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Figure 1 - Seeds of Eugenia species after different cutting methods. A: whole intact
(uncut) seed - WIS; B: seed cut transversally into two similar parts (htp: half
transversal part); C: seed cut longitudinally into two similar parts (hlp: half
longitudinal part); D: seed cut transversally into two different parts, using only 3/4
of the right side, hilum included (tgs = three quarters of a seed); E: seed cut into
four similar parts, two of them used as treatments (qep: a quarter of a seed, external
part; qip: a quarter of a seed, internal part).

Figure 2 - Seeds and seedlings of E. cerasiflora (A, B and E to J), Eugenia
pruinosa (C and D) and E. umbelliflora (K and L). A. Whole intact seed, hillum
showed by arrow; B. Embryo (note that is dificult to identify different parts as
cotyledons or axe; the embryo looks like a uniform mass); C. Germinating
fragments of a seed which was cut into four parts, one of them (at right) developing
normal seedling. Note the development of radicles from the internal part of the
fragments, one of the fragment with an appearence of a second radicle; D and F.
Damaged (by insects) seeds of two different species maintaining the germination
ability. Note that in F more than half of a seed was removed; E. internal aspect of a
non-damaged seed with the development of a radicle; G. Internal fraction of a seed
(which were cut into 4 parts) with the development of a normal seedling; H.
Fragment of a seed which had removed (by insects) most of its storage reserves and
even so developed a normal seedling; |. Multiple radicles developed from a
fragment of a seed cut trasnversally into two parts. This picture shows an often
occurence when aerial part had no development from cut seeds of all species; J.
Internal fragment of a seed with the development of one radicle and two aerial
parts; K. Normal seedling developed from a fragment of a non-damaged seed; L.
Plantlets developed from fragments of seeds. Scale: 1 cm.

Figure 3 - Germination of seeds of Eugenia cerasiflora (A), E. umbelliflora (B) and
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E. pruinosa (C) after different cutting treatments: WIS = whole intact (uncut) seed;
HTP = half transversal part; HLP = half longitudinal part; TQS = three quarters of a
seed; QEP = a quarter of a seed, external part; QIP = a quarter of a seed, internal
part.
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= three quarters of a seed; QEP = a quarter of a seed, external part; QIP = a quarter
of a seed, internal part.
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and E. pruinosa (C) after cutting into two or four fragments. WIS: whole intact
(uncut) seeds; HLP: seeds cut longitudinally into two similar parts; HTP: seeds cut
transversally into two similar parts; TQ: seeds cut transversally into two different
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umbelliflora (B) and E. pruinosa (C) after cutting into two or four fragments. WIS:
whole intact (uncut) seeds; HLP: seeds cut longitudinally into two similar parts;
HTP: seeds cut transversally into two similar parts; TQ: seeds cut transversally into
two different parts, one of them with 3/4 of a seed; FP: seeds cut transversally into
four parts.

Figura 7 - Frutos de Eugenia cerasiflora em cada um dos estddios de
desenvolvimento analisados (a). Visdo geral do fruto do ultimo estadio (b), da
semente (c) e do embrido (d).
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distincdo do embrido ndo foi evidente. Sec¢bes anatdmicas do eixo hipocotilo-
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radicula em Eugenia cerasiflora (B), E. involucrata (D) e E. uniflora (F) apontados
pela seta.

Figura 12 - Sec¢Bes anatdmicas de cotilédones de espécies de Eugenia. (A e D)
epiderme unisseriada e unido dos cotilédones de Eugenia involucrata. B e E
epiderme unisseriada com cuticula (seta) e unido dos cotilédones de E. cerasiflora.
(C e F) epiderme unisseriada e unido dos cotilédones de E. uniflora. (G) feixes
vasculares em E. cerasiflora em vista longitudinal. (H) tecido de cicatrizagéo,
constituido por células parenquimaticas alongadas, diferentes das células
cotiledonares.
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(B) cavidade secretora em detalhe. (C) eixo hipocdtilo-radicula, em vista
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radicula na fracdo oposta, submetida ao fracionamento.
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Figura 18 — Germinacdo (G%) de sementes de Eugenia uniflora em relagdo ao
tempo (dias) em agua ou solucdes etandlicas: semente ndo germinada a 0,001% (I -
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0,001% (R — 1), semente com raiz primaria retirada a 0,01% (R - 10), semente com
parte aérea e raiz priméria retiradas a 0,001% (P — 1) e semente com parte aérea e
raiz primaria retiradas a 0,01% (P — 10), respectivamente.

Figura 19 — Plantulas de alface (A) apds sete dias de germinacdo e sementes de
feijdo (B) ap0Os sete dias de germinacdo nas seguintes solugdes etandlicas de
Eugenia uniflora: controle (C), semente ndo germinada a 0,001% (I -1), semente
ndo germinada a 0,01% (I — 10), semente com raiz primaria retirada a 0,001% (R -
1), semente com raiz priméria retirada a 0,01% (R - 10), semente com parte aérea e
raiz priméria retiradas a 0,001% (P — 1) e semente com parte aérea e raiz primaria
retiradas a 0,01% (P — 10), respectivamente.

Figura 20 - Sementes de feijdo germinadas nos seguintes extratos de sementes de
Eugenia uniflora: 4gua (A), semente ndo germinada a 0,01% (I-10) (B), semente
com raiz primaria retirada a 0,01% (R-10) (C), semente com parte aérea e raiz
primaria retiradas a 0,01% (P-10) (D), PEG -0,2 MPa (E) e NaCl -0,2 MPa (F).

INDICE DE TABELAS

Table 1 - Germination increasing factor (GIF) and seedling increasing factor (SIF)
for seeds of Eugenia umbelliflora, E. pruinosa and E. cerasiflora after different
cutting treatments (WIS: whole intact (uncut) seeds; HLP: seeds cut longitudinally
into two similar parts; HTP: seeds cut transversally into two similar parts; TQ: seeds
cut transversally into two different parts, one of them with 3/4 of a seed; FP: seeds
cut transversally into four parts. Means sharing the same letter are not significantly
different into each species (P>0.05; Tukey’s HSD).

Tabela 2 - Valores obtidos para conteldo de massa seca (MS%) e teor de agua
(U%) em sementes de Eugenia cerasiflora em diferentes estadios de maturagéo
durante os anos de 2005 e 2007.

Tabela 3 - Valores obtidos nos anos de 2005 e 2007 para germinacdo (G%) e
plantulas normais (PN%) em sementes de Eugenia cerasiflora, em diferentes
estadios de maturacdo, intactas ou submetidas a fracionamento, sendo computada
apenas uma das fracoes.

Tabela 4 - Efeito dos extratos sobre a germinagédo (G%), plantulas normais (PN%)
e indice de velocidade de germinacdo (IVG) em sementes de Eugenia uniflora

(pitanga) intactas ou submetidas a fracionamento ao meio em corte transversal,

66

67

14

32

32

62



sendo computada apenas uma das fragoes.

Tabela 5 - Efeito dos extratos sobre o tempo médio e a varidncia do tempo medio
da germinagdo em sementes de Eugenia uniflora (pitanga) intactas ou submetidas a
fracionamento ao meio em corte transversal, sendo computada apenas uma das
fracOes.

Tabela 6 - Efeito dos extratos sobre a germinagéo (G%), plantulas normais (PN%),
indice de velocidade de germinacdo (IVG) e tempo médio (Tm) em sementes de
Lactuca sativa (alface).

Tabela 7 - Efeito dos extratos sobre a germinagédo (G%), plantulas normais (PN%)
e indice de velocidade de germinacdo (IVG) em sementes de Phaseolus vulgaris
(Feijao).

Tabela 8 — Valores da &gua e do potencial hidrico das solucbes obtidas a partir do
extrato etandlico de Eugenia uniflora (pitanga).

Tabela 9 - Efeito das solucbes com diferentes potenciais hidricos sobre a
germinacdo (G%), plantulas normais (PN%) e indice de velocidade de germinacéo
(IVG) em sementes de Lactuca sativa (alface).

Tabela 10 - Efeito das solucbes com diferentes potenciais hidricos sobre a
germinacdo (G%), plantulas normais (PN%) e indice de velocidade de germinagéo

(IVG) em sementes de Phaseolus vulgaris (Feijéo).

62

63

63

63

64

64



INTRODUCAO GERAL

A Mata Atlantica, complexo e exuberante conjunto de ecossistemas, de grande
importancia por abrigar uma parcela significativa da diversidade bioldgica do Brasil, é
também um dos biomas mais ameacados do mundo devido as constantes agressdes ou
ameagas de destruicdo dos habitats nas suas variadas tipologias e ecossistemas associados
(Fundagdo SOS Mata Atléantica/INPE 2002). Ao processo intenso e continuo de exploragdo e
devastacdo de matas nativas, que resulta no exterminio de varias espécies com potencial para
maltiplos usos, soma-se a caréncia de informacBes sobre as espécies nativas tropicais, 0 que
dificulta a adogdo de praticas conservacionistas ou de recuperacdo de reas degradadas (Carpi
et al. 1996). Trabalhos que visem o aprimoramento de técnicas para melhor utilizacdo de seus
recursos de maneira sustentavel e que oferecam a possibilidade da conservagdo destas
espécies tém papel de grande importancia.

Apesar da grande representatividade da familia Myrtaceae, com 131 géneros e cerca
de 4.620 espécies (Angiospern Phylogeny Group 2010), distribuidas principalmente nas
regides tropicais e subtropicais do mundo, com centros de diversidade na América tropical e
Austrélia e poucas espécies ocorrendo nas regiGes temperadas (Barroso 1984) e de suas
arvores e arbustos poderem ser utilizadas de forma ornamental ou na producdo comercial de
frutos, o nimero de trabalhos cientificos € ainda reduzido, entre outros fatores, em funcdo da
sua complexidade taxondmica (Kawasaki 1984). O género Eugenia figura entre os mais
importantes na familia Myrtaceae, com aproximadamente 1115 espécies (Angiospern
Phylogeny Group 2010) e ampla distribuicdo, sendo ele bem representado nas diversas
formacdes vegetacionais do Brasil, ndo apenas quanto & riqueza especifica, mas também
quanto & abundéncia e freqliéncia de suas espécies (Rodrigues & Nave 2000; Arantes &
Monteiro 2002). Este género possui também espécies interessantes para programas de
recuperacdo de areas degradadas e de preservacdo permanente, por terem frutos amplamente
consumidos pela avifauna, que auxiliam na dispersdo das sementes (Lorenzi 1992), também
possuem caracteristicas adequadas ao uso na arborizacdo urbana (Correa 1975, Silva et al.
2001) e, ainda, valor comercial, nutritivo e potencial de aproveitamento na obtencdo de
farmacos (Donadio 1997; Silva et al. 2003). Espécies como a Psidium guajava L. (goiabeira),
E. uniflora L. (pitangueira) e a Myciaria cauliflora Berg (jabuticabeira), por exemplo, sdo
utilizadas na fruticultura, devido & qualidade de suas frutas e adaptacéo a algumas condices
de clima subtropical (Donadio & Moro 2004).

Muitas espécies de Eugenia de importancia ecoldgica e com potencial de exploracéo

comercial apresentam baixa densidade de ocorréncia. Tal fato dificulta a obtencdo de
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sementes em quantidade que permita a producdo de mudas em larga escala, seja para
aproveitamento comercial, com o plantio de pomares de producgdo de frutas, seja para
aproveitamento em programas de repovoamento vegetal (Silva et al. 2005). Diversas espécies
arboreas nativas, com grande potencial de utilizacdo na arborizacdo urbana e
reflorestamentos, tém seu uso limitado em funcdo da caréncia de informagdes técnicas sobre o
manejo de suas sementes, como é o caso de algumas espécies de Eugenia, tais como Eugenia
involucrata DC. (cerejeira-do-mato), E. uniflora L. (pitangueira), E. brasiliensis Lam.
(grumixameira), E. pyriformis Cambess (uvaieira), entre outras (Barbedo et al. 1998).

Para fornecer novas informagdes sobre espécies deste género, neste trabalho foram
utilizadas algumas espécies de Eugenia, sendo trés ndo domesticadas, espécies ndo utilizadas
comercialmente, Eugenia umbelliflora Berg. (guapé), E. pruinosa Legr. (mamoneira) e E.
cerasiflora Mig. (guamirim), e duas domesticadas, E. involucrata DC. (cerejeira-do-mato) e

E. uniflora L. (pitangueira), com frutos comercialmente interessantes.

Descricao das espécies estudadas

Eugenia involucrata DC. popularmente conhecida como cerejeira, cerejeira-do-mato,
cerejeira-da-terra ou cerejeira-do-rio-grande é espécie nativa do Brasil, rdstica, ornamental,
com boa formacdo de copa, também pode ser utilizada na arborizagdo urbana. Seu tronco
fornece madeira resistente, sendo utilizado como cabos para ferramentas agricolas, lenha e
carvao. Ocorre desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul e floresce durante os meses de
setembro a novembro, junto com o surgimento de novas folhagens. Os frutos s&o consumidos
pelo homem, animais domésticos e avifauna silvestre além de serem também utilizados na
fabricacdo de doces, geléias e licores. Apesar da vasta dispersdo que apresenta, € rarefeita,
ndo sendo encontrada constituindo grupos como frequentemente acontece com outras
mirtaceas (Sanchotene, 1989 e Lorenzi, 1992). Na literatura, informacdes existentes sobre
germinacdo e conservagdo das sementes dessa espécie sdo escassas (Barbedo et al., 1998).

E. uniflora L. apresenta arbusto ou arvoreta de vasta e muito expressiva disperséo,
sendo muito abundante e freqliente em todos os capdes, situados em solos umidos, bem como
nas matas de galeria, onde se torna ainda mais abundante, e faz parte das espécies dominantes
dos estratos inferiores (Legrand & Klein 1969). A espécie apresenta frutos que sdo
apreciados tanto pelo homem como pela fauna silvestre, sendo esses utilizados no preparo de
geléias, doces, refrescos, sorvetes, licores e em cosméticos. Seu plantio é recomendado para
recomposicdo de areas degradadas, uma vez que a dispersdo de suas sementes ocorre por

zoocoria (Budke et al. 2005), sendo 0s passaros os visitantes mais frequentes (Pizo 2002)
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além de ser de fécil propagacdo por sementes (Scalon et al. 2001). Esta espécie apresenta
também potencial farmacolégico como anti-inflamatdrios, efeitos diuréticos, anti-
hipertensivo, hipoglicémico e anti-triglicérides (Pepato et al. 2001).

E. pruinosa Legr. popularmente conhecida como mamoneira, € uma arvore alta de 20
até 25 metros e 30 a 50 cm de didmetro, glabra, tronco reto e cilindrico, casca pouco
descamante, formando copa arredondada e bastante espessa. Arvore caracteristica e exclusiva
da mata pluvial da encosta atlantica, higréfita, se desenvolve a sombra, muito rara, ocorrendo
principalmente nos declives das encostas suaves, solos profundos e de drenagem lenta, onde a
mata se apresenta densa e alta (Legrand & Klein 1969).

E. umbelliflora Berg. é arbusto ou arvoreta caracteristica, exclusiva da restinga
litordnea, com vasta e expressiva dispersdo pelo litoral. Espécie tipica das dunas fixas e dos
baixios menos enxutos (restinga), bastante planos e arenosos; forma frequentemente
agrupamentos muito tipicos e por vezes bastante densos (Legrand & Klein 1969). Os
pigmentos extraidos dos frutos de guapé podem ser potencialmente usados como corantes
naturais (Kuskoski et al. 1999).

E. cerasiflora Miq. é arvore caracteristica e exclusiva da mata pluvial da encosta
atlantica no sul do Brasil, bastante rara, ocorre principalmente nas matas situadas nos fundos
de vales, inicios das encostas, bem como nas chapadas e encostas pouco acidentadas, onde a
drenagem se processa de modo mais lento. Uma das caracteristicas praticas para seu
reconhecimento em campo sdo as margens das folhas que quase sempre apresentam um
enrugamento ondulado muito caracteristico (Legrand & Klein 1969).

O estudo da maturacdo destas espécies pode fornecer dados importantes para
identificar o momento ideal de colheita das sementes durante 0 seu processo de
desenvolvimento e assim, a obtencéo de lotes com boa qualidade, uma vez que é identificado
0 momento no qual as sementes estdo realmente maduras e com 0 seu maximo vigor. Além
disso, pode-se obter material genético de boa qualidade fisiologica, que é a base para os
programas de melhoramento, silvicultura, conservacdo genética e recuperacdo de areas

degradadas (Figliolia & Kageyama, 1994).

Maturagéo

A partir da fertilizacdo, o Owvulo fecundado sofre uma série de modificacdes
morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas, que culminam com a formacdo da semente madura
(Pina-Rodrigues & Aguiar 1993). O estudo de maturacdo é feito com o objetivo de se

determinar o ponto ideal de colheita, visando a producéo e a qualidade de sementes. Ele
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possibilita determinar o ponto de méxima qualidade fisioldgica, determinando para cada
espécie como e quando ele é atingido (Carvalho & Nakagawa, 1983). O conhecimento do
processo de maturacdo é uma importante forma de se conhecer o comportamento das espécies
no tocante a sua reproducédo possibilitando, assim, prever o momento e a época adequada de
colheita (Figliolia & Kageyama, 1994).

Quando a semente atinge maximo acUmulo de matéria seca e ndo mais recebe
produtos da planta mée, “desligando-se” desta, os niveis de &gua ainda estdo elevados,
podendo ocorrer rapida deterioracdo ou, em alguns casos, germinacdo no interior do fruto,
ainda ndo disperso (viviparidade). Para evitar estas ocorréncias, a planta pode acionar Vvarios
mecanismos, que visam a reducdo na quantidade de agua na semente (Marcos Filho, 2005).
As sementes em que ocorre esta redugdo considerdvel do teor de agua sdo consideradas
ortodoxas e, as que mantém elevado teor de agua, sdo chamadas de recalcitrantes (Barbedo &
Marcos-Filho 1998). As sementes recalcitrantes tém a caracteristica de germinar antes ou
imediatamente apos a separacdo da planta-mae, principalmente porque continuam hidratadas
até o final da maturacéo (Barbedo & Marcos-Filho 1998).

Dados relativos ao comportamento das sementes de Eugenia indicam que estas
sementes pertencem a categoria das recalcitrantes, ou sensiveis & desidratacdo (Gentil &
Ferreira 1999, Andrade & Ferreira 2000, Andrade et al. 2003, Maluf et al. 2003, Delgado &
Barbedo 2007) e, conseqlientemente, podem apresentar a caracteristica de germinar logo ap6s
a separacéo da planta-mée.

Em funcéo da dificuldade na identificagdo da final do periodo de maturacdo nestas
sementes e do fato das sementes de Eugenia demonstrarem, em estudos sobre seu
fracionamento, um alto potencial regenerativo (Anjos & Ferraz 1999, Silva et al. 2003, Silva
et al. 2005), é de grande importéncia verificar se esta capacidade regenerativa é adquirida

apenas ao final da maturacéo.

Fracionamento de sementes de Eugenia

Existe baixa ocorréncia de matrizes produtoras de sementes, e a maioria das espécies
de Eugenia nativas do Brasil, produz frutos com poucas sementes, frequentemente uma ou
duas. Visando maximizar a producdo de mudas de Eugenia, sementes de algumas espécies
foram fracionadas, obtendo-se mais de uma plantula normal por semente em Eugenia
pyriformis (Silva et al. 2003), E. involucrata, E. uniflora, E. brasiliensis (Silva et al. 2005) e
E. stipitata var. sororia (Anjos 1998). Os resultados obtidos por esses autores indicam a

possibilidade de desenvolvimento de tecnologia para multiplicar o potencial de produgéo de
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mudas de espécies de Eugenia a partir de um mesmo lote de sementes, mas o conhecimento
cientifico sobre tal fendmeno ainda néo esta elucidado.

O embrido das espécies cujas sementes foram estudadas quanto ao fracionamento € do
tipo eugenidide (cotilédones carnosos e radicula inconspicua) e, como nas demais espécies
brasileiras de Eugenia, é aparentemente indiviso. Devido & fusdo parcial ou total dos
cotilédones, é chamado pseudomonocotilenar (Gurgel & Soubihe Sobrinho 1951, McVaugh
1956, Landrum & Kawasaki 1997, Anjos & Ferraz 1999, Kawasaki 2000). Essa caracteristica
auxiliou, inclusive, a separacdo do género Syzygyium de Eugenia, inicialmente considerados
todos neste dltimo (Schmid 1972). A familia Myrtaceae contempla algumas espécies com
sementes poliembridnicas (Landrum & Kawasaki 1997) e esta presenca sugere a possibilidade
de se aumentar o nimero de pléntulas obtidas de cada semente.

Outra possibilidade das sementes fracionadas poderem manter a capacidade
germinativa seria a ocorréncia de apomixia, na qual as sementes sdo formadas, mas contém
embrides que sdo produzidos independentemente de fertilizacdo (Raven et al. 2001). Neste
tipo de reproducdo, o embrido se desenvolve no ovario a partir de uma célula somatica do
6vulo, ocorrendo a formacdo de sementes férteis, sem necessariamente haver a unido do
gameta feminino com o masculino (Koltunow 1993). Segundo Asker (1979), a apomixia
subdivide-se em esporofitica (embriogenia nucelar) e gametofitica, com base no sitio de
origem e no subsequiente modelo de desenvolvimento da célula que dard origem ao embrido.
No primeiro caso, o embrido forma-se diretamente de células sométicas do évulo (tegumentos
ou nucelo), sem a intervencdo do saco embrionario ou da célula-ovo. No segundo caso, ha
formacdo de sacos embrionarios, na maioria dos casos ndo reduzidos, cujas células-ovo se
desenvolvem partenogeneticamente em embrides.

Segundo Batygina & Vinogradova (2007), o estresse e as mudancas nas condigdes
ambientais podem também servir como um fator de indugdo ao aparecimento da
poliembrionia nas espécies, sendo denominada, poliembrionia monozigoética de clivagem.

Dessa forma, considerando a falta de informacéo conclusiva quanto & origem dos
embrifes multiplos de sementes de espécies brasileiras de Eugenia e da capacidade
regenerativa desses embrifes quando submetidos a fracionamentos, no presente trabalho
foram estudadas cinco espécies de Eugenia, sendo as sementes Eugenia umbelliflora, E.
pruinosa e de E. cerasiflora utilizadas para o fracionamento, em raz8o destas espécies ndo
serem domesticadas, podendo apresentar comportamento diferente das espécies domesticadas
estudadas por outros autores. Foi utilizada como modelo E. cerasiflora acompanhando seu
processo de maturagdo e investigada a influéncia deste processo sobre sua capacidade

regenerativa. Para identificar a origem da capacidade regenerativa das sementes de Eugenia



6
foram estudadas as espécies: E. involucrata, E. uniflora e E. cerasiflora suas alteracdes
morfoldgicas decorrentes do fracionamento, no qual foram analisados diferentes periodos
apés o inicio da germinagdo em sementes integras ou fracionadas. Pelo fato do néo
desenvolvimento de novas plantas em sementes ndo fracionadas foram verificados os
potenciais efeitos inibidores da germinagdo que impediriam a formagdo de novos embrides
espontaneamente. Para tanto foram utilizadas sementes de E. uniflora da qual foram feitos de
extratos das sementes e testados sobre a germinacdo de suas proprias sementes e sobre as de

feijdo “Rosinha” e de aquénios de alface “Baba de Verao”.

OBJETIVOS GERAIS

v" Analisar os efeitos do fracionamento em sementes do género Eugenia ndo domesticadas;

v" Analisar o potencial de germinacdo em funcdo do fracionamento em sementes com
diferentes estadios de maturacao;

v Identificar a origem da capacidade regenerativa dessas sementes;

v Verificar efeitos potencialmente inibidores da germinagdo em extratos de sementes E.

uniflora.



Capitulo 1

Potential for regeneration and propagation from cut seeds of Eugenia (Myrtaceae)

tropical tree species

Artigo enviado para publicacéo no periodico “Seed Science and Technology”

(A formatacéo do texto a seguir segue as normas para publicacdo do periddico)



INTRODUCTION

Eugenia is one of the most important genera of Myrtaceae family in tropical areas,
mainly in both brazilian vegetation Cerrado and Atlantic rain forest which are included in the
25 world hotspots for biodiversity conservation (Myers et al., 2000). Fruits from trees and
shrubs of Eugenia can be used for commercial and industrial purposes, for example the
production of several substances with pharmacological properties. Substances such as anti-
oxidant (Roesler et al., 2007), anti-diarrheic (Almeida et al., 1995), anti-fungal (NUfez et al.,
2001, Souza et al., 2001) and anti-biotic (Holetz et al., 2002) were found in Eugenia species.
Substances for decreasing cholesterol and uric acid levels, as well as the control of
hypertension, and the ones used in the process of losing weight (Schmeda-Hirschmann et al.,
1987) were already identified from Eugenia species.

Most of the Eugenia species have low density occurrence in natural conditions and
produce low amounts of fruits, consequently leading to the low production of seeds which
makes it difficult the commercial exploitation of such plants (Silva et al., 2005). Furthermore,
there is little information about the technology for the management of these seeds (Barbedo et
al., 1998) likely to cause waste of important amount of germoplasm. For example, species of
Eugenia can show different levels of desiccation tolerance (Delgado and Barbedo, 2007),
therefore demanding different procedures after harvesting and resulting in different periods of
storability (Barbedo et al., 1998, Maluf et al., 2003, Kohama et al., 2006). On the other hand,
there is also little information about the best conditions for the germination of these seeds and
for seedling production.

Seeds of some domesticated Eugenia species (E. uniflora L., E. brasiliensis Lam., E.
involucrata DC., E. pyriformis Cambess. and E. stipitata McVaugh) can germinate even after
being cut, allowing for production of an increased number of plantlets from the same seed lot
(Anjos and Ferraz, 1999, Silva et al., 2003, Silva et al., 2005). This could be a common
characteristic for several species of the genus, including non-domesticated ones. If so, this
could be applied for production of plantlets on a larger scale for both commercial and
conservation purposes. The latter, however, demands knowledge about the origin of these new
embryos which may affect the level of diversity of future generations since these embryos can
be generated from maternal or zygotic tissues.

Polyembryony, a common phenomenon in flower plants discovered early in 1719 by
Leeuwenhoek and described by Strasburger in 1878 (Batygina and Vinogradova, 2007), could
explain the germination of more than one embryo by seed. However, brazilian Eugenia

species have not been included in polyembryonic ones since just one embryo can be identified
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in mature seeds (Gurgel and Soubihe Sobrinho, 1951; Silva et al., 2003; Silva et al., 2005;
Justo et al., 2007). Therefore, the germination of more than one embryo per seed in brazilian
Eugenia species could be an important source of variability. This ability to germinate after
being cut needs to be evaluated for non-domesticated species, since the domesticated ones
somehow have undergone breeding processes. In this work we analyzed both germination and
seedling development from three non-domesticated Eugenia species (E. cerasiflora Miq., E.

umbelliflora Berg. and E. pruinosa Legr.) after their seeds were cut.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

Mature fruits of Eugenia cerasiflora were collected from "Jardim Botéanico de S&o
Paulo”, in Sdo Paulo (23°38’S, 46°37°W), Brazil, and those of both E. umbelliflora and E.
pruinosa were collected from "Parque Estadual da Ilha do Cardoso", in Cananéia (25°04’S,
47°54-55’W), Brazil. Fruits were taken to the laboratory and their seeds were removed by
washing and gently rubbing on a wire mesh followed by rubbing on blotting paper. Then the
seeds were stored in plastic bags at 8 °C until the beginning of the experiments (not longer
than seven days).

In these embryos, axis and cotyledons are not visually distinguishable. However,
despite embryos of Eugenia were considered indivisible, conferruminate or undifferentiated
bodies (Mc Vaugh, 1956), more recenlty ultrastructural studies performed by Justo et al.
(2007) showed differentiated embrionary axis in mature seeds of E. pyriformis.

Some seeds of these three species were infected by insects although no external signs
of these infections were visible. Therefore, infected seeds were not previously discarded and

all seeds obtained were completely randomized and distributed among cutting treatments.

Cutting treatments

The control treatment was the germination of uncut (whole intact) seeds (figure 1A, 2A).
Four types of cutting treatments (figure 1B - E) were applied to the seeds of each species: a)
seeds cut into two similar parts by their smallest dimension (transversal cutting, figure 1B),
the whole hilum remaining in one of the fragments; b) seeds cut into two similar parts by their
biggest dimension (longitudinal cutting), each part maintaining half of the hilum (figure 1C);
c) seeds with transversal cutting, one of the parts containing approximately 1/4 of the seed,
and the other one with 3/4 of the total seed size, the latter containing the hilum (figure 1D),

and d) seeds cut into four similar parts (figure 1E, 2C).
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All resulting fragments of seeds of each cutting treatment were placed to germinate.
However, for the treatments in which seeds were cut into two parts, the percentage of both
germination and normal seedling development were based on just one fraction (especifically
in transversal cutting, the fragment with the hilum). The treatment in which the cut resulted
into two fragments, 3/4 and 1/4 of a seed, the first one was considered as an individual
treatment. The treatment in which the seeds were cut into four parts, two of them were
considered as individual treatments: the one with the hilum (internal) and the other one the
adjacent external part (external - figure 1E). Therefore, the treatments were: WIS = whole
intact seed; HTP = half transversal part; HLP = half longitudinal part; TQS = three quarters of
a seed; QEP = a quarter of a seed, external part; QIP = a quarter of a seed, internal part. The
germination of the remaining fragments of seeds were also registered and used for the
calculation of germination increasing factor (GIF) and seedling increasing factor (SIF), as

described below.

Seed analysis

Germination tests were carried out in plastic boxes (11x11x3.5 cm), in which seeds were
sown in a 2 cm thick layer of moistened vermiculite. The tests took place in an incubator at
25°C with 24-h photoperiod provided by white fluorescent lights. Seeds were scored as
germinated when the radicle had protruded through the seed coat by 5 mm (germination
percentage). Normal seedling development was also scored according to Delgado and
Barbedo (2007), based upon the presence of roots with no injury and when the epicotyls
showed at least one visible leaf (figure 2G, H and K). Analyses were taken every 15 days
during 90 days.

Germination and development of normal seedlings were also calculated based on the sum
of all fractions (as described below) of the same seed, giving the germination increasing factor
(GIF = tgf.ns™, in which tgf is the overall amount of germinable fractions and ns is the overall
amount of seeds placed to germinate), and the seedling increasing factor (SIF = tfns.ns™, in
which tfns is the overall amout of fractions that produced normal seedlings) according to Silva
et al. (2003).

Data analysis
The results were subjected to a one-way ANOVA using the Tukey test to check for significant

differences between means (P < 0.05). Error bars in figures represent standard deviation.
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Hilum

1CM

Figure 1. Seeds of Eugenia species after different cutting methods. A: whole intact (uncut) seed - WIS; B:
seed cut transversally into two similar parts (htp: half transversal part); C: seed cut longitudinally into
two similar parts (hlp: half longitudinal part); D: seed cut transversally into two different parts, using
only 3/4 of the right side, hilum included (tgs = three quarters of a seed); E: seed cut into four similar
parts, two of them used as treatments (gep: a quarter of a seed, external part; gip: a quarter of a seed,

internal part).
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RESULTS

Seeds of Eugenia showed different germinability depending on the species, E.
umbelliflora germinated more than 90% (figure 3B, whole intact seeds - WIS), E. cerasiflora
and E. pruinosa ca. 60% (figure 3A and C, respectively, WIS). The germination often resulted
in the development of normal seedlings (figure 4), except E. pruinosa for which only 20% of
the seeds were capable to produce seedlings (figure 4C). Germination was possible even for
those seeds that were damaged by insects which removed more than half of a seed (figure 2F).
However, these seeds not necessarily maintained the capacity to produce normal seedlings,
resulting in low values as examplified in E. pruinosa. For all Eugenia species, normal
seedlings were frequently obtained even if half of a seed (or less than a half) was damaged by
insects (figure 2H).

It was an important observation that whole intact seeds had the protrusion of just one
radicle and the development of just one normal seedling. On the other hand, if seeds were
submitted to any kind of cutting process, more than one primary root (figure 2G and 1) or
shoot (figure 2J) developed from the same seed fraction. Furthermore, seed fractions with
more than one protruded primary root frequently did not develop shoot (figure 21) and,
consequently, there was no normal seedling development.

If seeds were cut just into two parts the germination was similar to the uncut seed values
(i.e. control treatment) or even better than those ones, depending on the species (figure 3). E.
umbelliflora, for example, maintained values as high as the control treatment (close to 100%)
after being cut both longitudinally or transversally (figure 3B, WIS, HLP and TQS). E.
cerasiflora and E. pruinosa had rised these values (ca. 60% initially in whole intact seed) to
ca. 80-90% after being cut longitudinally (figure 3A and C). Even the fractions containing
just 1/4 of a seed showed high germinability, the best resulting part depended on the species
(the external one for E. pruinosa, internal one for E. umbelliflora and almost invariable for E.
cerasiflora, figure 3).

The increase in germination percentage after cutting seeds was not followed by similar
increasing in normal seedling development, for all species (figure 4). There was a clear
increase in the values (initially low) of E. pruinosa seeds (from 20% to 35-50%, figure 4C), a
decrease for most of the treatments of cutting E. umbelliflora seeds (from 90% to 0-85%,
figure 4B) and variable responses for E. cerasiflora seeds (from 55% to 20-90%, figure 4A).
However, when 3/4 of the total mass of the seed was maintained after cutting, normal seedling
develoment values were similar to, or even better than, those ones from whole intact seeds,

for all species (figure 4).
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Cutting seeds of brazilian Eugenia tropical tree species brings up both their ability to
regain germinability and their potential to produce more than one seedling from the same
seed, as described by Silva et al. (2003, 2005), if one takes account all fractions of the same
seed. After cutting seeds, both germination and seedling development maintained or increased
GIF and SIF values, for all species (table 1). This means that at least one fraction of the cut
seeds germinated and produced normal seedling. Furthermore, no cutting treatment resulted in
loss of seedling development percentage when compared to the control treatment (WIS).
There were no benefits in cutting seeds of E. umbelliflora. Even with the longitudinal
cutting that resulted in germination values almost twice as high as those of WIS, the values of
normal seedling development were similar between both treatments. On the other hand, all the
cutting treatments in E. pruiniosa resulted in high values for both germination and normal
seedling develoment. Similar results were obtained in E. cerasiflora, considering that all the

treatments resulted in germination and seedling development gains.
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Table 1. Germination increasing factor (GIF) and seedling increasing factor (SIF) for seeds of Eugenia
umbelliflora, E. pruinosa and E. cerasiflora after different cutting treatments (WIS: whole intact (uncut)
seeds; HLP: seeds cut longitudinally into two similar parts; HTP: seeds cut transversally into two similar
parts; TQ: seeds cut transversally into two different parts, one of them with 3/4 of a seed; FP: seeds cut
transversally into four parts. Means sharing the same letter are not significantly different into each
species (P>0.05; Tukey’s HSD).

Cutting Species

treatments E. umbelliflora E. pruinosa  E cerasiflora

Germination increasing factor

WIS 0.93c 0.49b 0.62c
HLP 165a 142 a 1.72b
HTP 1.00 bc 133 a 1.20 bc
TQ 1.10 bc 140 a 1.52Db
FP 1.43 ab 115a 240 a
Seedling increasing factor

WIS 092a 0.20 a 0.52b
HLP 0.90a 0.72a 115a
HTP 0.75a 0.45a 0.80 ab
TQ 0.85a 0.95a 092a

FP 095a 0.50 a 1.08 a
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Figure 2. Seeds and seedlings of E. cerasiflora (A, B and E to J), Eugenia pruinosa (C and D) and E.

umbelliflora (K and L). A. Whole intact seed, hillum showed by arrow; B. Embryo (note that is dificult to
identify different parts as cotyledons or axe; the embryo looks like a uniform mass); C. Germinating
fragments of a seed which was cut into four parts, one of them (at right) developing normal seedling. Note
the development of radicles from the internal part of the fragments, one of the fragment with an
appearence of a second radicle; D and F. Damaged (by insects) seeds of two different species maintaining
the germination ability. Note that in F more than half of a seed was removed; E. internal aspect of a non-
damaged seed with the development of a radicle; G. Internal fraction of a seed (which were cut into 4
parts) with the development of a normal seedling; H. Fragment of a seed which had removed (by insects)
most of its storage reserves and even so developed a normal seedling; 1. Multiple radicles developed from
a fragment of a seed cut trasnversally into two parts. This picture shows an often occurence when aerial
part had no development from cut seeds of all species; J. Internal fragment of a seed with the development
of one radicle and two aerial parts; K. Normal seedling developed from a fragment of a non-damaged
seed; L. Plantlets developed from fragments of seeds. Scale: 1 cm.
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Figure 3. Germination of seeds of Eugenia cerasiflora (A), E. umbelliflora (B) and E. pruinosa (C) after
different cutting treatments: WIS = whole intact (uncut) seed; HTP = half transversal part; HLP = half
longitudinal part; TQS = three quarters of a seed; QEP = a quarter of a seed, external part; QIP = a
quarter of a seed, internal part.
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Figure 4. Normal seedling develompent of seeds of Eugenia cerasiflora (A), E. umbelliflora (B) and E.

pruinosa (C) after different cutting treatments: WIS = whole intact (uncut) seed; HTP = half transversal

part; HLP = half longitudinal part; TQS = three quarters of a seed; QEP = a quarter of a seed, external

part; QIP = a quarter of a seed, internal part.
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Figure 5 Germination rise of seeds of Eugenia cerasiflora (A), E. umbelliflora (B) and E. pruinosa (C) after
cutting into two or four fragments. WIS: whole intact (uncut) seeds; HLP: seeds cut longitudinally into
two similar parts; HTP: seeds cut transversally into two similar parts; TQ: seeds cut transversally into
two different parts, one of them with 3/4 of a seed; FP: seeds cut transversally into four parts.
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Figure 6. Seedling production rise (SR) of seeds of Eugenia cerasiflora (A), E. umbelliflora (B) and E.

pruinosa (C) after cutting into two or four fragments. WIS: whole intact (uncut) seeds; HLP: seeds cut

longitudinally into two similar parts; HTP: seeds cut transversally into two similar parts; TQ: seeds cut

transversally into two different parts, one of them with 3/4 of a seed; FP: seeds cut transversally into four

parts.
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DISCUSSION

The high regeneration capacity of the Brazilian Eugenia species seeds were described
for E. stipitata ssp. sororia (Anjos and Ferraz, 1999), E. pyriformis (Silva et al., 2003), E.
uniflora, E. brasiliensis and E. involucrata (Silva et al., 2005). According to Silva et al.
(2003, 2005), multiple germination and the development of more than one shoot from a uncut
single seed could indicate some kind of polyembriony, however this fact has never been
observed. Furthermore, polyembryony in Myrtaceae is usual in Syzygium and those ones
described for Eugenia included species that were later reduced to Syzygium by various
workers (Schmid, 1972, Gurgel & Soubihe Sobrinho, 1951, Nic Lughadha & Proenca, 1996).

One might also considered that the presence of non-differentiated meristematic tissue
could generate new embryos since Eugenia embryo is indivisible (Mc Vaugh, 1956).
However, Justo et al. (2007) observed differentiated embrionary axis in mature seeds of E.
pyriformis, non visible on the seed surface, by the fact of it be partially covered, and have less
than 1.0 mm. Thus, the origin of new embryos after cutting remains unknown.

The small size of the embrionary axis, and the success obtained from all types of cuttings,
make it less likely the hypothesis that all the cuttings always coincide over the axis. On the
other hand, it is possible that each part or tissue of the embryo has its own regeneration
capacity. This situation is very similar to the one observed by Tiwary, in 1926, with
“plumula” bifurcation of Eugenia species (as reported by Nic Lughadha and Proenca, 1996).
In the present work, this fact might have occurred in some cut seeds that originated two aerial
parts from the same fraction (figure 2J), which was also observed by Silva et al. (2003) in E.
pyriformis. However, this would not explain the germination in different parts of the same
seed after cutting as shown in figure 2C. The results obtained from this work clearly show
that the second germination will only take place if the seed is cut and also that after cutting
there is a kind of stimulation for the differentiation of a new embryo.

Similar regeneration and germination of new embryos was described in Garcinia seeds
(Malik et al., 2005a). Seeds of G. indica, G. cambogia, G. xanthochymus and G. kola could
be described as kernels because of the undifferentiated tissues in cotyledons and axis (Malik
et al., 2005a,b, Agyili et al., 2007). For Eugenia species, Andrade et al. (2003) described
embryos of E. dysenterica as a single hard, undifferentiated cream coloured body where the
cotyledons and the embryonic axis are fused. Furthermore, the embryo might be rudimentary
or linear, consisting in a strand of embryonic tissue (Agyili et al., 2007), so that most
fragments containing a bit of the strand would germinate and grow into a normal seedling.

Fragments without the relevant bits of strand would not germinate or would partially do so
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through radical protrusion only. This could explain both the protrusion of several radicles
without development of normal seedlings (figure 21) and the low germination values observed
in figures 3B, 3C, 4B and 4C. This could also be involved in the higher success obtained in
longitudinal cutting than in transversal ones by Silva et al. (2003, 2005).

The biodiversity conservation involves not only preservation and multiplication, but also
the maintenance of its wide genetic basis. Multiplying one individual by cloning process, as
shown for Eucalyptus (Mo et al., 2009), in spite of existing some possible variation, is not
enough for the species preservation; therefore, it is very important to identify the origin of
Eugenia multiple embryos. If new embryos are originated from maternal tissues, like in
Garcinia species (Malik et al., 2005a), their multiplication by cutting will represent very little
in terms of conservation, but it could be important for the agricultural purposes. However, if
their origin is gametic, even if two of them are twins, most of the embryos from the same lot
may have great genetic variability. In this case, the cutting of seeds will contribute a lot to the
diversity conservation. The last hypothesis seems to be more likely in Eugenia seeds since
there is no information about apomixis in Brazilian Eugenia species, and they are frequently
classified as monoembryonic (Gurgel and Soubihe Sobrinho, 1951; Anjos and Ferraz, 1999,
Justo et al., 2007).

The present work showed the ability of those seeds to germinate after insect attacks. Even
when the seed was reduced to 1/4 of its total mass, the remaining fraction was able to develop
normal plantlets (figure 2L). It is very interesting that such seeds do not waste their reserves
in simultaneous germinations, keeping the germination sources for sequential germinations.
This characteristic might have contributed for Eugenia species to be so representative in
Brazilian forests.

Another interesting aspect of repeated germinations is the relation to the strategy
developed by the species to survive under unfavorable periods for both germination and
plantlets development. Most of the annual and bi-annual species evolved to the production of
seeds that are desiccation tolerant, frequently dormant, the so-called orthodox seeds (Roberts,
1973). These seeds can remain in the soil for long periods until favorable conditions occur.
On the other hand, there are the so-called recalcitrant seeds, that are intolerant to desiccation,
frequently without any kind of dormancy and with short lifespan (few months), showing fast
germination and quickly colonizing new areas (Barbedo and Bilia, 1998). Because of this
trait, recalcitrant seeds can not form seed banks in the soil, due to their high water contents,
and as a consequence they start either germinating or deteriorating (Barbedo and Bilia, 1998;
Barbedo and Cicero, 2000; Sershen et al., 2008).
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Eugenia seeds are recalcitrant as they are intolerant to desiccation, not surviving to water
content below ca. 15-30% (Delgado and Barbedo, 2007). They also are hard to gain or lose
water when compared to seeds of other species (data not shown). These characteristcs, along
with their regeneration capacity (which was demonstrated in this work), could be associated
to a strategy of the species to amplify the viability of these seeds in the soil. Therefore, the
seed keeps a suitable hydration level to maintain viability. If germination starts and ends with
the loss of the primary root, the seed starts a new germination process, with enough internal
reserves for the development of a new plantlet. The protrusion of a second root after the loss
of the first primary root was observed in the present work (non published data). Finally, the
possibility of multiplication by using multiple regeneration techniques brings up an

interesting perspective to amplify the plantlet production.
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Capitulo 2

Inducéo da capacidade germinativa de sementes de Eugenia cerasiflora (Myrtaceae) em

diferentes estadios de maturagéo
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da maioria das sementes pode ser dividido em trés fases, sendo a
primeira caracterizada pelo crescimento inicial, aumento rapido no peso fresco e no contetido
de 4gua; em um segundo momento a semente aumenta de tamanho devido a expansdo das
células e a deposicdo de reservas e finalmente, para as sementes ortodoxas, o
desenvolvimento termina com uma fase pré-programada de secagem ou dessecacéo (Castro et
al. 2004). Porém, em algumas espécies, conhecidas por recalcitrantes, o teor de 4gua mantém-
se elevado ao final da maturacéo (Barbedo & Marcos-Filho 1998).

Dados relativos ao comportamento das sementes de Eugenia indicam que elas
pertencam a categoria das recalcitrantes, ou sensiveis & desidratacdo e, consequentemente,
com baixa longevidade (Delgado & Barbedo 2007). Quando dispersas, essas sementes tém
teor de 4gua em torno de 35-70%, conforme o observado por diversos autores para E.
involucrata DC., E. stipitata ssp. Sororia McVaugh, E. brasiliensis Lam., E. pyriformis
Cambess., E. dysenterica DC., E. cerasiflora Miqg., E. umbelliflora Berg, E. pleurantha
O.Berg e E. rostrifolia D.Legrand.

Para que uma semente germine € necessario que esta esteja em um elevado grau de
hidratacdo ou que o meio forneca &gua suficiente, permitindo a ativacéo das reagdes quimicas
e, com isto, a retomada do processo de desenvolvimento do embrido (Mayer & Poljakoff-
Mayber 1982). Quando a semente ndo esta suficientemente hidratada, a germinagdo comeca
com a embebicdo. No inicio da embebicdo, a entrada de 4gua na semente é regulada pela
diferenga entre o potencial hidrico desta e 0 meio. Com a entrada de &gua nas células, ha
aumento na pressdo hidrostatica que conduz a expansdo celular, fundamental para a
germinacdo. Esta, para a maioria das sementes ortodoxas, ocorre segundo um padrao trifasico
(Bewley & Black 1994). No entanto, segundo Barbedo & Marcos Filho (1998), para as
espécies com sementes recalcitrantes, pode ocorrer passagem direta da fase de
desenvolvimento para a germinativa, sem a dessecagdo, podendo germinar quando ainda esta
ligada a planta-mée. Esta caracteristica gera certa dificuldade na identificagdo da transi¢do
entre a fase de formagdo/maturacéo e a de germinacdo destas sementes.

O conhecimento de como se processa a maturagdo das sementes e dos principais
fatores envolvidos é de fundamental importincia para a orientacdo dos produtores de
sementes, auxiliando no controle de qualidade, principalmente no que se refere ao
planejamento e a definicdo da época ideal de colheita, visando qualidade e produtividade.
(Dias 2001). A determinacdo da maturidade fisioldgica das sementes, ou seja, 0 momento no

qual as sementes atingem o maximo acumulo de matéria seca, bem como maior potencial de
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germinagéo e vigor, torna-se fundamental para a obtencdo de sementes de elevada qualidade
(Pifa-Rodrigues e Aguiar 1993).

Durante a evolucéo das espécies tropicais, algumas adquiriram a caracteristica de
sincronizar a maturidade fisioldgica de suas sementes com mudancas nas cores dos frutos,
sugerindo uma ligagdo com a sindrome de dispersdo, uma vez que poderia atrair potenciais
animais dispersores (Pifia-Rodrigues & Aguiar 1993). Para frutos carnosos, o problema maior
seria 0 conhecimento da época em que ocorre a maturacdo fisiol6gica das sementes ja que
nem sempre ha necessidade de esperar a completa maturacdo “visual” do fruto (Alvarenga et
al. 1991). Este fato foi observado por Prataviera (2005), que constatou que o parametro de
mudanca de cor do fruto ndo é eficiente para a avaliacdo da maturidade fisiologica de
sementes de Eugenia pyriformis e de E. involucrata, pois estas mudangas ndo foram
acompanhadas por modificagdes fisiologicas relevantes nas sementes, ndo sendo indicativo de
maturidade para sementes dessas espécies. Tal fato sugere um descompasso entre a maturagéo
dos frutos e a das sementes sendo necessario, portanto, um acompanhamento em intervalos de
tempo mais curtos que visem avaliar outras caracteristicas além da coloracéo do fruto.

Diversos estudos sobre fracionamento de sementes de Eugenia demonstraram também
em um alto potencial regenerativo. Alguns dos exemplos séo os de sementes de E. stipitata
(Anjos & Ferraz 1999), E. pyriformis (Silva et al. 2003), E. uniflora, E. brasiliensis e E.
involucrata (Silva et al. 2005) onde a germinag&o superou 100%, variando de 109% a 184%,
0 que sugere que este € um comportamento que pode ser estendido para todo o género. Essa
caracteristica, além de possivelmente conferir vantagem seletiva para essas especies, poderia
ser aproveitada no planejamento da producéo de mudas, maximizando o potencial produtivo
de lotes de sementes e auxiliando nos processos conservagdo das espécies, principalmente
para as que se encontram em risco de extin¢do (Teixeira 2009).

Apesar dos estudos ja realizados sobre a capacidade regenerativa das sementes de
Eugenia o conhecimento sobre a origem desta regeneracéo ainda apresenta lacunas. A origem
e localizag&o desses novos embrides e 0 momento, durante a formagéo da semente, a partir do
qual surge essa capacidade regenerativa sdo desconhecidos. Pode-se inferir que o
fracionamento induz a diferenciacdo de tecidos voltados a formacdo de novos embrides ou,
como o sugerido por Batygina & Vinogradova (2007), que o estresse e as mudangas nas
condi¢Bes ambientais podem também atuar como um fator de inducéo ao aparecimento da
poliembrionia nas espécies deste género. Além disso, a capacidade regenerativa deve ser
analisada ndo apenas em uma das fases do processo de maturagdo, uma vez que ndo ocorre
um momento evidente de maturidade fisioldgica, pois nessas sementes, parece haver um

continuum entre a formagdo da semente e sua germinagdo. Dessa maneira, torna-se
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importante, também, uma anélise comparativa entre 0os processos naturais de formacéo dos
embrides e os induzidos pelo fracionamento, tanto fases iniciais quanto finais da formac&o das
sementes. Portanto o desenvolvimento e a maturacéo destas sementes em relacéo & capacidade

de regeneracdo sdo aspectos importantes a serem considerados.

OBJETIVOS

Investigar o comportamento de sementes de Eugenia cerasiflora em diferentes
estadios de maturacdo e a influéncia deste processo sobre a capacidade regenerativa das

sementes.

MATERIAL E METODOS

Frutos de Eugenia cerasiflora Mig. (guamirim) foram coletados nos anos de 2005 e
2007 no Jardim Botanico de Sdo Paulo, em S&o Paulo-SP (23°38’S, 46°37°W). A partir do
florescimento das &rvores, as flores foram etiquetadas para controle do desenvolvimento da
maturacdo dos frutos e das sementes. Os frutos foram coletados a partir de 85 dias apds a
antese (DAA) e em intervalos de uma semana cada, totalizando seis coletas.

Os frutos foram beneficiados em &gua corrente com auxilio de peneira, para a
separagdo das sementes da polpa, sendo imediatamente retirado o excesso de umidade. Para
os frutos do primeiro estadio, em razdo de apresentarem uma polpa mais dura, o
despolpamento foi manual com auxilio de bisturi.

Logo apos o beneficiamento de todo lote, as sementes foram avaliadas quanto ao teor
de 4gua, conteido de matéria seca e germinagao, para caracterizacdo inicial do lote. O teor de
agua e o conteldo de matéria seca das sementes foram quantificados pelo método
gravimétrico com utilizagdo de estufa a 1033 °C, durante 17 horas (ISTA 1985 e BRASIL
2009), utilizando-se quatro repeti¢des de cinco sementes cada.

O teste de germinagdo foi realizado em germinadores Marconi tipo MA400, com
umidade relativa do ar de 100%, mantida por circulagdo interna de agua, regulados para a
temperatura constante de 25 °C e luz continua. As sementes foram acondicionadas em gerbox,
contendo papel tipo germitest, com duas folhas para a base e uma para cobertura (Brasil
2009), pré-umedecidas, utilizando-se 4 repeti¢des de 10 sementes. Neste teste, as avaliacdes
foram realizadas a cada sete dias, sendo computadas as sementes germinadas (protruséo de
raiz primaria com pelo menos 5mm) e as plantulas normais (plantulas com sistema radicular e

edfilos desenvolvidos e sem defeitos aparentes), conforme Delgado (2006).
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Os estudos da capacidade regenerativa da germinagdo durante a maturagdo foram

realizados apenas no ano de 2007. Foram feitas se¢des transversais ao meio nas sementes nos

diferentes estadios de desenvolvimento. As avaliacdes de germinacéo foram realizadas a cada

sete dias, sendo computadas as fracbes de sementes germinadas independente de serem
provenientes ou ndo de mesma semente.

Foram calculados, ainda, o indice de velocidade de germinacdo (IVG), baseado na
formula de Maguire (1962) e o fator de incremento na germinacdo (FIG) e na producéo de
plantulas normais (FIP) conforme descrito em Silva et al. (2003). Para a determinacdo dos
valores de germinacdo das fracBes de cada semente foi utilizado o célculo do fator de
incremento na germinacédo (FIG), ou seja, 0 nimero médio de fragdes que germinaram a partir
do fracionamento de uma semente (FIG = nfg.ns™ , onde nfg é o nimero total de fragdes
germinadas por repeticdo e ns é o nimero de sementes colocadas para germinar em cada
repeticdo). Da mesma forma, a soma de valores de plantulas normais obtidas de todas as
fracbes de cada semente foi utilizada para o célculo do fator de incremento na producéo de
plantulas normais obtidas a partir do fracionamento de uma semente (FIP = npn.ns™ , onde
npn € o nimero total de plantulas normais por repeticdes e ns € o nimero de sementes
colocadas para germinar em cada repeticéo).

Todos os experimentos tiveram delineamento inteiramente casualizado e o0s resultados
foram submetidos & analise de variancia pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade. As

médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Os frutos coletados nos seis estadios de maturacdo de Eugenia cerasiflora, apresentaram
diferengas na coloracdo em cada estadio analisado (Fig. 7), sendo que os frutos do ultimo
estadio analisado apresentaram coloracdo vermelha intensa, casca brilhante e firme e marca de
predacdo na maioria dos frutos.

PAde-se observar que os teores de 4gua das sementes apresentaram variagoes significativas
nos diferentes estadios analisados, nos dois anos de analise (tabela 2). Durante todo o periodo
de coleta ocorreu queda gradual no teor de dgua. As sementes do primeiro estadio, mais
imaturas, apresentaram teores de agua superiores a 80%, reduzindo até o ultimo estadio,
quando ficaram proximos a 60%. No ano de 2007, porém, o penultimo estadio apresentou teor
de agua inferior ao ultimo, o que pode ter ocorrido em funcéo de variagBes ambientais.

O contetdo de matéria seca também apresentou diferencas significativas entre os estadios

nos dois anos de andlise. Ao final da maturacdo (6° estadio) ocorreu um acréscimo
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significativo nos valores de matéria seca, demonstrando ser um dos indicativos da maturidade
destas sementes. Nos dois anos estudados, porém, pode-se notar uma diferenca no maximo de
acumulo de matéria seca das sementes, sendo que em 2005 o peso final foi de 0,362 g e em
2007 ocorreu um aumento de 0,167 g totalizando 0,529 g de massa seca final. Este aumento
ocorreu provavelmente devido a fatores climaticos locais.

Os dados obtidos para germinacdo apresentaram maiores valores apenas nos estadios finais
de maturagdo nos dois anos analisados, tanto para sementes intactas quanto para as
fracionadas (tabela 3), demonstrando um aumento gradual da germinagdo durante todo o
processo de maturacéo.

Os resultados de desenvolvimento de plantulas normais das sementes imaturas e maduras,
submetidas ou ndo a fracionamento, demonstraram que este fator foi diretamente influenciado
pelo estddio de maturacdo (tabela 3). O estddio considerado como maduro foi o que
apresentou maior valor e os estadios imaturos, 0s menores.

Em 2007 também foi observada diferenca entre 0 maximo de germinagéo, que ocorreu
antes do final da maturacéo, e 0 méximo de plantulas normais, que somente foi observado nas
duas Gltimas coletas. Para 0 ano de 2005 ndo ocorreu esta diferenca sendo maximo de
germinacdo e o maximo de formagdo de plantulas normais obtido somente no final do
processo de maturacéo.

A andlise de FIG e de FIP para sementes inteiras ndo apresentou valores maiores que 1,0
para nenhum dos estadios analisados (Figuras 8 e 9). Os valores de FIG para sementes
fracionadas dependeram do estadio de maturacdo, sendo superiores ao de sementes intactas
somente a partir da terceira coleta e apresentando valores superiores a 1,0 apenas nos ultimos
estadios de maturacéo do ano de 2007.

As sementes maduras (6%stadio) fracionadas apresentaram, de maneira geral, maior FIG
que as sementes imaturas, demonstrando maior potencial de regeneragdo quando analisadas
todas as fragbes em conjunto. Portanto, o grau de maturagdo interferiu diretamente na
capacidade regenerativa.

Os valores de FIP de sementes fracionadas ndo apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao de sementes intactas, sendo superior para sementes fracionadas apenas na ultima
coleta, 0 que evidencia que a diferenciagdo de tecidos pode ser influenciada pelo estadio de

maturagéo.
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Figura 7 — Frutos de Eugenia cerasiflora em cada um dos estadios de desenvolvimento analisados (a).

Visao geral do fruto do ultimo estadio (b), da semente (c) e do embrido (d) da safra de 2007.
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Tabela 2 - Valores obtidos para massa seca (MS) e teor de agua (U%) de sementes de Eugenia cerasiflora

em diferentes estadios de maturacdo durante os anos de 2005 e 2007.

2005 2007
U% MS U% MS
1° estadio 82,3a 0,051 c 85,6 a 0,022 d
2° estadio 78,5 ab 0,058 ¢ 839a 0,162 c
3° estadio 74,8 bc 0,113 b 80,6 b 0,137 c
4° estadio 71,9 cd 0,138 b 76,9 ¢ 0,19 c
50 estadio 69,4 d 0,154 b 60,6 e 0,441b
6° estadio 610e 0,362 a 64,2d 0,529 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 3 - Valores obtidos nos anos de 2005 e 2007 para germinacao (G%) e plantulas normais (PN%) em
sementes de Eugenia cerasiflora, em diferentes estddios de maturacdo, intactas ou submetidas a

fracionamento, sendo computada apenas uma das fragdes.

2005 2007
Intactas Intactas Fracionadas

G% PN% G% PN% G% PN%
1° estadio 08c 0d Oc Oc Oc 0d
2° estadio 35b 5cd 45Db 5c¢ 15¢ 1d
3° estadio 60 ab 40 ab 63 ab 20c 43 Db 16¢c
4° estadio 53Db 33 bc 93a 53b 54 ab 20 bc
50 estadio 48 b 28 bcd 98 a 83 a 6la 33ab
6° estadio 85a 63 a 93a 83 a 68 a 44 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 8 - Fator de incremento na germinacéo (FIG) para sementes de Eugenia cerasiflora em diferentes
estadios de maturagdo, intactas ou submetidas a fracionamento ao meio em sentido transversal, apos dois

meses de cultivo.
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Figura 9 - Fator de incremento na producdo de plantulas normais (FIP) para sementes de Eugenia
cerasiflora em diferentes estadios de maturacdo, intactas ou submetidas a fracionamento ao meio em

sentido transversal, ap6s dois meses de cultivo.



34
DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se observar que houve
sincronismo entre o desenvolvimento do fruto e da semente. As sementes provenientes de
frutos verdes apresentaram elevado teor de agua, baixo conteldo de matéria seca, baixa
germinagéo e formacédo de pléantulas normais. Em contrapartida as sementes provenientes de
frutos vermelhos apresentaram comportamento inverso, com decréscimo de cerca de 20% no
teor de 4gua, maior contelldo de matéria seca, alta germinacdo e formacdo de plantulas
normais. Avila et al. (2009), em estudo de sementes de Eugenia uniflora, concluiram que a
coloragdo dos frutos é um pardmetro eficaz para a identificacdo do ponto de maturidade
fisiologica desta espécie. Esta caracteristica de sincronizar a maturidade fisiologica da
semente, com mudangas nas cores dos fruto, sugere uma ligagdo com a sindrome de
disperséo, uma vez que poderia atrair potenciais animais dispersores (Pifia-Rodrigues &
Aguiar 1993). No entanto, Prataviera (2005) obteve resultados diferentes para E. uniflora e E.
involucrata., sugerindo que a forma de identificar o ponto de maturidade fisioldgica ndo deve
levar em consideracéo apenas a coloragéo dos frutos, tornando assim a faixa de estudo muito

restrita, pois a variagdo de comportamento pode ser grande em anos diferentes de analise.

Segundo Marcos Filho (2005) o méaximo acumulo de massa seca, 0 baixo teor de 4gua
e a elevada capacidade germinativa, frequentemente e eficientemente utilizados para
identificar a maturidade de sementes ortodoxas, ndo apresentam mesma eficiéncia para
sementes recalcitrantes, uma vez que ndo h4 um ponto definido para o término da fase de
maturacéo e correspondente inicio da germinag&o.

A reducdo no teor de &gua foi progressivamente acompanhada de acimulo de matéria
seca até o Ultimo estadio avaliado, sendo que neste Gltimo o acimulo foi significativamente
maior do que em outros momentos durante a maturacdo. Este lento acimulo inicial da matéria
e aceleracdo somente ao final da maturacéo dos frutos foi observado por Danner et al. (2010)
para Eugenia uniflora, E. involucrata e E. pyriformis. Muitos estudos feitos com maturagéo
de sementes de diversas espécies apontam o ponto de maximo de matéria seca como o melhor
e mais seguro indicativo de que as sementes atingiram a maturidade fisiol6gica (Aradjo et al.
2006).

A andlise de apenas matéria seca e teor de agua, porém, ndo se mostrou suficiente para
definir o estddio de maturacéo de Eugenia cerasiflora devido & diferenga observada entre o0s
dois anos de andlise. No segundo ano de coleta as sementes do Ultimo estadio foram mais
vigorosas, as quais apresentaram maior conteddo de matéria seca (0,529 g/semente),

germinacéo de 93% e 83% deformacéo de plantulas normais, enquanto para o primeiro ano
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estes valores ficaram proximos de 0,362 g, 85% e 63%, respectivamente. Este diferenca pode
ser devida a variagBes nas condicBes climaticas nos dois anos de anilise, pois a chuva
acumulada no periodo de floracdo a de dispersdo dos frutos, compreendida de maio a
setembro, apresentou uma grande variagdo, sendo em 2005 inferior a 2007 no més de julho.

E interessante observar que sementes intactas e fracionadas do segundo estadio
coletadas aos 92 DAA, apesar de seu elevado teor de agua e baixo contetido de matéria seca,
j& apresentam alguma capacidade germinativa. Dessa forma, nota-se que a capacidade
germinativa é adquirida no inicio do desenvolvimento das sementes de Eugenia cerasiflora,
mas sem oferecer condi¢des de continuar o desenvolvimento das plantulas, assim como o ja
observado por Borges et al. (2005) para Caesalpinia echinata. Os maiores indices
germinativos ocorreram apenas nos estadios finais de maturacdo, demonstrando um
incremento da germinacdo durante todo o processo de maturagéo. Isto pode ser explicado
porque as sementes, da maioria das espécies, tém capacidade de germinar muito antes de
atingir a maturidade fisiologica, mas os valores maximos ocorrem geralmente em época
préxima ou coincidem com a de maximo acimulo de matéria seca (Marcos Filho 2005). Para
as sementes fracionadas nos diferentes estadios, observou-se um comportamento similar ao de
sementes intactas.

Os estadios considerados maduros foram também os que apresentaram maiores valores
de formagéo de plantulas normais, nos dois anos analisados, o que demonstra que este foi um
fator diretamente influenciado pelo estadio de maturag&o.

Comparando-se os resultados de FIG e FIP para sementes fracionadas pode-se
perceber que os valores de FIG sdo sempre bem mais altos que os de FIP, ou seja, o potencial
de regeneragédo da germinacdo ndo garante o desenvolvimento de plantulas. Segundo Teixeira
(2009), isso pode se dever ao fato da semente fracionada perder reservas importantes, como
os carboidratos. De forma geral, as sementes maduras mostraram maior capacidade
regenerativa que as imaturas, demonstrando que o estadio de maturagdo pode afetar esta
caracteristica.

A partir destes resultados pode-se observar que sementes de Eugenia cerasiflora
possuem alta capacidade de germinar e produzir plantulas normais independente da
possibilidade de parte da semente estar danificada. Essas caracteristicas podem ser indicios de
adaptacOes a dispersdo ou a predagdo, tanto dos frutos como das sementes. Se houver agéo de
fatores ambientais e acontecer a queda dos frutos mesmo eles estando verdes, h4 grandes
chances da semente germinar e se tornar uma plantula e depois um individuo, ndo havendo
perda na producdo. Também deve ser levado em conta o fato de que muitos animais se

alimentam desses frutos, entre eles os dispersores, principalmente passaros, que ao comerem o
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fruto podem danificar a semente, mas mesmo assim ela tem grande poder regenerativo e as
chances de perpetuar a espécie séo grandes (Prataviera 2005).

Esta capacidade regenerativa em sementes maduras de Eugenia j& havia sido
observada por outros autores (Anjos & Ferraz 1999, Silva et al. 2003 e Silva et al. 2005),
porém este comportamento durante sua maturacdo pode indicar que células totipotentes, que
promovem a formacdo de embrides somaticos a partir do embrido zigdtico, ja estdo presentes
mesmo em sementes imaturas.

A andlise dos resultados aponta para a possibilidade de que a coloragdo do fruto, o teor
de &gua, contetdo de matéria seca, germinacao e formacdo de plantulas normais possam ser
utilizados em conjunto como pardmetros para identificar o ponto de maturidade fisioldgica
das sementes de Eugenia cerasiflora, assim como o descrito por Avila et al. (2009) para
sementes de E. uniflora. A capacidade regenerativa apés fracionamentos poderia ser utilizada
como uma ferramenta adicional na identificacdo do ponto de maturidade fisioldgica, quando

apresentasse seu valor maximo.
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INTRODUCAO

A familia Myrtaceae compreende cerca de 3.500 espécies, subordinadas a cerca de 100
géneros, que apresentam dois centros principais de desenvolvimento: a América tropical e a
Austrélia (Barroso et al. 1984). Os representantes neotropicais de Myrtaceae estdo inseridos
na subfamilia Myrtoideae que, na América, distribui-se em toda a faixa tropical e subtropical,
sendo composta de apenas uma tribo, Myrteae (McVaugh 1968, Landrum & Kawasaki 1997).
Atualmente, aceita-se a divisdo de Myrteae em trés subtribos, com base na morfologia dos
embrides: Eugeniinae, Myrciinae e Myrtiinae (Nic Lughadha & Proenga 1996). A morfologia
do embrido, por ser muito distinta em diferentes grupos de plantas, tem sido bastante utilizada
com finalidades taxonémicas na familia (Schmid 1972, Barroso et al. 1984, Van Wyk &
Botha 1984).

As sementes da subtribo Eugeniinae, e nela esta inserido o género Eugenia, tém
embrido eugenidide, no qual os cotilédones sdo grossos, separados, plano-convexos e 0
hipocdtilo tem pequena protrusdo, ou os cotilédones séo parcialmente fundidos formando uma
massa Unica, com hipocétilo ndo distinguivel (Landrum & Kawasaki 1997). No género
Eugenia o embrido consome todo o endosperma no decorrer do seu desenvolvimento, ou seja,
a semente é exalbuminosa (Flores & Rivera 1989). O material de reserva pode ser
representado pelo amido, grdo de aleurona, 6leo e outros, que pode se acumular nos
cotilédones ou no eixo hipocotilo-radicular. Nessas sementes o embrido ocupa toda a cavidade
delimitada pelo envoltério da semente (Souza 2006).

A familia Myrtaceae também inclui algumas espécies com sementes poliembri6nicas
(Landrum & Kawasaki 1997), inclusive dentro do género Eugenia (Johnson 1936, Gurgel &
Soubihe Sobrinho 1951, Litz 1984). Porém, controvérsias taxondmicas a respeito da
delimitacdo de espécies em Eugenia tornam esta afirmativa incerta, pois acredita-se que tais
espécies de Eugenia com sementes poliembridnicas deveriam ser incluidas em Syzygium (Van
Wyk e Botha 1984, Nic Lughadha & Proenca 1996). Além disto, estudos mais recentes
encontraram apenas um embrido em Eugenia dysenterica, E. pyriformis e E. punicifolia
(Saloméo & Allem 2001, Justo et al. 2007, Coneglian 2007), enquanto outros autores citam a
auséncia de distingdo entre o eixo hipocotilo-radicula e os cotilédones (Andrade & Ferreira
2000, Lucas et al. 2005).

Diversos estudos sobre fracionamento em sementes de Eugenia j& foram realizados
(Anjos & Ferraz 1999, Silva et al. 2003, Silva et al. 2005). O fracionamento em corte
transversal de Eugenia stipitata demonstrou bom potencial regenerativo, ou seja, nas metades

que permaneceram com o0 eixo hipocétilo-radicula obteve-se 89% de germinacéo e, ainda,
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20% nas suas metades opostas o que totalizaria 109% de germinagéo (Anjos & Ferraz 1999).
Outros exemplos séo das sementes de E. pyriformis (Silva et al. 2003) com uma germinagéo
de até 184% e E. uniflora, E. brasiliensis e E. involucrata, com germinacdo também
superando os 100%, variando de 114% a 166% (Silva et al. 2005). Tais dados sugerem que
este € um comportamento que pode ser estendido para todo o género.

Relatos de poliembrionia em outros géneros de Myrtaceae, de um embrido
aparentemente indiviso e da possibilidade de ampliacdo da germinacdo e do numero de
plantulas obtidas de cada semente de Eugenia sugerem a possibilidade de que espécies deste
género sejam poliembridnicas. Por outro lado, o fato de sementes ndo fracionadas resultarem
em apenas uma plantula gera ddvida quanto a origem destas novas plantas. Portanto, estudos
anatdmicos sdo de fundamental importancia para que se conhega a origem das varias plantas

provenientes de semente fracionada.

OBJETIVO

Auvaliar as modificagdes morfoldgicas decorrentes da maturacdo e da germinacédo em
sementes intactas ou fracionadas de espécies brasileiras de Eugenia, visando a identificar a

origem da capacidade regenerativa dessas sementes.

MATERIAL E METODOS

Frutos maduros de trés espécies de Eugenia (E. cerasiflora, E. involucrata e E.
uniflora) foram coletados em dois locais distintos: em propriedade privada na Zona Norte de
S&o Paulo (23°27° S e 46°36° W) (E. uniflora) e no Jardim Botéanico de S&o Paulo, em Sé&o
Paulo-SP (23°38* S, 46°37° W) (E. cerasiflora e E. involucrata). Os frutos foram
beneficiados por lavagem manual com auxilio de peneira, em agua corrente, para a separagéo
das sementes, sendo imediatamente retirado o excesso de umidade (Delgado & Barbedo
2007).

Para observacdo de mudangas nos tecidos do embrido durante a germinagdo apds o
fracionamento, sementes maduras foram fracionadas ao meio, tomando-se o cuidado de
separé-las pela marca da cicatriz placentaria, e colocadas para germinar, sendo retiradas
amostras para analise anatdmica diariamente de 1 a 15 dias de cultivo, aléem do controle (zero
dias). Durante todo o desenvolvimento apds os fracionamentos em todos 0s tempos

analisados, amostras de sementes foram preparadas para observagdo anatdmica, visando a
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identificar, nos embrifes das sementes intactas ou fracionadas, quando e quais células/tecidos
apresentam capacidade de originar novos individuos.

Para tal, amostras foram fixadas em FNT (Formalina Neutra Tamponada) (Lillie 1954)
por 48h e colocadas no vicuo por pelo menos 2h, para manter a integridade do tecido apés a
morte sem alteracdo da estrutura celular. Posteriormente, foram transferidas para etanol 10%,
30% e 50% por 12 h em cada tratamento e, entdo, estocadas em etanol 70% (Johansen 1940),
até o inicio da confeccdo do laminério.

As sementes foram levadas ao laboratdrio de Botanica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, USP, Ribeirdo Preto, SP, onde passaram por desidratacdo
gradativa das amostras em série etandlica, amolecimento em 6leo Terpeniol por cinco dias e
inclusdo em parafina (Johansen 1940). O seccionamento foi realizado em série,
transversalmente (8 um de espessura) e longitudinalmente (10 um de espessura); as se¢des
obtidas foram coradas com azul de toluidina 0,05% (O'Brien et al. 1964), e safranina 0,1% e
azul de astra 1% (Bukatsh, 1972) e montadas em resina sintética (Gerlach 1969).
Fotomicrografias com as devidas escalas foram obtidas nas mesmas condi¢des Opticas, em um
fotomicroscopio Leica DM 4500 acoplado a cémera digital Leica DFC 320 e a um
estereomicroscopio Leica MZ 75 e em um fotomicroscopio equipado com camera digital
Olympus modelo BX41-BF-I1Il, software de analise de imagens Image—Pro Express versao
4.0.1, da Media Cybernetics.

RESULTADOS

As sementes maduras de Eugenia cerasiflora, E. uniflora e E. involucrata sdo
exalbuminosas, exibem tegumento delgado, de cor marrom, textura membranacea
(Fig.10b;e;h), e embrido semigloboso a reniforme, macigo, de cor esbranquicada para E.
involucrata e E. cerasiflora (Fig.10c;f) e esverdeada em E. uniflora (Fig. 10i), preenchendo
completamente a cavidade seminal. O embrido apresenta plimula rudimentar (Figs. 14e, 15c,
16¢), o eixo hipocotilo-radicula curto (Figs. 11b;c;e) , e os dois cotilédones carnosos e
parcialmente unidos (Fig.11d;e;f). O eixo hipocétilo-radicula se distingue no embrido a olho
nu em E. cerasiflora e E. involucrata (Fig.11a;c), no qual o apice da radicula é formado por
uma pequena protuberancia, sendo rodeada por uma depresséo circular; em E. uniflora esta
distincdo do embrido néo foi evidente(Fig. 11e).

Os cotilédones sdo revestidos por epiderme unisseriada, cujas células contém
compostos fendlicos na regido de concrescimento; estdmatos ndo foram observados

(Figs.12a;b;c); somente Eugenia cerasiflora apresenta cuticula fina (Fig. 12e), o que néo foi
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observado para as outras duas espécies, que ndo apresentaram cuticula (Fig.12d;f). Os
cotilédones sdo preenchidos por células parenquiméticas, contendo grande quantidade de
grdos de amido, e vascularizados por feixes que partem de um mesmo ponto do eixo
hipocdtilo-radicula e se unem na regido apical dos cotilédones (Fig. 17). Os feixes vasculares
sdo colaterais e delimitados por celulas parenquiméaticas que constituem uma bainha
(Fig.13a;c;e). Celulas adjacentes a epiderme e proximas aos feixes vasculares apresentam
conteudo fendlico.

Por volta do décimo quarto dia de germinacgéo apds o fracionamento, em todas as trés
espécies estudadas, uma raiz adventicia foi formada em algumas das por¢des (Fig. 14e, 15c,
16d). Estas raizes geralmente se formaram no ponto de concrescimento dos cotilédones, onde
ndo ocorreu lesdo pelo fracionamento das sementes. Células parenquiméticas perivasculares
se dividem periclinalmente e proliferam (Fig.13b;d;f), originando o meristema radicular.
Eventualmente, varias raizes adventicias se originam na regido onde ocorreu o fracionamento.
Nestes casos, ndo hd formacdo de plantulas normais, provavelmente devido ao trauma
causado no feixe vascular.

Nas regides traumatizadas dos cotilédones, seja pelo fracionamento ou pelo ataque de
coledpteros, células parenquimaticas subepidérmicas se desdiferenciam e formam uma faixa
meristemética que apresenta forma retangular e arranjo compacto, sem espagos entre si, as
paredes sdo suberificadas, o citoplasma pouco denso, podendo conter compostos fendlicos
(Fig. 12h). Esta faixa origina um tecido de cicatrizacdo, que apresenta forma de uma
protuberancia arredondada, constituida por células parenquimaticas alongadas, diferentes das
células cotiledonares.

O embrido apresenta um grande nimero de cavidades secretoras, tanto no eixo
hipocdtilo-radicula, quanto nos cotilédones. Tais cavidades sdo subepidérmicas, constituidas
de epitelio multisseriado que delimita um lume (Figs. 14b e 15b). Cavidades secretoras de

tamanho maior e em maior nimero ocorrem em Eugenia uniflora (Fig.16b).



Figura 10 - Visao geral dos frutos, semente e embrido de cereja - Eugenia involucrata (a, b, ¢), guamirim -
E. cerasiflora (d,e,f) e pitanga - E. uniflora (g,h,i).
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Figura 11 - Sementes maduras fixadas em FNT de Eugenia cerasiflora (A) e E. involucrata (C) com
pequena protuberancia rodeada por uma depresséo circular distinguindo o eixo hipocétilo-radicula a olho
nu (seta) e em E. uniflora (E) esta distingdo do embrido ndo foi evidente. Se¢cBes anatdmicas do eixo
hipocdtilo-radicula em Eugenia cerasiflora (B), E. involucrata (D) e E. uniflora (F) apontados pela seta.
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Figura 12 — Se¢des anatdmicas de cotilédones de espécies de Eugenia. A e D epiderme unisseriada e unido
dos cotilédones de Eugenia involucrata. B e E epiderme unisseriada com cuticula (seta) e unido dos
cotilédones de E. cerasiflora. C e F epiderme unisseriada e unido dos cotilédones de E. uniflora. G feixes

vasculares em E. cerasiflora em vista longitudinal. H tecido de cicatrizacdo, constituido por células
parenquimaticas alongadas, diferentes das células cotiledonares.



Figura 13 - Secles anatdmicas de cotilédones de espécies de Eugenia. A, C e E apontado pela seta feixe
vascular do apice do cotilédone da fragéo ao zero dia de germinacéo (controle) de Eugenia involucrata, E.
cerasiflora e E. uniflora respectivamente B, D e F apontado pela seta a divisao periclinal e proliferagdo das
células parenquimaticas perivasculares (setas), aos 9 dias de germinacdo apés o fracionamento, de
Eugenia involucrata, E. cerasiflora e E. uniflora respectivamente.



Figura 14 - A se¢do transversal do embrido fixado em FNT de Eugenia involucrata (cereja-do-mato) com
visualizacdo dos feixes vasculares na periferia do cotilédone (seta). B cavidade secretora em detalhe. C e D
saida da radicula na fraco inicial e na sua fracdo oposta. E nova planta formada na fracdo oposta. F
plimula em detalhe.



Figura 15 - A secdo transversal do embrido fixado em FNT de Eugenia cerasiflora (guamirim) com
visualizacdo dos feixes vasculares na periferia do cotilédone (seta). B cavidades secretoras. C saida da
radicula na fragéo oposta, submetida ao fracionamento e plimula (seta).



visualizacdo dos feixes vasculares na periferia do cotilédone (seta). B cavidade secretora em detalhe. C eixo
hipocétilo-radicula, em vista transversal, em semente madura ndo submetida ao fracionamento D saida da
radicula na fragéo oposta, submetida ao fracionamento.

CT 2 mm

Figura 17 — llustracéo esquematica evidenciando os feixes vasculares em corte transversal e longitudinal
em sementes de Eugenia involucrata. (FV = feixe vascular; H = hilo; CL = corte longitudinal; CT = corte

transversal)
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DISCUSSAO

As sementes de Eugenia cerasiflora, E. involucrata e E. uniflora, quando fracionadas,
apresentam alta capacidade regenerativa, produzindo novos individuos. Tal fato deve ocorrer
em funcdo do embrido, de maneira geral, ser um organismo constituido por células
meristematicas e por células em diferencia¢do sendo, portanto, totipotente, dispondo de todas
as informagdes necessarias para crescer e dar origem a uma planta adulta (Marcos Filho
2005).

Eugenia cerasiflora, E. involucrata e E. uniflora apresentaram embrido com eixo
hipocdtilo-radicula distinto e dois cotilédones parcialmente unidos que permitem sua
distincdo da linha de soldadura, tanto na semente madura como em sementes verdes, assim
como observado para E. pyriformis (Justo et al. 2007) e E. punicifolia (Coneglian 2007).
Estes dados corroboram com Justo et al. (2007) e Coneglian (2007) e mostram que estas
sementes sdo monoembridnicas, porém contradizem algumas descricbes para 0 género na
literatura, como as de McVaugh (1956), Schmid (1972), Barroso et al. (1984), Andrade &
Ferreira (2000) e Lucas et al. (2005). Segundo Barroso et al. (1984), o embrido de Eugenia é
globoso a ovoide, crasso, conferruminado, sem diferenciacdo aparente entre o eixo hipocdtilo-
radicula e cotilédones, sendo que a fusdo dos cotilédones € tal que ndo permite a distin¢do da
linha de soldadura. McVaugh (1956) e Schmid (1972) descreveram o embrido de Eugenia
como indiviso e pseudomonocotiledonar, sugerindo a presenca de tecido meristematico néo
diferenciado na regido cotiledonar. A dificuldade de distincdo do embrido pode ter levado a
concluséo, por alguns autores como Andrade & Ferreira (2000) e Lucas et al. (2005), da
auséncia de distincéo entre o eixo hipocotilo-radicula e os cotilédones.

As sementes de Eugenia cerasiflora, E. uniflora e E. involucrata sédo exalbuminosas,
caracteristica comum aos representantes da ordem Myrtales (Tobe & Raven 1983) e do
género Eugenia (Flores e Rivera 1989). Segundo Landrum & Stevenson (1986), o consumo
completo do endosperma no decorrer da embriogénese teria como consequéncia a
transferéncia da funcdo de armazenamento de energia do endosperma para diferentes partes
do embrido, tais como os cotilédones. Dados obtidos neste trabalho corroboraram tais
observagdes, visto que grdos de amido, principal reserva das trés espécies, foram observados
nos cotilédones. Este tipo de reserva j& havia sido relatado por Coneglian (2007) para E.
punicifolia e por Bordignon (2000) e Mello (2008) para E. uniflora, sendo que, para esta
ultima foi realizada sua quantificacéo e verificado que o amido representava cerca de 64% da

matéria seca das sementes.
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Interessante ressaltar a ocorréncia de estruturas secretoras, como as cavidades
secretoras e 0s idioblastos fendlicos, no embrido de Eugenia cerasiflora, E. involucrata e E.
uniflora. Cavidades secretoras j& haviam sido observadas em E. punicifolia (Coneglian 2007),
e sdo consideradas uma das caracteristicas marcantes de Myrtaceae (Barroso et al. 1984, Nic
Lughadha & Proenga 1996) apresentando, inclusive, valor taxondémico. A presenca de
compostos fenolicos em embrides foi descrita anteriormente por Castro e Machado (2006) e
Coneglian (2007). Estes mesmos autores relacionaram a presenca destes compostos a funcgéo
de protecdo aos tecidos e a mecanismos de interacdo de plantas e animais, agindo como
dissuasivo alimentar e reduzindo a herbivoria. E interessante observar que para E. uniflora, na
qual a densidade de cavidades secretoras € maior, foi notada uma quantidade inferior de
ataque de herbivoros.

Os dados obtidos no presente trabalho mostram que as sementes de Eugenia
cerasiflora, E. involucrata e E. uniflora ndo séo poliembridnicas. A produgdo de novas
plantas ocorreu a partir da desdiferenciagdo de células de tecidos perivasculares localizados
na regido apical dos cotilédones. Tal fato mostra que as novas plantas produzidas apresentam
genoma diferente da planta-mée, e idéntico ao do embrido resultado da fertilizagcdo, o que
deve lhes conferir maior valor adaptativo. Este resultado € diferente do obtido para outras
espécies de Myrtaceae que também apresentaram capacidade de regenerar novos embrides
como Syzygium jambos (jambo), S. cuminii (jambol&o), Myrciaria trunciflora (jabuticaba), M.
cauliflora (sabard), espécies em que as novas plantas foram produzidas a partir de embries
adventicios nucelares (Gurgel & Soubihe 1951) e em Garcinia indica, G. xanthochymus e G.
cambogia (Malik et al. 2005), por apresentarem agamospermia facultativa.

Néo foi utilizada a acdo de reguladores de crescimento exdgenos para obtengdo dos
novos embriGes em Eugenia cerasiflora, E. involucrata e E. uniflora, mostrando que apenas a
acdo mecanica do fracionamento pbde estimular a desdiferenciagdo. O fracionamento
possivelmente pdde promover uma resposta de reprogramacdo gendmica da atividade
transcricional necessaria para células somaticas se tornarem células embriogénicas (Verdeil et
al. 2007). Em estudos de propagacéo in vitro que conseguiram produzir embrifes somaticos
mediante desdiferenciagdo celular em Myrtaceae, a partir de drgdos como folhas, caules,
raizes e até mesmo cotilédones, estes reguladores de crescimento exdgenos sempre foram
utilizados ndo ocorrendo formacdo dos embrides espontaneamente (Litz 1984, Azmi et al.
1997, Canhoto et al. 1999, Alves et al. 2004, Pinto et al. 2008, Motoike et al. 2007).

Resposta semelhante as obtidas para as espécies de Eugenia estudadas, de formagéo de
novos individuos a partir de células parenquimaticas perivasculares, ocorreu durante a

formacdo de calos em propagacdo in vitro de folhas de Eucaliptus globulus, na qual se
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observou a diferenciacdo de gemas e primdrdios foliares, seguindo o padrdo tipico de
organogénese em regides associadas aos feixes vasculares, apresentando a continuidade
vascular com o tecido original (Alves et al. 2004).

A producéo de novos individuos de Eugenia cerasiflora, E. involucrata e E. uniflora
somente ocorreu quando houve o fracionamento da semente, ndo ocorrendo de maneira
espontdnea em sementes intactas, o que sugere que o proprio embrido produz substancias,
como fitorreguladores, que inibam o desenvolvimento destes novos individuos. Desta maneira
permite que as reservas se concentrem apenas no eixo hipocdtilo-radicula. Se afetadas por
agentes externos (herbivoria ou agdo antropica), porém, as sementes poderiam produzir novos

eixos embrionarios.
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INTRODUCAO

Estudos recentes de sementes de Eugenia tém demonstrado a capacidade de formagéo
de novos embrides, mesmo sendo consideradas monoembridnicas (Salomdo & Allem 2001,
Justo et al. 2007, Coneglian 2007). Estas sementes, quando fracionadas, apresentam formagéo
de mais de uma planta a partir de uma mesma semente, muitos dos quais mantém a
capacidade de desenvolver plantulas normais (Anjos & Ferraz 1999, Silva et al. 2003, Silva et
al. 2005, Teixeira 2009). A germinacdo, nestes estudos, nunca foi superior a 100% em
sementes ndo fracionadas, sugerindo possa existir mecanismo de autorregulagdo por meio da
producdo de substancias inibidoras a partir do momento em que a semente inicia a
germinagdo. Em Eugenia estas substancias podem estar presentes de maneira a inibir a
germinacdo ou mesmo impedir a formacdo de novos embrides em sementes integras.

Na familia Myrtaceae, substancias com propriedades inibidoras foram identificadas
em Eucalyptus citriodora Hook. (Ferreira et al. 2007), Syzygium aromaticum (L.) Merr. &
Perry (Mazzafera 2003), Myrcia guianensis Aubl. (Souza Filho et al. 2006), Myrciaria
cuspidata Berg. (Rodrigues 2002) e Eugenia dysenterica DC. (Rizzini 1970, Giotto et al.
2007). Além disso, uma caracteristica marcante dessa familia € a presenca, em seus 6rgéos
vegetativos e reprodutivos, de estruturas secretoras de 6leos essenciais (Cronquist 1981,
Barroso et al. 1984). O seu contetdo de 6leo essencial é tipico para cada espécie, sendo
formado por substancias lipidicas volateis. Seus componentes quimicos apresentam
particularidades importantes para a farmacologia e para a producédo de esséncias, utilizadas na
indGstria de alimentos, perfumaria e cosméticos (Donato & Morretes 2007). Os 6leos
essenciais sdo considerados como potentes inibidores da germinagdo de sementes e do
crescimento de diversas plantas, tanto na forma original quanto em mistura (Duke et al.
2002).

Os aleloguimicos podem ter origem no metabolismo primario, mas em sua maioria séo
provenientes do metabolismo secundéario, destacando-se as saponinas, 0S taninos e 0s
flavondides, que apresentam solubilidade em agua (Ferreira & Aquila 2000, Rodrigues 2002).
A presenca dessas substancias pode estar associada a sobrevivéncia da espécie, uma vez que
aparecem com frequéncia sob certas condi¢cGes ambientais criticas (Borges e Rena 1993).

Apesar das evidéncias que sugerem um potencial inibidor em sementes de Eugenia,
poucos estudos tém sido realizados com estas espécies. Por esse motivo, trabalhos que
enfoquem o efeito que sementes desta familia exercem sobre a germinacéo e o crescimento de

plantulas torna-se relevante.
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OBJETIVO

Avaliar o efeito do extrato de sementes de Eugenia uniflora sobre a germinacdo de
suas proprias sementes e sobre as de feijio “Rosinha” e de aquénios de alface “Baba de

Verdo”.

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparo do material botanico

Coletas de frutos maduros de Eugenia uniflora L. foram realizadas em propriedade
privada na Zona Norte de S&o Paulo (23°27° S e 46°36° W). Os frutos foram beneficiados em
agua corrente com auxilio de peneira, para a separacdo das sementes, sendo imediatamente
retirado o excesso de umidade. As sementes de E. uniflora foram entdo acondicionadas em
sacos de polietileno semipermeavel com cerca de 25 perfuragdes pequenas (0,05 cm) para a
livre entrada de ar e, entdo, armazenadas em geladeira a 8°C até o inicio dos experimentos,
que ocorreu uma semana apos a coleta (Delgado & Barbedo 2007).

Os testes de germinagdo foram realizados com sementes de Eugenia uniflora e com
aquénios de alface 'Bab4 de Verdo' (Lactuca sativa L.) e feijdo ‘Rosinha’ (Phaseolus vulgaris
L.), pois as duas espécies sdo facilmente encontradas no comércio local e apresentam alta
sensibilidade a véarios aleloquimicos (Ferreira 2004). A germinacdo foi realizada segundo a

metodologia abaixo descrita para cada uma das espécies.

Obtencéo dos extratos para 0s bioensaios

Foram utilizadas sementes em trés fases de germinacéo a partir de sementes integras:
semente ndo germinada, semente com raiz primaria de mais de 1 cm e semente com parte
aérea e raiz primaria.

As sementes foram maceradas manualmente nas proporgdes de 1g e 10g, sendo
utilizadas apenas as sementes e retiradas, quando foi o caso, a raiz primaria ou parte aérea e
raiz. O macerado obtido foi submetido a extracdo etandlica por duas horas a frio. Ao final
deste tempo os extratos foram filtrados e evaporados em evaporador rotatério BUCHI tipo R-
114, obtendo-se 0,001g e 0,01g de soluto. Os solutos foram diluidos em 200 ml de &gua cada,
obtendo-se a concentragdo final de 10° g/ml e 10 g/ml, para cada fase da germinacéo.

Foram obtidas, ao final, seis concentragdes e o controle (4gua pura), sendo as
concentragbes denominadas como: semente ndo germinada a 0,001% (I-1), semente n&o

germinada a 0,01% (I-10), semente com raiz priméria retirada a 0,001% (R-1), semente com
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raiz priméria retirada a 0,01% (R-10), semente com parte aérea e raiz primaria retiradas a

0,001% (P 1) e semente com parte aérea e raiz primaria retiradas a 0,01% (P-10)

Procedimentos para o estudo do potencial inibidor

Visando a verificar o efeito de possiveis substancias inibidoras da formagéo de novos
embrides em sementes de Eugenia uniflora, foi conduzido teste de germinagdo com sementes
integras e fracionadas transversalmente ao meio, em germinadores Marconi tipo MA400, com
umidade relativa do ar de 100%, mantida por circulagdo interna de agua, regulados para a
temperatura constante de 25°C e luz continua.

As sementes foram acondicionadas em gerbox, contendo papel tipo germitest, com
duas folhas para a base e uma para cobertura (Brasil 2009), pré-umedecidas com &gua
(controle) ou os extratos, utilizando-se 4 repetices de 20 sementes para cada uma das
concentragdes. Neste teste, as avaliacGes foram realizadas a cada sete dias, sendo computadas
as sementes germinadas (protrusdo de raiz priméaria com pelo menos 5mm) e as plantulas
normais (plantulas com sistema radicular e eofilos desenvolvidos e sem defeitos aparentes),
conforme Delgado & Barbedo (2007).

O teste de germinagdo também foi realizado com aquénios de alface '‘Baba de Verao'
(Lactuca sativa L.) utilizando-se 4 repeti¢Oes de 50 sementes, e sementes de feijdo ‘Rosinha’
(Phaseolus vulgaris L.) utilizando-se 4 repetiches de 15 sementes. As sementes foram
acondicionadas em placas de Petri de 5,5cm de didmetro com dupla camada de papel filtro
embebido agua (controle) ou os extratos. As placas montadas foram mantidas em camara de
germinacdo a temperatura de 25,1°C + 0,6 e luz constante com umidade relativa do ar
proxima a 89,5% + 3. Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm
de protrusdo radicular (Brasil 2009) e os resultados expressos em porcentagem de sementes

germinadas e plantulas normais.

Verificagdo da interferéncia do potencial hidrico

Para a verificagdo da possivel interferéncia do potencial hidrico das solugdes na
germinacdo das sementes, os potenciais da agua e dos diferentes extratos foram avaliados. A
partir dos resultados foram preparadas solugdes de polietileno glicol (PEG 6000) e de cloreto
de sddio (NaCl) com valores proximos aos obtidos. As solugdes de PEG 6000 foram
calculadas segundo a férmula de Michel & Kaufman (1973), enquanto para NaCl foram
calculadas segundo tabela apresentada por Moraes et al. (2005), com os potenciais osmaticos
de O (dgua pura, utilizada como controle), -0,05, -0,10, -0,15, -0,2, -0,25, -0,4 MPa. O
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potencial hidrico das solucdes foi aferido por meio de medidor WP4 Dewpoint Potentiameter
(Decagon).

Os testes de germinagdo foram realizados com aquénios de alface (Lactuca sativa L.) e
sementes de feijdo “Rosinha” (Phaseolus vulgaris L.). As sementes foram acondicionadas em
placas de Petri de 5,5 cm de didmetro com dupla camada de papel filtro embebido com 6ml
das solugBes ou de agua (controle). As placas montadas foram mantidas a 25,1°C + 0,6 e luz
constante com umidade relativa do ar proxima a 89,5% + 3. Foram calculadas as porcentagens
de germinacdo (protrusdo da raiz priméria) e de desenvolvimento de plantulas normais. A
determinagdo do indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes foi realizada

conforme Maguire (1962), por meio de contagens diarias do nimero de sementes germinadas.

RESULTADOS

Os extratos de sementes de Eugenia uniflora em diferentes fases de germinagdo nédo
alteraram a germinacdo ou a formacdo de plantulas normais das sementes dessa mesma
espécie, integras ou submetidas a fracionamento (tabela 4). O indice de velocidade de
germinacdo (IVG) de sementes integras ndo sofreu mudancas significativas em qualquer das
concentragdes analisadas, porém este mesmo comportamento ndo foi observado em sementes
fracionadas onde o menor valor foi observado para sementes do tratamento controle (1,77) e 0
maior para a concentracdo P-10 (3,18). O tempo médio variou em sementes inteiras, porém
ndo apresentou grandes alteragOes nas fracionadas (tabela 5).

As maiores diferengas na germinacéo de Eugenia uniflora para os diferentes EE foram
observadas as concentracdes R-1 e R-10, nas quais as curvas se apresentaram de maneira
muito diferentes em relacéo ao controle, tanto para sementes itegras como para as fracionadas
(figura 16).

A germinagdo e o IVG da alface apresentaram diferencas significativas principalmente
para a concentracdo P-10, porém estas diferencas ficaram evidentes principalmente sobre a
formacdo de pléantulas normais que chegou a ser nula em na maioria das concentragdes
analisadas (tabela 6). As sementes germinadas apresentavam um encurtamento e
escurecimento das raizes e menor quantidade de pelos absorventes (figura 19a), ndo sendo
consideradas como plantulas normais.

A germinagdo das sementes de feijdo ndo apresentou diferencas significativas,
enquanto para formagéo de plantulas normais os tratamentos com valores mais altos foram o
controle e 0 R-1 o restante apresentou valores nulos ou quase nulos (tabela 7), sendo também

que muitas apresentaram plantulas com desenvolvimento anémalo (figura 19b).
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A investigacdo da interferéncia do potencial hidrico dos diferentes extratos na
germinacdo das sementes estd apresentada na tabela 8. Através da medicdo do potencial
hidrico das diferentes concentracdes verificou-se que as mesmas ndo apresentaram valores
abaixo de -0,20 MPa. A partir desta informagéo foi avaliado um gradiente com potenciais
abaixo e acima destes valores obtidos, pois varios estudos na literatura mostraram que
extratos de plantas podem inibir a germinagdo de sementes, ndo necessariamente devido aos
seus constituintes quimicos, mas sim em funcdo do potencial osmético do extrato (Haugland
& Brandsaeter 1996).

As sementes da alface apresentaram comportamento germinativo semelhante tanto
para a solugdo de PEG quanto para NaCl, demonstrando que as solug¢des néo interferiram na
germinacdo até valores proximos a -0,20 MPa. As diferencas foram realmente expressas na
formacéo de plantulas normais, sendo afetada pelas diferentes as solugdes analisadas.

Para as solucdes de PEG a interferéncia na formacéo de plantulas normais ocorreu em
valores proximos a -0,15 MPa e a alteracdo no indice de velocidade de germinagdo em -0,10
MPa. Este comportamento ndo foi observado para solugdes de NaCl em que a alteragédo na
formacéo de plantulas normais somente foi observada em -0,20 MPa e a alteracdao no indice
de velocidade de germinacéo -0,15 MPa.

A partir dos dados da tabela 10 podemos observar que a germinagéo das sementes de
feijdo foi afetada pelas solucBes de PEG a partir de valores abaixo de -0,15 MPa, fato ndo
observado para as solucbes de NaCl que ndo apresentaram diferengas significativas. As
solucbes de PEG também afetaram a formacdo de pléntulas normais, comportamento
novamente ndo observado para as solucbes de NaCl de mesmo potencial osmoético que
apresentaram valores até mais altos que o controle (figura 18).

As solugdes com potenciais hidricos de -0,4 MPa apresentaram uma queda acentuada

na germinagdo nas duas espécies estudadas, chegando na maioria dos casos a ser nula.
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Tabela 4 - Efeito de extratos obtidos de sementes de Eugenia uniflora sobre a germinacao (G%), plantulas
normais (PN9%b) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) em sementes de E. uniflora (pitanga) integras
ou submetidas a fracionamento ao meio em corte transversal, sendo computada apenas uma das fragoes.

Solugéo do Sementes inteiras Meias sementes
substrato G% PN% VG G% PN% VG
Agua 99 a 93a 151a 90 a 49 a 1,77 ¢
-1 100 a 90 a 2,01 a 88 a 48 a 2,88 abc
R-1 98 a 91a 2,03 a 92 a 46 a 2,51 abc
P-1 100 a 94 a 2,08 a 97 a 47 a 2,97 ab
1-10 95 a 91a 1,99 a 92 a 44 a 1,90 bc
R-10 99 a 91a 1,77 a 94 a 46 a 2,89 abc
P-10 95 a 89 a 1,30 a 89 a 50 a 3,18 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 5 - Efeito dos extratos obtidos de sementes de Eugenia uniflora sobre o tempo médio e a variancia
do tempo médio da germinacdo em sementes de E. uniflora (pitanga) integras ou submetidas a
fracionamento ao meio em corte transversal, sendo computada apenas uma das fracoes.

Solucéo do Sementes inteiras Meias sementes
substrato Tm Variancia do Tm Variancia do
] tempo médio tempo médio
Agua 16,1 41,2 20,4 180,5

1-1 11,2 11,9 24,5 1104
R-1 111 17,8 22,7 256,2
P-1 11,3 26,8 21,3 2825
1-10 11,8 33,2 18,6 1746
R-10 13,8 45,0 20,3 175,1

P-10 17,9 25,1 19,4 201
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Tabela 6 - Efeito dos extratos obtidos de sementes de Eugenia uniflora sobre a germinagdo (G%),
plantulas normais (PN%o), indice de velocidade de germinacgéo (IVG) e tempo médio (Tm) de aquénios de

Lactuca sativa (alface).

Solucéo do G% PN% VG

substrato
Agua 71 a 70 a 4,07 a
-1 74 a 73a 4,03 a
R-1 58 a 0Ob 3,13 a
P-1 51 ab 0b 301 a
1-10 63 a 0b 343 a
R-10 51 ab 0b 2,78 ab
P-10 27 b 0b 141 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 7 - Efeito dos extratos obtidos de sementes de Eugenia uniflora sobre a germinagdo (G%),
plantulas normais (PN%o) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) em sementes de Phaseolus vulgaris

(Feijao).

Solucgéo do G% PN% VG
substrato

Agua 100 a 85a 25 a
I-1 50 a 29b 1,49 a
R-1 98 a 90 a 245 a
P-1 58 a 23b 13 a
1-10 63 a 0b l44a
R-10 78 a 0 b 185a
P-10 62 a 0Ob 1,44 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 8 — Valores da agua e do potencial hidrico das solugbes obtidas a partir do extrato etandlico de

Eugenia uniflora (pitanga).

Potencial hidrico (MPa)

Agua (Controle)

Sementes Integras 0,001%

Sementes Integras 0,01%

Sementes com raiz retirada 0,001%
Sementes com raiz retirada 0,01%
Sementes com plantula retirada 0,001%

Sementes com pléntula retirada 0,01%

-0,13 + 0,02
-0,10 + 0,02
-0,15 + 0,04
-0,13 + 0,02
-0,19 +0,01
-0,09 + 0,04
-0,16 + 0,01
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Tabela 9 - Efeito das solugdes com diferentes potenciais hidricos sobre a germinacdo (G%), plantulas
normais (PN9%b) e indice de velocidade de germinagéo (IVG) em aquénios de Lactuca sativa (alface).

Solucgéo Potencial osmético G% PN% VG
Controle 0,0 MPa 96 a 94 ab 40,7 ab
PEG 6000 -0,05 MPa 98 a 97 a 449 a

-0,1 MPa 95 a 91 abc 31,9 bcd
-0,15 MPa 90 ab 72 bc 30,9 cd
-0,2 MPa 81 ab 45 d 17,7 fg
-0,25 MPa 86 ab 30 de 23,2 de
-0,4MPa 12 ¢ 4 f 2,29 ¢
NaCl -0,05 MPa 91a 90 abc 33,8 bc
-0,1 MPa 91a 91 abc 34,1 bc
-0,15 MPa 95 a 93 ab 35,9 abc
-0,2 MPa 85 ab 82 abc 15,9 ef
-0,25 MPa 71 b 69 c 13,7 ef

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 10 - Efeito das solucbes com diferentes potenciais hidricos sobre a germinagdo (G%), plantulas
normais (PN9%b) e indice de velocidade de germinagéo (IVG) em sementes de Phaseolus vulgaris (Feijao).

Solucgéo Potencial osmético G% PN% VG
Controle 0,0 MPa 100 a 78 ab 8,87 ab
PEG 6000 -0,05 MPa 98 ab 80 ab 8,68 b

-0,1 MPa 100 a 72 b 8,80 ab
-0,15 MPa 92 ab 4 c 4,45 cd
-0,2 MPa 89 b 0 c 4,78 cd
-0,25 MPa 78 ¢ 0 c 4,36 cd
-0,4MPa 23 e 0 c 0,62 e
NaCl -0,1 MPa 98 ab 92 a 6,42 ¢
-0,2 MPa 98 ab 90 a 10,81 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.



65

Semente intacta Semente fracionada

Gamireggo(
058885883
g
5
Gamrireggo(
05885883

o 10 20 30 a0 50 60 o 20 40 &0 80

Tempo (dias) Tempo (dias)

—e— 1

Gmireoc
obBBEEBY
A

Gmiregoc
oBbBB88EBY

o 20 a0 60 80
o 10 20 30 a0 50 60
Te dias
Tempo (dias) empo (dias)

—e— k10

Gamrireggo(
cBBBEEBY
E
Gamirecgo(
cBEE BB

o 10 20 30 a0 50 60 o 20 <0 6o 80

Tempo (dias) Tempo (dias)

e R1 ——R1

Gmiregoc
oBBBBEBBY

Gmiregioc
obB88588Y

o 10 20 30 40 50 60 © 20 40 o 80
Tempo (dias) Tempo (dias)

R-10 R-10
70 70
60 60
¥ so g =
40 40
E 30 R10 E 30 —e— R 10
20 20
= \\\\; .
o — o
o 10 20 30 a0 50 60 o 20 a0 60 80
Tempo (dias) Tempo (dias)
P-1 P-1
70 70
60 60
§ = 2
£ =E —
20 20
10 10
o —— o
o 10 20 30 40 50 60 © 20 “0 60 80
Tempo (dias) Tempo (dias)
P-10 P-10
70 70
60 60
¥ = ¥ s0
E o E =
P10 —e— P10
30 30
20 20
10 /\\\ 10
o o
o 10 20 30 4a0 50 60 o 20 40 60 80
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 18 — Germinagao (G%) de sementes de Eugenia uniflora em relagédo ao tempo (dias) em agua ou
solucgBes etandlicas: semente ndo germinada a 0,001% (I -1), semente ndo germinada a 0,01% (I — 10),
semente com raiz primaria retirada a 0,001% (R — 1), semente com raiz primaria retirada a 0,01% (R -
10), semente com parte aérea e raiz primaria retiradas a 0,001% (P — 1) e semente com parte aérea e raiz
primaria retiradas a 0,01% (P — 10), respectivamente.
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Figura 19 — Plantulas de alface (A) apds sete dias de germinacéo e sementes de feijdo (B) ap6s sete dias de
germinagdo nas seguintes solugdes etandlicas de Eugenia uniflora: controle (C), semente ndo germinada a
0,001% (1 -1), semente ndo germinada a 0,01% (I - 10), semente com raiz priméria retirada a 0,001% (R -
1), semente com raiz priméria retirada a 0,01% (R - 10), semente com parte aérea e raiz primaria
retiradas a 0,001% (P — 1) e semente com parte aérea e raiz primaria retiradas a 0,01% (P - 10),
respectivamente.
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Figura 20 - Sementes de feijdo germinadas nos seguintes extratos de sementes de Eugenia uniflora: agua
(A), semente ndo germinada a 0,01% (1-10) (B), semente com raiz primaria retirada a 0,01% (R-10) (C),
semente com parte aérea e raiz primaria retiradas a 0,01% (P-10) (D), PEG -0,2 MPa (E) e NaCl -0,2 MPa
(F).

DISCUSSAO

No presente trabalho, os extratos de sementes de Eugenia uniflora ndo demonstraram
efeito autoinibidor da germinacdo, diferentemente do reportado por Rizzini (1970) para
sementes de Eugenia dysenterica. Segundo este autor, extratos a 7% de sementes germinantes
da propria espécie tém efeito inibidor de germinacdo. Tal fato pode ser decorrente de
diferencas na concentracdo dos extratos, nos métodos de extracdo ou de diferengas nas
sementes das diferentes espécies do género.

Apesar de ndo inibir a germinacdo da propria espécie, para aquénios de alface e
sementes de feijdo, espécies reconhecidamente sensiveis a compostos inibidores (Ferreira
2004), os extratos de sementes de pitanga apresentaram diferencas significativas,
evidenciando a presenca destes compostos. Giotto et al. (2007) e Sausen et al. (2009) ja
reportaram o potencial inibidor do extrato aquoso de folhas de Eugenia dysenterica e E.
involucrata, respectivamente, em aquénios de alface, na qual ocorreram plantulas com
necroses, escurecimento de radiculas e menor quantidade de pelos absorventes, conforme a
concentragdo do extrato aumentava, mesmo fato observado para o extrato etandlico de
sementes Eugenia uniflora apresentado neste trabalho. As sementes germinadas de alface
apresentaram também um encurtamento das raizes, fato que foi relatado em outros estudos

nesta familia (Rodrigues 2002). Segundo Ferreira (2004) vérias substancias podem induzir o
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aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais
comuns.

A inibicdo da germinagdo pode se dever ao fato da presenca de grande quantidade de
6leo essencial em sementes em de Eugenia uniflora, que pode representar um maior potencial
como agente inibidor da germinacdo de sementes de alface, como o j& observado para extrato
de folhas Myrcia guianensis em plantas daninhas (Souza-Filho et al. 2006).

A ndo interferéncia na germinagdo de alface por solucbes de PEG com valores
proximos a -0,20 MPa, mas o efeito significativo na redugdo da formacdo de plantulas
normais e VG a partir de -0,15 MPa, podem demonstrar que este soluto afeta diretamente os
processos de desenvolvimento dessa espécie e provavelmente das outras espécies estudadas
neste trabalho. Resultados semelhantes foram obtidos por Bertagnolli et a.l (2003), que
concluiu que em solugbes de PEG com potenciais hidricos menores ou iguais a -0,3 MPa e em
temperaturas iguais ou superiores a 25°C, ocorre uma reducdo no IVG e na porcentagem de
germinagéo de sementes de alface da cultivar Karla.

As solucdes de NaCl ndo interferiram na formac&o de plantulas normais até -0,20 MPa
e a alteracdo no indice de velocidade de germinacdo ocorreu abaixo de -0,15 MPa. Houve,
portanto, comportamentos diferentes entre 0s solutos analisados, as solucGes de PEG
apresentaram diferenga maior na formacdo de plantulas normais do que em solugdes de NaCl.
Esta diferenca significativa de comportamento apresentada pelos diferentes solutos pode estar
relacionada com o fato de que solucdes de PEG apresentam alta viscosidade, comprometendo
a absorcéo de oxigénio pelas sementes (Yoon et al. 1997).

Ndo houve diferengas significativas na germinacdo das sementes de feijdo nos
diferentes extratos, porém para formagdo de pléntulas normais os tratamentos com valores
mais altos foram o controle e 0 R-1, tendo o restante apresentado valores nulos ou quase
nulos, com formacéo de plantulas anormais. Esta diferenga entre a germinagdo e a formagéo
de plantulas normais pode ter ocorrido em funcdo de que, em geral, a germinagdo é menos
sensivel aos aleloquimicos do que o crescimento da plantula (Ferreira 2004).

Os resultados obtidos para a influéncia do potencial hidrico sobre a germinacdo de
feijdo corroboram com Moraes et al. (2005), que mostraram que o decréscimo nos potenciais
osmoticos a partir de —0,20 MPa, induzidos por NaCl e PEG 6000, reduz a germinacdo das
sementes de feijdo. Porém neste trabalho para concentracfes de NaCl de até -0,20 MPa néo
houve reducdo da germinacdo dessa espécie.

Foi observado também que diferentemente das solucdes de NaCl, as solugdes de PEG
a partir de -0,10 MPa afetaram a formacéao de plantulas normais. Isto pode ter ocorrido, pois

segundo Emmerich & Hardegree (1990) é possivel que a anormalidade das plantulas seja
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influenciada pela alta viscosidade do PEG e pela baixa taxa de entrada de oxigénio,
agravando-se com 0 aumento da concentra¢do do produto.

A 4gua utilizada como controle nem sempre esteve a 0 MPa, sendo elaborado outro
ensaio de germinagdo com alface em &gua de diferentes locais uma a 0 MPa e outra a -0,15 +
0,02 MPa. Nos dois ensaios ndo ocorreram diferengas significativas na germinacdo da alface,
demonstrando que outros fatores devem estar envolvidos na inibigdo da germinagdo além do
potencial hidrico.

Os diferentes resultados entre os solutos analisados para as duas espécies podem
indicar que o efeito observado ndo se deveu a inibi¢do pelo potencial hidrico, mais sim aos
compostos presentes nos extratos de Eugenia uniflora e que o PEG produz maiores efeitos na
qualidade fisioldgica das sementes do que o NaCl.

Os resultados obtidos sugerem a presenca de substincias quimicas inibidoras nos
extratos, revelando potencial inibidor para Eugenia uniflora ao desenvolvimento de um novo
eixo hipocotilo-radicula ou de uma nova plantula, como o j& sugerido por Teixeira (2009) em
sementes de Eugenia cerasiflora, E. pyriformis, E. involucrata, E. uniflora e E. brasiliensis.
Estudos futuros, contudo, devem incluir solucdes e concentracdes diferentes das realizadas

neste experimento para que se consiga um melhor resultado.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Anjos, A.M. & Ferraz. 1.D.K. 1999. Morfologia, germinacéo e teor de agua das sementes de
araca-boi (Eugenia stipitata ssp. sororia). Acta Amazonica 29(3): 337-348.

Barroso, G.M., Peixoto, A.L., Costa, C.G., Ichaso, C.L. & Lima, H.C. 1984. Sistematica
das angiospermas do Brasil.Universidade Federal de Vigosa, 114-377.

Bertagnolli, C.M., Menezes, N.L., Storck, L., Santos, O.S. e Pasqualli, L.L. 2003.
Desempenho de sementes nuas e peletizadas de alface (Lactuca sativa L.) submetidas a
estresses hidrico e térmico. Revista Brasileira de Sementes, 25(1): 7-13.

Borges, E.E.L. & Rena, A.B. 1993. Germinacdo de sementes. In: Aguiar, 1.B., Pifia-
Rodrigues, F.C.M. (Coord.) Sementes florestais tropicais. Brasilia. Abrates, 83-135.

Brasil. 2009. Regras para analise de sementes /Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento. Secretaria de Defesa Agropecudria. — Brasilia: Mapa/ACS, 399p.

Coneglian, 1.R.M. 2007. Morfologia e ontogénese do pericarpo e semente de Eugenia
punicifolia (H.B. & K.) DC., Myrcia bella Camb. E Campomanesia pubescens (DC.) Berg



70
(Myrtaceae). Dissertagdo de mestrado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP.
107p.
Cronquist, A. 1981. An integrated system of classification of flowering plants. New York:
Columbia University Press, 13-18.
Delgado, L.F. & Barbedo, C.J. 2007. Tolerancia a dessecacdo de sementes de espécies de
Eugenia. Pesquisa Agropecuéria Brasileira, Brasilia, 42(2): 265-272.
Donato, A. M & Morretes, B.L. 2007. Anatomia foliar de Eugenia brasiliensis Lam.
(Myrtaceae) proveniente de &reas de restinga e de floresta. Revista Brasileira de
Farmacognosia.17(3): 426-443.
Duke, S.O., Dayan, F.E., Rimando, A.M., Schrader, K.K., Aliotta, G., Oliva, A. &
Romagni, J.G. 2002. Chemicals from Nature for Weed Management. Weed Science, 50(2):
138-151.
Emmerich, W.E. & Hardegree, S.P. 1990. Polyethylene glycol solution contact effects on
seed germination. Agronomy Journal, 82: 1103-1107.
Ferreira, A. G. & Aquila, M. E. A. 2000. Alelopatia: uma &rea emergente da ecofisiologia.
Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal (Edigdo especial), 12: 175-204.
Ferreira, A.G. 2004. Interferéncia: competicdo e alelopatia. In Germinagdo: do basico ao
aplicado (Ferreira, A.G. & Borghetti, F. orgs.). Porto Alegre, Artmed, 251-262.
Ferreira, M. C., Souza J. R. P. & Faria T. J. 2007. Potenciacdo alelopética de extratos
vegetais na germinacdo e no crescimento inicial de picdo-preto e alface. Ciéncia. Agrotécnica,
31(4): 1054-1060.
Giotto, A.C., Oliveira, S.C.C. & Silva, J.G.P. 2007. Efeito alelopético de Eugenia
dysenterica Mart. ex DC. Berg. (Myrtaceae) na germinagdo e no crescimento de Lactuca
sativa L. (Asteraceae). Nota cientifica. Revista Brasileira de Biociéncias, 5(2): 600-602.
Haugland, E. & Brandsaeter, L. 1996. Experiments on bioassay sensitivity in the study of
allelopathy. Journal of Chemical Ecology, 22: 1845-18509.
Justo, C.F., Alvarenga, A.A., Alves, E., Guimarées, R.M. & Strassburg, R.S. (2007).
Efeito da secagem, do armazenamento e da germinacgdo sobre a micromorfologia de sementes
de Eugenia pyriformis Camb. Acta Botanica Brasilica, 21: 539-551.
Maguire, J.D. 1962. Speed of germination: aid in selection and evaluation for seedling
emergence and vigour. Crop Science, 2: 176-177.
Mazzafera, P. 2003. Efeito alelopatico do extrato alcodlico do cravo-da-india e eugenol.
Revista Brasileira de Boténica, 26(2): 231-238.
Michel, B. E. & Kaufmann, M. R. 1973. The osmotic potencial of polyethylene glicol 6000.
Plant Physiology, Rockville, 51: 914-916.



71
Moraes, G.A.F., Menezes, N. L & Pasqualli, L.L. 2005. Comportamento de sementes de
feijdo sob diferentes potenciais osmaticos. Ciéncia Rural, 35(4): 776-780.
Rizzini, C.T. 1970. Efeito tegumentar na germinacdo de Eugenia dysenterica DC.
(Myrtaceae). Revista Brasileira de Biologia, 30: 381-402.
Rodrigues, K.C.S.R. 2002. Verificacdo da atividade alelopatica de Myrciaria cuspidata
Berg. (camboim). Dissertagdo. Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre -
RS.
Saloméo, A.N. & Allem, A.C. 2001. Polyembryony in Angiospermous trees of the Brazilian
cerrado and caatinga vegetation. Acta Botanica Brasilica, 15: 369-378.
Sausen, T.L., Lowe, T.R., Figueiredo, L.S. & Buzatto, C.R. 2009. Avaliagédo da atividade
alelopatica do extrato aquoso de folhas de E. involucrata e A. sellowiana. Poliboténica. 27:
45-158.
Silva, C.V., Bilia, D.A.C., Maluf, A.M. & Barbedo, C.J. 2003. Fracionamento e
germinacdo de sementes de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess-Myrtaceae). Revista
Brasileira de Botanica, 26(2): 213-221.
Silva, C.V,, Bilia, D.A.C. & Barbedo, C.J. 2005. Fracionamento e germinagéo de sementes
de Eugenia. Revista brasileira de sementes, 27(1): 86-92.
Souza-Filho, A.P.S., Santos, R.A., Santos, L.S., Guilhon, G.M.P., Santos, A.S., Arruda,
M.S.P, Muller, A.H. & Arruda, A.C. 2006. Potencial alelopético de Myrcia guianensis.
Planta daninha, Vigosa-MG, 24(4): 649-656.
Teixeira, C.C. 2009. Regeneracdo de embribes em sementes fracionadas de espécies
brasileiras de Eugenia: influencia do estddio de maturacdo, do armazenamento e fase de
germinacdo. Dissertacdo. Universidade Estadual Paulista "Jalio Mesquita-Filho". Botucatu —
SP. 63p.
Yoon, B.Y.H., Lang, HJ. & Cobb, B.G. 1997. Priming with salt solutions improves
germination of pansy seed at high temperatures. 32 (2): 248-250.



72
DISCUSSAO GERAL

A alta capacidade de regeneracdo das sementes de espécies brasileiras de Eugenia
descrita para E. stipitata sororia (Anjos e Ferraz, 1999), E. pyriformis (Silva et al., 2003), E.
uniflora, E. brasiliensis e E. involucrata (Silva et al. 2005) e os resultados obtidos no presente
estudo, com mais trés espécies brasileiras ndo domesticadas (E. cerasiflora, E. umbelliflora e
E. pruinosa) sugerem que a capacidade regenerativa deve ser comum para muitas espéecies
deste género.

Na maturacdo de Eugenia cerasiflora pode-se observar que ndo houve sincronismo
entre o desenvolvimento do fruto e da semente, sendo que uma caracteristica interessante
apresentada por esta espécie foi que sementes intactas e fracionadas mesmo imaturas, com
elevado teor de agua e baixo conteldo de matéria seca, ja apresentam alguma capacidade
germinativa, porém com baixa formacdo de plantulas normais. Dessa forma, nota-se que a
capacidade germinativa é adquirida muito cedo em sementes de Eugenia cerasiflora, mas sem
oferecer condigdes de continuar o desenvolvimento das plantulas, assim como o ja observado
para Caesalpinia echinata por Borges et al. (2005). Para sementes fracionadas das espécies
estudadas no presente trabalho observou-se que os valores de FIG sdo sempre bem mais altos
que os de FIP, ou seja, o potencial de regeneracdo da germinacdo ndo garante o
desenvolvimento de plantulas. Segundo Teixeira (2009), isso pode se dever ao fato da
semente fracionada perder reservas importantes, como os carboidratos, pois cerca de 60% da
massa seca das sementes de E. uniflora é representado pelo amido, seu principal composto de
reserva (Mello 2008).

De forma geral, as sementes maduras demonstraram maior capacidade regenerativa
que as imaturas, evidenciando que o estadio de maturacéo pode afetar esta caracteristica. Este
comportamento durante a maturacdo pode indicar que as células totipotentes, que promovem a
formacéo de embrides adventicios, j& estdo presentes mesmo em sementes imaturas.

Nos estudos anatémicos de Eugenia cerasiflora, E. involucrata e E. uniflora, as
sementes apresentaram embrido com eixo hipocotilo-radicula distinto e dois cotilédones
parcialmente unidos que permitem a distingdo da linha de soldadura, tanto na semente madura
como em sementes verdes, assim como observado para E. pyriformis (Justo et al. 2007) e E.
punicifolia (Coneglian 2007). Portanto as sementes de E. cerasiflora, E. involucrata e E.
uniflora s&o monoembridnicas e o desenvolvimento dos novos embrides ocorreu
posteriormente, em virtude do estimulo mecénico aplicado.

A producdo de novas plantas ocorreu a partir da desdiferenciacdo de células

parenquimaticas perivasculares localizadas na regido apical dos cotilédones. Tal fato mostra
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que as novas plantas produzidas apresentam genoma diferente da planta-mée, e idéntico ao do
embrido resultante da fertilizacdo, o que deve lhes conferir maior valor adaptativo. Este
resultado é diferente do obtido para outras espécies de Myrtaceae que também apresentaram
esta capacidade de regenerar novos embrides como Syzygium jambos (jambo), S. cuminii
(jambol&o), Myrciaria trunciflora (jabuticaba), M. cauliflora (sabard), espécies em que as
novas plantas foram produzidas a partir de embrides adventicios nucelares (Gurgel & Soubihe
1951) e em Garcinia indica, G. xanthochymus e G. cambogia (Malik et al. 2005), por
apresentarem agamospermia facultativa.

Resposta semelhante as obtidas para as espécies de Eugenia estudadas neste trabalho,
de formagdo de novos individuos a partir de células parenquiméticas perivasculares, foi
descrita por Alves et al. (2004) durante a formacéo de calos produzidos in vitro a partir de
folhas de Eucaliptus globulus, nas quais se observou a diferenciagdo de gemas e primdrdios
foliares, seguindo o padrdo tipico de organogénese em regides associadas aos feixes
vasculares, apresentando a continuidade vascular com o tecido original.

Outro fato interessante é que germinacdo da segunda fragdo s6 ocorre se a semente for
fracionada, produzindo um estimulo para a diferenciacdo de um novo embrido, ndo ocorrendo
de maneira espontanea em sementes intactas, o que sugere que o proprio embrido produz
substancias, como fitorreguladores, que inibem o desenvolvimento destes novos individuos.

Para se observar a presenca destes fitorreguladores foram feitos os extratos de
sementes de Eugenia uniflora, pois Rizzini (1970) demonstrou, para sementes de Eugenia
dysenterica, que estas possuem potencial inibidor da germinagdo de semente da propria
espécie.

No presente trabalho, no entanto, os extratos de sementes de Eugenia uniflora ndo
mostraram efeito autoinibidor da germinagéo, tal fato pode ser decorrente de diferengas na
concentragdo dos extratos ou nos métodos de extracdo. Apesar disso, esses extratos inibiram a
germinagéo e principalmente o desenvolvimento de plantulas normais de alface e de feijéo,
espécies reconhecidamente sensiveis a compostos inibidores (Ferreira 2004) e frequentemente
utilizadas para bioensaios de reguladores de crescimento.

Os resultados obtidos sugerem a presenca de substancias quimicas inibidoras nos
extratos de E. uniflora, revelando potencial inibidor nesta espécie ao desenvolvimento de um
novo eixo hipocdtilo-radicula ou de uma nova plantula, como ja sugerido por Teixeira (2009)
em sementes de Eugenia cerasiflora, E. pyriformis, E. involucrata, E. uniflora e E.
brasiliensis. Estudos futuros, contudo, devem incluir solu¢bes e concentragdes diferentes das

realizadas neste experimento para que se consiga resultados mais expressivos.
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Para ocorrer a conservagdo da biodiversidade ndo devemos apenas nos preocupar com
a preservacao e multiplicacdo, mas também a manutencdo de sua ampla base genética. Desta
maneira a producdo dessas novas plantas em sementes de Eugenia pode caracterizar uma
vantagem ecoldgica, pois 0 material genético sera diferente da planta mée.

Esta capacidade de regeneragdo pode ter sido resultado de uma pressdo de selecdo
natural influenciada pela predacéo, pois ocorre em &reas da sementes predadas ou fracionadas,
nas quais celulas parenquimaticas subepidérmicas se desdiferenciam e formam uma faixa
meristem4tica, demonstrando uma regeneracdo rapida dos tecidos fracionados e uma forma de
resisténcia ao ataque de micro e mesofauna.

Outra possibilidade é a de que esta caracteristica também pode ser uma estratégia
alternativa a tolerancia a dessecagdo. A germinacdo repetida pode representar uma estratégia
desenvolvida pela espécie para sobreviver em periodos desfavoraveis para a germinagdo e o
desenvolvimento das plantulas. A maioria das plantas evoluiu para a produgéo de sementes
tolerantes a dessecacdo, chamadas ortodoxas (Roberts 1973). Estas sementes podem
permanecer no solo por longos periodos até que as condigdes favoraveis ocorram. Por outro
lado, existem as chamadas sementes recalcitrantes, caso das espécies de Eugenia, que sdo
intolerantes & dessecagdo (Delgado & Barbedo 2007), muitas vezes sem nenhum tipo de
dorméncia e com curta longevidade (poucos meses), mostrando pronta germinagdo e
rapidamente colonizando novas éareas (Barbedo & Bilia 1998). Essas caracteristicas,
juntamente com sua capacidade de regeneracdo, que foi demonstrada neste trabalho, podem
estar associadas a uma estratégia da espécie para ampliar a viabilidade das sementes no solo,
formando um banco de sementes com base na germinacéo repetida. Essa estratégia poderia
ser vista, também, sob o ponto de vista ecoldgico, como forma alternativa a secagem,
permitindo que a espécie se perpetue no meio ambiente ndo as custas do investimento
energético em tolerancia a dessecacdo, mas de sucessivas germinacdes a partir da mesma
semente (Teixeira 2009).

O fracionamento de sementes de Eugenia apresenta vantagens para a producéo de
mudas, ampliando a produgdo de um lote de sementes. Esta tecnologia traz vantagens
econdmicas, ja que algumas especies tém baixa taxa de ocorréncia em florestas e os frutos
produzem pouca quantidade de sementes. Portanto, a possibilidade de multiplicagdo usando
vérias técnicas de regeneracdo traz uma perspectiva interessante para ampliar a produgdo de

mudas.
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RESUMO

Estudos de germinacdo ap6s o fracionamento em sementes de diversas espécies de
Eugenia demonstraram potencial regenerativo nas espécies desse género. A presenca de
poliembrionia em diversas espécies da familia Myrtaceae e, ainda, de embrido aparentemente
indiviso em Eugenia demonstram a necessidade de estudos relativos & origem dos embrifes
que surgem apenas apos as sementes serem fracionadas. Através deste trabalho buscou-se
investigar esta origem, analisando o potencial de germinacdo de sementes de trés espécies
brasileiras ndo domesticadas (Eugenia cerasiflora, E. umbelliflora e E. pruinosa), utilizando
uma delas (E. cerasiflora) como modelo. Nesta analisaram-se as caracteristicas dessa
capacidade regenerativa durante a formagéo das sementes, bem como realizaram-se anélises
anatbmicas a partir do fracionamento. Os resultados demonstraram que sementes de E
cerasiflora, E. pruinosa e E. umbelliflora submetidas a fracionamentos longitudinais ou
transversais mantiveram elevada porcentagem de germinagdo e de produgdo de plantulas
normais, independente da espécie e do tratamento submetido, sendo que sempre o corte
longitudinal resultou em maior incremento da germinagdo e da produgdo de plantulas. As
sementes de E. cerasiflora apresentaram capacidade germinativa e regenerativa durante todo
0 seu processo de maturacdo. As sementes de E. cerasiflora, E. involucrata e E. uniflora
apresentam eixo hipocétilo-radicula distinto e dois cotilédones parcialmente unidos, na
semente madura e especificamente para E. cerasiflora, também nas sementes imaturas. A
producdo de novas plantas, apés o fracionamento, ocorreu a partir de células parenquiméticas
perivasculares localizados na regido apical dos cotilédones. Tal fato sugere que as novas
plantas produzidas apresentam genoma idéntico ao do embrido, o que deve lhes conferir
maior valor adaptativo. A inducdo de formagéo de novas plantulas somente ocorreu quando
houve o fracionamento da semente, nunca ocorrendo de maneira espontanea em sementes
intactas. Isto poderia estar associado & presenca de inibidores de germinacdo na semente
germinante. Para investigar a presenca de possiveis inibidores, foram feitos extratos de
sementes de Eugenia uniflora que ndo demonstraram claro efeito para a propria espécie.
Contudo, para aquénios de alface e sementes de feijdo, espécies reconhecidamente sensiveis a
compostos inibidores, os resultados apresentaram diferengas significativas, revelando

potencial inibidor para sementes dessa espécie.
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ABSTRACT

Studies of germination of seeds after cutting in several species of Eugenia
demonstrated regenerative potential of the species in the genus. The presence of
polyembryony in several species of Myrtaceae, and also apparently undivided embryo in
Eugenia suggest the need for studies on the origin of the embryos that emerge only after the
seeds cutting. In this work we investigated the origin of the potential germination of three not
domesticated brazilian species (Eugenia cerasiflora, E. umbelliflora and E. pruinosa), using
E. cerasiflora as a model. In this species, the regenerative capacity during seed formation as
well as anatomical characteristics were analyzed in cut seeds. The results showed that E.
cerasiflora, E. pruinosa and E. umbelliflora subjected to longitudinal or transverse cutting
maintained high germination percentage and produced normal seedlings, independent of
species and treatment. Longitudinal cutting always resulted in greater increase of germination
and seedling production. The seeds of E. cerasiflora showed germination and regeneration of
new plants throughout their maturation process. The seeds of E. cerasiflora, E. involucrata
and E. uniflora have distinct embryonic axis and two cotyledons partially fused in the mature
seed and specifically in E. cerasiflora also in immature seeds. The production of new plantlets
after cutting occurred from the perivascular parenchymal cells, located at the apical region of
the cotyledons. It suggests that the new plantlets have produced identical genome as the
embryo, which should provide them greater adaptive value. The production of new plantlets
only occurred when there was a cutting of the seed and never occurred spontaneously in intact
seeds. This could be associated with the presence of germination inhibitors in the germinating
seed. To investgate the possible presence of inhibitors, ethanolic extracts were prepared from
seeds of E. uniflora, but had no clear effects on the species itself. However, for seeds of
lettuce and bean, which are known to be sensitive to inhibitors, the results showed significant

differences, revealing the presence of potential inhibitor in seeds of this species.
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