de germinagdo e de plantulas normais em
funcdo do teor de dgua foram similares, sendo que a segunda foi ligeiramente
inferior a primeira para todos os conteidos de dgua, independentemente do

tratamento de secagem (Figura 7A). Pode-se supor a existéncia de uma pequena
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propor¢do de sementes com mal-formagdes que germinaram, mas foram
incapazes de apresentar alongamento do epicdtilo.

O indice de velocidade de producido de plantulas (IVP) foi bem menor do
que o IVG, para os mesmos contetidos de umidade (Figura 7B). Aparentemente,
houve maior perda de vigor da ponta da raiz em relagdo a secagem, pois a curva
ajustada para o IVG declina acentuadamente, enquanto a redugcdo do IVP ¢é
menos drastica em fungdo da perda de dgua.

A entropia informacional variou de forma mais acentuada para a
germinacdo (Figura 7C), com valores baixos para um elevado contetddo de dgua,
aumentando para os tratamentos de conteido intermedidrio e declinando a
medida que se aproxima o contetdo letal de 4gua, o qual ndo foi atingindo no
segundo experimento. Os valores de entropia foram bem menores para o
desenvolvimento de plantulas e a amplitude de variacdo também foi pequena
(Figura 7C).

Os tempos médios de germinacdo e de desenvolvimento de plantulas
tiveram comportamento semelhante em relagdo a perda de umidade (Figura 7D)
e foram afetados de modo similar pela secagem.

A perda de viabilidade é bem representada pelas curvas de porcentagem
de germina¢do e de producdo de plantulas (Figura 7A). O indice de velocidade e
a entropia informacional parecem ser mais sensiveis a variacdo do vigor das
sementes, principalmente para a germinagdo (Figura 7B e 7C). Por outro lado, o
tempo médio é um bom indicador da perda de vigor até 43% de umidade, mas
declina para perdas de umidade maiores devido a perda de viabilidade (Figura
7D).

Na comparagdo entre os dois experimentos, verifica-se que a curva de
perda de viabilidade € sigmoidal nos dois casos (Figura 2A e 7A). Essa curva é
similar & observada para E. dysenterica (Andrade et al., 2003). Em alguns casos,

a taxa de secagem ¢ indiferente (Andrade et al., 2003; Bonner, 1996; Connor et
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al., 1998), embora outros autores tenham obtido sucesso com a secagem mais

rapida, principalmente para eixos embriondrios isolados (Berjak et al., 1990;

1992; Pammenter et al., 1998), mas nem sempre os eixos embriondrios isolados

reagem da mesma maneira que as sementes inteiras (Bonner, 1996).
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FIGURA 7. Relac@o entre o contetido

Teor de agua (%)
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A Tempo médio de desenvolv. de plantulas (dias)

de 4gua e as caracteristicas da germinagao

de sementes e do desenvolvimento inicial de plantulas de E.
pyriformis Camb. submetidas a secagem sob quatro condicdes
diferentes. Cada ponto representa a média de quatro repeticoes,
exceto para 35°C com ventilagdo por 72 horas (3 repetigdes).

Para o primeiro experimento, ndo houve diferenca em relacdo a

germinacdo inicial para um conteido de 4gua de 47,3%. No segundo
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experimento, a germinacio ndo diferiu da inicial para 46,2% de umidade, mas
ocorreu reducdo significativa para 42,4%. Portanto, pode-se dizer que o
contetido critico de dgua das sementes de E. pyriformis encontra-se entre 42% e
46% de umidade.

Delgado (2006) avaliou a germinagdo de sementes de E. pyriformis em
funcdo do potencial hidrico das mesmas e obteve uma relagdo polinomial de
segunda ordem (y = 0,034 x> - 3,56 x + 93). Estabeleceu-se, ainda, uma relagao
nio linear entre o potencial hidrico e o conteido de dgua das sementes de varias

espécies de Eugenia expresso em porcentagem (y = 94,792 x 7

). A partir dos
dados dessa autora, foi possivel deduzir duas equacdes que relacionam o teor de
dgua com a germinacao e plantulas normais:

y=0,0011x" - 0,1848 x* + 10,759 x - 132,42 (3)

z=0,0010 x* - 0,1736 x> + 10,142 x -127,25 4)
em que:

x = conteddo de dgua (%), y = germinacdo (%) e z = plantulas normais (%).

O comportamento das curvas obtidas a partir das equagdes 3 e 4 é muito
similar aos resultados apresentados na figura 7A, no entanto, as sementes
utilizadas por Delgado (2006) tinham um contetido inicial de 4gua bem mais alto
(68%) e a germinagdo nao atingiu 100%.

Ao menos teoricamente, esse tipo de equacdo torna possivel prever o
potencial germinativo de um lote de sementes de E. pyriformis a partir da
determinacdo do seu conteido de dgua, o qual pode ser avaliado dentro de 24
horas, enquanto um teste de germinag¢do pode demorar de 80 a 100 dias e, nesse
prazo, as sementes podem perder o poder germinativo (Capitulo 5).

O conteudo letal de dgua observado durante o primeiro experimento foi
inferior a 20% (Figura 2A), mas nio foi atingido no segundo (Figura 7A). Pela
equacio (3), o valor calculado € de 15,8%. Andrade & Ferreira (2000) utilizaram

sementes de E. pyriformis com menor contetdo inicial de dgua (38,6%), as quais
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perderam a umidade e a viabilidade durante o armazenamento, atingindo
emergéncia nula apds 45 dias num conteido de 4gua de 14%, o qual estd
préximo do limite letal calculado.

Delgado (2006) afirma que o nivel letal de d4gua das sementes para E.
pyriformis € de 39,8%, mas, provavelmente, essa autora utilizou sementes
imaturas para o teste de dessecagdo, pois as mesmas apresentavam elevado grau
de umidade inicial (66,8%). Geralmente, as sementes imaturas sdo mais
sensiveis a dessecacdo, conforme observado para os eixos embriondrios das
sementes de FEkebergia capensis Sparrm. (Meliaceae) (Peran et al., 2004).
Durante o desenvolvimento de sementes recalcitrantes, o acimulo de reservas €
simultdneo ao aumento da tolerancia a dessecagdo e a reducdo do contetddo de
dgua dentro de certos limites, mesmo que as sementes ndo se tornem
completamente tolerantes a dessecacdo; por outro lado, sementes ortodoxas
imaturas sdo intolerantes a dessecacdo. Em Acer pseudoplatanus L. (Aceraceae),
cujas sementes sdo recalcitrantes, a mdxima tolerincia a dessecacdo € atingida
pouco antes da dispersido (Bewley & Black, 1994; Farrant et al., 1997; Kermode
& Finch-Savage, 2002).

O limite calculado (15,8%) € similar ao observado para outras espécies
com sementes recalcitrantes, tais como 18% a 20% para Hevea brasiliensis, 15%
a 20% para Hopea odorata Roxb. (Dipterocarpaceae), acima de 15% para
Hancornia speciosa Gom. (Apocynaceae) e 21% para Myrciaria cauliflora
Berg. (Myrtaceae) (Chin et al., 1981; Corbineau & Come, 1988; Oliveira &
Valio, 1992; Valio & Ferreira, 1992). Para espécies do género Eugenia, o nivel
letal variou entre espécies, coletas, métodos de secagem e bidtipos, com valores
de 10% para E. uniflora, 18% a 20% para E. dysenterica e 34% para E.
brasiliensis, entre outras (Andrade et al., 2003; Barbedo et al., 1998; Delgado,
2006; Kohama et al., 2006; Maluf et al., 2003).
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As sementes de E. pyriformis sdo relativamente grandes (Tabela 2) e a
secagem de sementes inteiras foi relativamente lenta, em comparacdo com
outros estudos (Berjak et al., 1992; Finch-Savage, 1992; Pammenter et al.,
1998). Segundo esses e outros autores, formam-se radicais livres durante a
secagem, causando estresse oxidativo, devido a diminuicdo da atividade dos
sistemas de defesa antioxidante (Hendry et al., 1992; Greggains et al., 2001;
Nkang et al., 2003; Tommasi et al., 1999).

6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a secagem de sementes
de E. pyriformis prejudicou sua qualidade fisiol6gica. O contetudo critico de
dgua estd entre 42% e 46% e o limite letal foi calculado em 15,8%. Houve dano
em todas as velocidades de secagem utilizadas. A germinacdo e o
desenvolvimento do epicétilo foram afetados da mesma maneira pela secagem,

rejeitando-se a hipétese de maior sensibilidade do meristema apical do caule.
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CAPITULO VII

EFEITO DO CALCIO E DO MAGNESIO SOBRE A GERMINACAO DE
SEMENTES ENVELHECIDAS DE Eugenia pyriformis Camb. (Myrtaceae)
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1 RESUMO

JUSTO, Cristina Filomena. Efeito do célcio e do magnésio sobre a germinagdo
de sementes envelhecidas de Eugenia pyriformis Camb. (Myrtaceae). In:
Aspectos fisiologicos e anatomicos das sementes e do desenvolvimento
inicial de FEugenia pyriformis Camb. 2006, Cap. 7, p. 207-225. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. *

Eugenia pyriformis Camb. é uma espécie arbérea nativa da Mata Atlantica. A
longevidade de suas sementes ¢ curta. Este trabalho teve o objetivo de avaliar a
germinacdo de sementes de E. pyriformis submetidas a tratamento com solugdes
de sais contendo cdlcio e ou magnésio. Coletaram-se sementes de matrizes
localizadas em Lavras, MG. Amostras de sementes foram armazenadas durante
135 e 180 dias, a 10°C, em embalagens plésticas de polietileno. Avaliou-se a
geminagdo de sementes embebidas em solugdes contendo célcio e ou magnésio
em baixas concentracdes, em comparacdo com controles embebidos em dgua
destilada. A germinacdo foi conduzida em rolo de papel Germitest®, em camara
de germinag¢do do tipo Mangelsdorff, a 25°C, no escuro. A porcentagem de
germinacdo ndo diferiu do controle para 135 dias e foi mais elevada para
sementes tratadas com as solu¢des para 180 dias de armazenamento. O indice de
velocidade de germinagcdo (IVG) também mostrou diferenca para 180 dias. A
entropia informacional foi menor para 180 dias. O tempo médio de germinagao
ndo diferiu entre os tratamentos e entre os tempos de armazenamento. O
desenvolvimento das plantulas foi normal.

* Comité orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (orientador).
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2 ABSTRACT

JUSTO, Cristina Filomena. Effect of calcium and magnesium on germination of
old seeds of Eugenia pyriformis Camb. (Myrtaceae). In: . Physiological
and anatomical aspects of seeds and initial development of Eugenia
pyriformis Camb. seedlings. 2006, Chap. 7, p. 207-225. Thesis (Doctoral
degree in Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

Eugenia pyriformis Camb. is a native tree from Atlantic Forest in Brazil,. Seed
longevity is short. The objective of this work was to evaluate seed germination
in calcium and magnesium solutions. Seeds were collected at Lavras, MG
(21°13°40”S and 44°57°50”W GRW). Seed samples were stored for 135 and 180
days at 10°C in plastic bags. Seeds were exposed to low concentration solutions
of calcium and magnesium in comparison with controls imbibed in distillated
water. The germination test was carried out in paper roll at 25°C in dark.
Germinability did not differed between control and treated seeds for 135 days of
storage and was higher for treated seeds for 180 days. Germination velocity
index (GVI) also show difference between control and treated seed for 180 days.
Informational entropy was lower for 180 days. Average germination time had no
difference among treatments and among storage times. Seedling development
was normal.

* Guidance Committee: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Adviser).

209



3INTRODUCAO

Eugenia pyriformis Camb. é uma espécie de Myrtaceae, conhecida
popularmente como uvaia, ubaia, uvalha. Seus frutos saborosos t€ém coloragio
amarela ou alaranjada e podem ser consumidos in natura ou utilizados para fazer
sucos, sorvetes, geléias e doces. A espécie ocorre nos remanescentes de Mata
Atlantica desde Sdo Paulo ao Rio Grande do Sul, sendo indicada para
reflorestamento e como atrativo de fauna. Além do potencial alimenticio, ha
relatos de uso medicinal da espécie (Andrade & Ferreira, 2000; Bertani et al.,
2001; Franzon et al., 2004; Nascimento et al., 2001; Lorenzi, 2002; Rondon
Neto et al., 2002; Schmeda-Hirchmann et al., 1987; Theodoluz et al., 1988).

Virias espécies do género Eugenia t€m sementes sensiveis a dessecacio
e de curta longevidade (Andrade et al., 2003; Anjos & Ferraz, 1999; Bulow et
al., 1994; Delgado, 2006; Kohama et al., 2006; Maluf et al., 2003). Tais
sementes sdo denominadas “recalcitrantes”, pois nao toleram as condigdes de
armazenamento recomendadas para as sementes ortodoxas, ou seja, baixa
umidade e baixa temperatura (Barbedo & Bilia, 1998; Neves, 1994; Roberts,
1973).

Diferentes métodos de armazenamento tém sido estudados, no entanto,
parece ndo ser suficiente apenas manter a umidade inicial das sementes durante
o armazenamento (Farrant et al., 1986). A técnica de criopreservacdo tem sido
aplicada a embrides zigdticos com varidvel sucesso para diferentes espécies, tais
como Hevea brasiliensis (Willd.) Muell. Arg. (Euphorbiaceae), Euphorbia
longan (Stend) (Euphorbiaceae), Cocos nucifera L. (Arecaceae), Artocarpus
heterophyllus Lam. (Moraceae) e Camellia japonica L. (Theaceae) (Assy-Bah &
Engelmann, 1992; Chandel et al., 1995; Fu et al., 1990; Janeiro et al., 1996;
Normabh et al., 1986).
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Berjak et al. (2000) compararam diferentes protocolos de
criopreservagdo, tendo observado que a recuperacdo de eixos embriondrios de
Quercus robur L. (Fagaceae) ap6s descongelamento era mais bem sucedida
quando realizada em solu¢des contendo cdlcio e magnésio. Resultados similares
foram observados durante a reidratagdo de eixos embriondrios dessecados de
Trichilia dregeana Sond. (Meliaceae) (Berjak & Mycock, 2004).

O cdlcio é um fon que participa de intimeros processos na planta, estando
envolvido em quase todos os aspectos do desenvolvimento vegetal. Ele
desempenha um papel fundamental para a rigidez da parede celular e para a
permeabilidade da membrana plasmatica (Hepler, 2005). Foi demonstrado que
uma baixa concentragdo de cdlcio resulta em lixiviagdo de fons e metabdlitos.
Uma concentragdo exdgena entre 0,1 e 1,0 mM € necessdria para manter a
integridade e a seletividade da membrana plasmatica (Epstein, 1961; Hanson,
1960; Van Steveninck, 1965). Uma baixa concentragdo intracelular de cdlcio foi
observada em sementes sensiveis a dessecac¢do (Farnsworth, 2000).

Entre outros efeitos, o cdlcio aumenta a formagdo de brotos, flores e
raizes em cultivos in vitro na auséncia de fitorreguladores (Capitani & Altamura,
2004), reverte parcialmente os efeitos do estresse salino provocado pelo cloreto
de sédio (NaCl) em raizes (Katsumura & Kawasaki, 1996), retarda a senescéncia
foliar (Poovaiah & Leopold, 1973) e tem efeito protetor em condi¢des de anoxia
(Dantas et al., 2001; Dantas, 2002). A concentracdo de cdlcio intracelular é
estritamente regulada e pode ser inferior a 1,0 uM. Sua elevagdo pode ter
diferentes efeitos, como, por exemplo, o fechamento estomdtico e a ativacdo de
diversas quinases (Hepler, 2005). O complexo célcio-calmodulina regula vérios
processos metabdlicos por inducdo hormonal ou ambiental (Aurisano et al.,
1995; Sousa & Sodek, 2002). Solugdes de cloreto de cdlcio tém sido usadas para

o tratamento de sementes ortodoxas de baixo vigor (Dantas, 2002).
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O célcio € reconhecido como mensageiro secunddrio na sinalizacdo
intracelular. O magnésio, por outro lado, é ativador de enzimas envolvidas na
respiragdo, na fotossintese e na sintese de DNA e RNA, além de fazer parte da
estrutura da clorofila. O magnésio ¢ um fon mais mével do que o célcio, sendo
translocado através do floema (Taiz & Zeiger, 1998). O magnésio também ¢&
divalente, mas ndo substitui o cdlcio em vérias de suas funcdes (Epstein, 1961;
Hanson, 1960; Van Steveninck, 1965).

A secagem de sementes recalcitrantes afeta a integridade do DNA, a
sintese de proteinas, a estrutura das membranas e organelas quando a umidade
reduz-se abaixo de limiares criticos que variam entre as espécies (Farnsworth,
2000). Supondo que processos similares de dano ocorrem durante a dessecagdo,
a criopreservacdo e o armazenamento de sementes e que os mesmos podem ser
recuperados durante a reidratacdo em presenca de cdlcio e magnésio, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de solucdes contendo célcio e

magnésio sobre a germinacdo de sementes envelhecidas de E. pyriformis.

4 MATERIAL E METODOS

Sementes de uvaia foram obtidas de trés matrizes adjacentes localizadas
na zona urbana de Lavras, MG (21°13°40”S e 44°57°50°W GRW). A
identificacdo das plantas foi realizada por comparacdo com amostras depositadas
no Herbario ESAL da Universidade Federal de Lavras, uma exsicata com
depositada no referido herbario, sob nimero de registro 20468.

As sementes foram coletadas em trés datas: 17, 24 e 31 de outubro de
2005. A polpa dos frutos foi removida sob dgua corrente e o excesso de dgua foi

removido com papel toalha. Sementes visivelmente chochas foram eliminadas.
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O conteudo inicial de 4gua das sementes foi determinado pelo método da
estufa a 105+2°C, por 48 horas, adaptado de Brasil (1992), utilizando-se 4
subamostras de 5 sementes Os resultados foram expressos em porcentagem, base
Umida.

Antes do armazenamento, as sementes foram tratadas com o fungicida
Captan® em p6 (250 mg por 100 g de semente). As sementes foram envolvidas
em papel Germitest® limpo e seco, acondicionadas em embalagens plasticas de
polietileno para alimentos e armazenadas em geladeira a 10+2°C e 48% de
umidade relativa (UR), durante 135 e 180 dias.

Ao final de cada tempo de armazenamento, foram tomadas subamostras
para a determinacdo do teor de d4gua, conforme descrito.

As sementes foram lavadas em dgua corrente para a remocao de residuos
de Captan e, a seguir, submetidas a assepsia, com a imersdo em solugcdo de
hipoclorito de sédio comercial diluido com 4gua destilada (1:1) por 3 minutos,
sendo lavadas cinco vezes em &4gua destilada e imersas em suspensdo do
fungicida Derosal® (1,0 g.L"') durante 30 minutos, antes de serem distribuidas
sobre papel Germitest®. O fungicida foi diluido nas solugdes de tratamento,
descritas a seguir.

Os testes de germinagdo foram conduzidos em rolo de papel a 25°C,
com 20 sementes em cada rolo de papel e 3 repeticdes por tempo de
armazenamento, sendo uma para cada data de coleta. Os rolos foram mantidos
na posicao vertical em béqueres com uma ldmina de 4dgua ou de solug@o no
fundo, cobertos com saco pléstico transparente preso com elastico e mantidos
em cdmara de germinagéo tipo Mangelsdorff (marca De Leo), a 25°C, no escuro.

No tratamento controle, o papel de germinacio foi umedecido com agua
destilada, na razdo de 2,5 vezes o seu peso seco. Para os demais tratamentos,
prepararam-se solucdes de sais de cdlcio e magnésio em concentragdes cujo

efeito osmoético € insignificante (Sun, 2002). Tais concentracdes foram
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adaptadas do estudo de Berjak & Mycock (2004) com eixos embriondrios
isolados. As solugdes foram as seguintes:
a) CaCHznaconcennaga)dellllnglJl(LOInhdx
b) BAgCHznaconcenHaga)deZOOrngljl(LOInhdx
c¢) MgCl, + CaCl, respectivamente nas concentragdes de 200 mg.L'1 (1,0
mM) e de 56 mg.L"' (0,5 mM);
d) CaSO, na concentracio de 17 mg.L'1 (0,1 mM);

As sementes foram observadas a cada dois dias, até a protrusdo de 2,0
mm de radicula e mantidas nos rolos para acompanhar a emergéncia do epicétilo
e o desenvolvimento de plantulas normais (3,0 cm de raiz e 1,0 cm de parte
aérea com primdrdios foliares visiveis). Calcularam-se a porcentagem total de
germinacdo aos 90 dias e o indice de velocidade de germinagdo (IVG) segundo
Maguire (1962). Obtiveram-se, ainda, o tempo médio de germinacdo (Baptista
de Carvalho et al., 2001) e a entropia informacional (Labouriau, 1983). Os
mesmos calculos foram realizados para plantulas normais aos 120 dias.

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualisados,
considerando uma data de coleta para cada bloco, constituindo um esquema
fatorial com dois tempos de armazenamento e cinco tratamentos com diferentes
solugdes (2x5). A andlise dos dados foi realizada pelo software Sisvar e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Ferreira,

2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O conteudo inicial de 4gua das sementes antes do armazenamento variou
entre 49% e 52,0% e ndo diferiu das sementes de outras safras obtidas a partir
das mesmas matrizes em outras coletas (Capitulos 2 a 6). A massa média das
sementes utilizadas neste experimento foi de 1,21 £ 0,11 g.

Durante o armazenamento, o grau de umidade das sementes reduziu-se
ligeiramente para o primeiro periodo considerado e diminuiu de modo mais
acentuado para 180 dias de armazenamento (Tabela 1), mantendo-se acima do
limite letal para a espécie (Capitulo 6), no entanto, o estudo para a determinagao
desse limite foi realizado com sementes recém-colhidas. Farrant et al. (1986) e
Tompsett & Pritchard (1998) observam que ocorre aumento da sensibilidade a
dessecacdo durante o armazenamento, devido a eventos relacionados com a
germinacdo. Provavelmente, o nivel de danos foi mais elevado para as sementes

mais velhas.

TABELA 1. Teor de 4gua (%) das sementes de Eugenia pyriformis Camb. apds
diferentes periodos de armazenamento em geladeira, a 10°C, em
embalagens plésticas. Coleta em outubro de 2005.

Periodo de armazenamento (dias)

Data de coleta

135 180
17 43,9 32,7
24 49,6 41,9
31 46,8 37,2

A porcentagem de germinagdo foi pouco afetada pelos tratamentos com

solugdes de sais para 135 dias de armazenamento. Houve diferenca significativa
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entre o controle e as solu¢des de célcio e magnésio para 180 dias, mas ndo foi
possivel estabelecer qual a melhor solugdo para embeber sementes de baixo
vigor de E. pyriformis (Figura 1A).

O valor do IVG ndo diferiu entre os tratamentos para 135 dias de
armazenamento, mas observou-se diferenca significativa entre o controle e as
solugdes de célcio e magnésio para 180 dias (Figura 1B).

Nao ocorreu diferenca de entropia informacional para 135 dias de
armazenamento. O valor dessa varidvel foi reduzido, para o controle, ap6s 180
dias de armazenamento (Figura 1C).

Os valores de tempo médio de germinacdo variaram entre 26 e 36 dias,
mas nao diferiram entre tratamentos e entre tempos de armazenamento, devido

as variacdes entre as datas de coleta (Figura 1D).
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Germinacao (%)

Entropia informacional (bits)

FIGURA 1. (A) Porcentagem de germinacdo aos 90 dias de embebicdo, (B)
indice de velocidade de germinacio (IVG), segundo Maguire
(1962), (C) entropia informacional da germinacdo (bits) e (D)
tempo médio de germinacdo (dias) para sementes de E. pyriformis
Camb. em fung¢do do tempo de armazenamento a 10°C em
embalagens plasticas e do tratamento com solugdes de célcio e
magnésio. Cada coluna representa a média de trés repeticdes com a

porcentagem de germinagdo, independentemente do tratamento, com a diferenga
média variando entre 3% e 18%. Observou-se uma relacdo linear entre a
porcentagem de germinagdo e de plantulas normais para os dois tempos de

armazenamento, independente do tratamento com as solucdes de sais de célcio e
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magnésio (Figura 2A).
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O indice de velocidade de producido de plantulas (IVP) foi bem menor do
que o IVG para todos os tratamentos (Figura 2B). Apesar do vigor ter sido
menor para 180 dias como um todo, os valores do IVP foram muito reduzidos
nos controles, na auséncia dos sais de célcio e magnésio (Figura 2B, seta).

Para 135 dias de armazenamento, a relacdo entre a entropia de
germinacdo e de desenvolvimento de plantulas ndo resultou em um padrio
definido. Por outro lado, para 180 dias de armazenamento, a entropia
informacional do desenvolvimento de plantulas apresentou uma relagdo linear
significativa com a entropia de germinacdo, com valores baixos para uma
reduzida germinacdo e crescentes para porcentagens de germinacdo maiores
(Figura 2C).

Os valores de tempo médio de germinacdo e do desenvolvimento de
plantulas aparentemente nio foram afetados pelos tratamentos com sais de cdlcio
e magnésio para as duas datas de avaliagdo. Além disso, a relacdo entre eles
parece aleatdria (Figura 2D).

A aplicacdo de célcio e magnésio exdgeno parece dispensdvel para as
sementes apos 135 dias de armazenamento, pois a viabilidade e o vigor ainda
eram relativamente elevados. Por outro lado, para 180 dias de armazenamento,
esses fons tiveram efeito benéfico para a germinacdo e o desenvolvimento
inicial; possivelmente, a necessidade desses fons foi maior, devido ao fato das

membranas celulares estarem mais danificadas nas sementes mais velhas.
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caracteristicas da germinacdo de sementes e do
desenvolvimento inicial de plantulas de E. pyriformis Camb. sob
dois periodos diferentes de armazenamento e tratamento com sais
de célcio e magnésio. Cada ponto representa uma repetigao.

concentracdes de sais utilizadas encontram-se no intervalo

recomendado na literatura para a manutencdo da estabilidade de membranas

celulares (Hepler, 2005). O sulfato de célcio (CaSO,) foi empregado em uma

concentracdo de 0,1 mM devido a baixa solubilidade desse sal, o qual é

recomendado para evitar a deterioragdo do apice radicular (Janice Guedes de

Carvalho, comunicacdo pessoal).
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Em estudos de criopreservacdo, Berjak & Mycock (2004) sugerem que
os fons célcio e magnésio s@o necessdrios para a regulacio da sintese de amido
nas células da raiz apds o descongelamento, pois esses autores observaram a
formagdo de amiloplastos em pontas de raiz tratadas com solugdes de célcio e
magnésio, mas nao nos controles.

Berjak et al. (2000) observaram que os eixos embriondrios de Q. robur
dessecados e posteriormente reidratados em solugdes contendo célcio e
magnésio apresentaram reorganizacdo do citoesqueleto e do nucleoesqueleto,
além da menor perda de fons por lixiviagdo.

Estudos ultra-estruturais revelaram que uma baixa concentracdo de Ca**
resulta em descontinuidades no envelope nuclear, na membrana plasmadtica e no
tonoplasto, além da mitocondria, indicando reduzida estabilidade de membranas
(Marinos, 1962). A lixiviacdo de solutos € indicativa da desestruturacdo de
membranas celulares em sementes recalcitrantes submetidas a dessecagdo
(Becwar et al., 1982), tendo sido observada para diferentes espécies, dentre elas,
Mpyrciaria cauliflora (Mart.) Berg. (Valio & Ferreira, 1992), Hancornia speciosa
Gom. (Oliveira & Valio, 1992), E. brasiliensis Lam. (Kohama et al., 2006) e E.
pyriformis (Andrade & Ferreira, 2000).

O calcio, mas nido o magnésio, estd envolvido na despolimerizacdo de
microtibulos (Weisenberg, 1972), interferindo diretamente na mitose. A
deficiéncia de célcio afeta primeiramente os meristemas, nos quais a divisao
celular e a formagdo de paredes sdo mais rdpidas (Taiz & Zeiger, 1998).

Tanto o célcio quanto o magnésio sdo necessdrios para a regulacdo da
sintese de amido (Macherel et al., 1986). Na reidratacdo em dgua destilada, as
plantulas obtidas a partir de eixos embriondrios dessecados de 7. dregeana ndo
apresentavam resposta gravitropica, devido a auséncia de estatdlitos. Por outro
lado, nas plantulas tratadas com solugdes de célcio e magnésio, a resposta era

normal (Berjak & Mycock, 2004).
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o tratamento com
solucdes de cédlcio e magnésio foi benéfico para a germinagdo e o
desenvolvimento inicial de plantulas de E. pyriformis a partir de sementes de
baixo vigor (180 dias de armazenamento), mas ndo teve efeito positivo para

sementes com maior vigor (135 dias).
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