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INTRODUCAO GERAL

Quando se iniciou o cultivo de plantas, modificacbes e adaptacGes, dentre elas
melhoria na producdo de sementes, aumento no vigor e na germinagdo foram realizadas em
espécies de interesse agricola (Machado, 2014). Neste contexto, provavelmente tornou-se
necessario também buscar maneiras de armazenar sementes para fins alimentares e também
econdmicos, tornando-se importante o conhecimento do comportamento das sementes.

Mais recente é a preocupagdo com o conhecimento acerca da fisiologia de sementes de
espécies florestais, para fins de conservacdo, uma vez que as florestas constituem um
reservatorio da diversidade genética que exercem papel vital na manutencdo da estabilidade
do meio ambiente. Dessa forma, nos ultimos anos, tem-se dado consideravel atencéo a
questdo de manutencao e conservacao destes recursos genéticos.

Segundo Hay & Probert (2012), desde que as Estratégias Globais para a Conservagao
de Plantas (GSPC em inglés Global Strategy for Plant Conservation) foram aprovadas em
2002, milhares de amostras de sementes foram colocados em armazenamento a longo prazo,
no Millennium Seed Bank (MSB) e em outros bancos de sementes, mantidos por jardins
botanicos e instituicBes similares. Um dos objetivos da GSPC é que pelo menos 75% das
espécies de plantas ameacadas, a nivel mundial, sejam incluidos em colecdes ex situ e pelo
menos 20% estejam disponiveis para programas de recuperacao e restauracao.

No entanto, a conservacdo de sementes através de seu armazenamento ainda é um
grande desafio. Além da qualidade inicial (Bonjovani & Barbedo, 2008) e do vigor do lote
(Kermode, 1990; Probert e Hay, 2000), o armazenamento e o controle da longevidade das
sementes dependem de trés fatores: dgua, oxigénio e temperatura (Roberts & Ellis, 1989;
Groot et al., 2012). Fatores esses que podem influenciar o metabolismo de sementes,
principalmente de comportamento recalcitrante, as quais possuem elevado nivel de hidratagéo
no momento da dispersdo e ocorrem em locais de temperatura elevada (Caccere et al., 2013).

Para espécies de comportamento recalcitrante a sensibilidade a dessecacdo € um fator
restritivo sobre a conservacdo de germoplasma a longo prazo, devido a incapacidade das
sementes de sobreviverem a baixas temperaturas e teores de agua (Berjak & Pammenter,
2013). Dessa forma, as premissas, custos, riscos e desafios cientificos associados a
conservacao ex situ de plantas dependem da espécie, dos métodos utilizados e do tempo de

armazenamento desejado (Li & Pritchard, 2009).



Sdo, portanto, de extrema importancia estudos que visem compreender o
comportamento metabdlico de sementes, contemplando aspectos ecoldgicos, fisiologicos,

bioquimicos e genéticos.
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REVISAO DE LITERATURA

Tolerancia a dessecacdo em sementes

A tolerancia a dessecacdo é definida como a habilidade de tecidos ou 6rgaos vegetais
de desidratar até o equilibrio com o ar ambiente e sobreviver a perda de 4gua do protoplasma
e a re-hidratacdo (Vicré et al., 2004).

A tolerancia a dessecacdo de sementes € um comportamento fisioldgico que pode ser
considerado como resultado do processo de selecdo natural. Sementes tolerantes a dessecagdo
possivelmente passaram por condigdes adversas ao desenvolvimento de plantulas, sendo
selecionadas apenas aquelas que germinaram quando as condi¢des do meio foram favoraveis,
dessa forma, as espécies que produzem sementes tolerantes a dessecacdo supostamente
necessitaram de sistemas capazes de resistir a condi¢fes inadequadas a germinacao de suas
sementes logo apds a dispersdo. Espécies cujas sementes sdo dispersas com elevados teores de
agua e sdo intolerantes a dessecacdo, por sua vez, podem ter sido selecionadas em ambientes
com distribuicdo regular da quantidade de agua e temperaturas adequadas para a germinacao
das sementes e para o estabelecimento de plantulas durante o ano todo. Neste caso, a reducéo
do teor de agua ao final da maturacdo, como ocorre nas espécies tolerantes a dessecacdo,
acrescentaria a dependéncia de mais um fator externo, ou seja, a disponibilidade de agua do
ambiente (Barbedo & Marcos Filho, 1998).

A distingdo no comportamento de sementes tem sido observada desde o inicio do
século passado, com registros, por exemplo, de estudos com Hevea (Kidd, 1914), Inga
(Castro & Krug, 1951), Acer (Jones, 1920) e Theobroma (Zink & Rochele, 1964). Na década
de 70, foi proposto por Roberts (1973) uma classificacdo de sementes, incluindo-se também a
capacidade e previsibilidade de seu armazenamento. Dessa maneira, foram chamadas de
ortodoxas aquelas que apresentavam comportamento previsivel, sendo todas as demais
classificadas como recalcitrantes.

Dessa forma, foram denominadas sementes ortodoxas aquelas que sofrem o processo
de secagem durante a maturacdo e sdo liberadas da planta mae com baixo teor de &gua e
resistem a secagem artificial até umidade abaixo de 10%, caracteristica que permite
armazena-las em temperaturas negativas, mantendo a viabilidade por periodos prolongados.
Em outro extremo foram designadas recalcitrantes as que sdo dispersas ainda Uumidas, nao
toleram secagem até cerca de 20% e, consequentemente, ndo suportam o armazenamento por

longos periodos (Roberts, 1973). Nas décadas seguintes, notou-se a necessidade de criar um
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terceiro grupo de sementes, denominadas de sementes intermedirias, que sdo dispersas com
elevado teor de &gua, mas que suportam a desidratacdo até niveis proximos a 10-13% de
umidade e possuem maior possibilidade de armazenamento, mas ndo toleram temperaturas
baixas por longos periodos (Hong & Ellis, 1996).

Atualmente considera-se que haja um gradiente de toleréncia a dessecacdo, formado
pelo maximo de ortodoxia em um extremo e 0 maximo de recalcitrancia em outro (Berjak &
Pammenter, 2000). Além disso, este conceito de gradiente e/ou continuum engloba a grande
variabilidade que ocorre ndo apenas entre, mas também dentro da mesma espécie, que pode
ser diferente de acordo com o local de origem das sementes (Daws et al., 2004; 2006).

Durante o desenvolvimento, sementes ortodoxas devem passar por trés fases:
embriogénese, fase de sintese e acimulo de compostos de reserva e, por ultimo, a fase de
desidratacdo, ap6s o término do acimulo de massa seca. A transi¢cdo da segunda para a
terceira fase normalmente coincide com a aquisicdo da tolerancia a dessecacdo (Berjak &
Pammenter, 2000; Daws et al., 2004). Nas sementes recalcitrantes, evidéncias fisioldgicas
sugerem que a dispersdo da semente ocorra antes que as mesmas completem a segunda fase.
Desta forma, o peso seco da semente aumenta até 0 momento da abscisdo do fruto (Berjak &
Pammenter, 2000; Daws et al., 2004). Logo, o nivel de tolerancia a dessecacdo aumenta nas
sementes recalcitrantes durante a maturacdo, embora ndo atinja 0 mesmo patamar encontrado
nas sementes ortodoxas (Berjak & Pammenter, 2000; Daws et al., 2004).

De acordo com uma abordagem mais recente o teor de agua das sementes assume um
papel decisivo na maturacdo até atingir valores proximos de 50%. Ap0s este ponto, diferentes
resultados podem ser observados, dependendo de quanto foi estendido o periodo de
maturacdo, em conjunto com as condi¢cdes ambientais e as caracteristicas genéticas de cada
espécie acumuladas durante o processo evolutivo. Dessa forma, as sementes classificadas
como recalcitrantes seriam, na verdade, sementes ortodoxas que ndo completaram o periodo
de maturacdo (Barbedo et al., 2013).

Influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de sementes

Na maioria das espécies a germinagdo pode variar entre e dentro das populagdes e
matrizes. Algumas dessas variacOes podem ser de origem genética, no entanto, parte também
pode ser atribuida ao fenotipo, ou seja, causada pelas condi¢des locais em que as sementes
amadureceram. Estas condigfes consistem de uma combinagdo do microambiente

experimentado pelas sementes devido a sua posicao sobre a planta parental e pelo ambiente
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abiotico, por exemplo, a temperatura ambiente, comprimento do dia, a disponibilidade de
agua, entre outros (Gutterman, 2000).

Para sementes de Euterpe edulis foi observado o comportamento diverso no
armazenamento entre os lotes de sementes estudados em funcdo da secagem prévia, o que
pode ser atribuido a sensibilidade diferenciada na tolerancia a perda de agua de acordo com o
habitat de origem, a diversidade genética e mesmo a época de colheita. Foi verificado também
que o periodo de déficit hidrico e a colheita na época mais fria foram desfavoraveis para a
espécie (Martins et al., 2009). Além disso, a temperatura e pluviometria elevadas prejudicam
a formacdo dos frutos de Apuleia leiocarpa e as sementes provenientes de individuos de uma
mesma populacdo possuem variaches expressivas quanto as caracteristicas fisicas e
fisioldgicas, que podem ser atribuidas a variagdes no ambiente, a fatores genéticos ou ao
micro-habitat (Fellipi et al., 2012).

Dussert e colaboradores (2000), ao estudarem as relacBes entre a sensibilidade a
dessecacdo, o teor de agua na maturidade e as caracteristicas climaticas em que nove espécies
de Coffea L. foram desenvolvidas, observaram através de simulacGes, uma correlacao
altamente significativa entre a duracdo do desenvolvimento da semente e a duragao da estacao
chuvosa. Por outro lado, o teor de &gua das sementes na maturidade ndo se correlacionou com
o nivel de tolerancia a dessecacdo dessas sementes.

Considerando que as condicGes ambientais podem afetar o periodo de
desenvolvimento antes da dispersdo das sementes, é plausivel supor que sementes de uma
espécie de determinada localidade podem ser dispersas mais ou menos desenvolvidas e,
consequentemente, mais ou menos sensiveis (ou tolerantes) a dessecacao. Daws et al. (2004)
constataram que sementes de Aesculus hippocastanum coletadas no norte da Europa foram
dispersas menos desenvolvidas do que sementes coletadas mais ao sul, como consequéncia de
temperaturas mais baixas durante o periodo de desenvolvimento das mesmas. Estudos
realizados com esta mesma espécie mostraram que a temperatura do ar pode afetar a
dorméncia das sementes, sendo o0s niveis de dorméncia inversamente relacionados aos graus-
dia acumulados durante o desenvolvimento (Pritchard et al., 1999). Graus-dia (°C dia) é a
unidade de expressdo da soma térmica que representa uma maneira de avaliar o
desenvolvimento vegetal (Pedro-Junior, 1977). Em outras espécies o tamanho das sementes e
dos frutos esta positivamente relacionado ao aumento de temperatura durante o
desenvolvimento (Tompsett & Pritchard,1993; Stanley et al., 2000).



Considerando que o grau de maturidade da semente dispersa depende da condigdo
ambiental, espécies com sementes consideradas tolerantes a dessecacdo, podem apresentar
variacdes no grau de tolerancia, ou até mesmo apresentar-se intolerantes, de acordo com o
local em que se desenvolvem. Hong e Ellis (1995) verificaram que sementes de Coffea
arabica, nativa de planaltos secos da Etiopia, apresentam comportamento intermediario,
enquanto Coffea liberica, originaria de regibes Umidas da Africa, tem comportamento
recalcitrante. Outro exemplo sdo sementes de Camellia sinensis oriundas da Africa do Sul que
tém sido classificadas como recalcitrantes (Berjak et al., 1993) enquanto que lotes
provenientes do Japdo e China foram classificados como tolerantes & dessecacdo (Amma &
Watanabe, 1985; Hu et al., 1993). Portanto, lotes de sementes recalcitrantes coletados em
diferentes localidades podem responder de maneira diferente a desidratacao.

Outra interessante hipdtese envolvendo os graus-dia sugere que a temperatura durante
a embriogénese e a maturacdo das sementes regula uma "memoria epigenética” na progénie,
envolvendo expressdo diferencial de genes que podem regular a fenologia, a aclimatacdo ao

frio e a embriogénese em Picea abies (Johnsen et al., 2005).

Mecanismos de tolerancia a dessecagao

Diversos processos e mecanismos de protecdo vém sendo identificados, e juntos
promovem a tolerdncia a dessecacdo das sementes, embora a maneira como operam, bem
como sua interacdo, ainda ndo sejam completamente compreendidos (Berjak et al., 2007).

A aquisicdo da tolerdncia a dessecacdo em sementes envolve diversos mecanismos,
dentre eles estdo: caracteristicas fisicas intracelulares, desdiferenciacdo celular, presenca de
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, acimulo de moléculas protetoras, como
proteinas dos tipos LEA (“late embryogenesis abundant proteins”) ¢ HSP (“heat-shock
proteins”), presenga de moléculas anfipaticas e oleosinas, desligamento do metabolismo e
presenca de determinados acucares (Pammenter & Berjak, 1999).

De acordo com Obendorf (1997) os carboidratos encontrados nas sementes exercem
papel fisiol6gico fundamental durante o armazenamento e a germinacao, estando envolvidos
na tolerancia a dessecacao em espécies ortodoxas e podem ser encontrados na forma sollvel,
como os agucares em geral, ou insollvel, como o amido, ou ainda na forma daqueles
depositados nas paredes celulares espessadas de cotilédones e endospermas (galactomananos
e xiloglucanos, entre outros) (Buckeridge et al., 2004). Em sementes de ervilha (Rogerson &

Matthews, 1977) e de feijdo (Farrant et al., 1997) uma diminui¢cdo dos niveis de acucares
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seguida de decréscimo nas taxas respiratorias foi observada durante a maturacdo das
sementes. Mais recentemente, foi observada queda nos niveis de acgucares e nas taxas
respiratorias em Arabidopsis, indicada pela diminuicao dos intermediarios do ciclo de Krebs
(Fait et al., 2006). Em sementes de pau-brasil, os niveis de aglcares, como glucose e frutose,
também diminuiram durante o desenvolvimento das sementes (Borges et al., 2006), além
disso, alteracdes nos niveis de sacarose também contribuem para maior toleréncia a
dessecacgdo (Hincha et al., 2006).

Acucares tem papel fundamental na dessecacdo, uma vez que sua COmposi¢ao
molecular permite a interpolacdo entre os grupos polares dos fosfolipidios de membrana
qguando ocorre a perda de agua. Esta substituicdo garante a integridade estrutural das
membranas (Steadman et al., 1996; Castro & Hilhorst, 2004).

O papel da sacarose no estado seco em tecidos de sementes ja foi bastante discutido
(Berjak et al., 2007). Esse dissacarideo teria um papel dindmico de impedir a aproximacédo
das proteinas de membranas umas as outras, substituindo fisicamente a agua quando esta é
removida na secagem e, dessa forma, prevenindo sua proximidade lateral (Hoekstra et al.,
2001). Esta proximidade promoveria mudangas nos fosfolipideos e em alguns componentes
da membrana que sdo acompanhadas pela exclusdo de proteinas integrais (Bryant et al., 2001;
Koster & Bryant, 2005; Halperin & Koster, 2006).

Assim como a sacarose, a trealose é um dissacarideo ndo redutor acumulado por
organismos que suportam estresses ambientais como seca, calor ou temperaturas muito baixas
(Wingler, 2002; Eastmond & Graham, 2003), uma vez que sua composi¢cdo molecular permite
a interpolacdo entre os grupos polares dos fosfolipidios de membrana quando ocorre a perda
de agua. Esta substituicdo garante a integridade estrutural das membranas (Castro et al.,
2004), agindo como um estabilizador de proteinas, protegendo a conformacdo da proteina
durante a desidratacdo (Kaushik & Bhat, 2003). Esse dissacarideo é encontrado em
guantidades elevadas durante a dessecacdo de Selaginella lepidophylla (Adams et al., 1990), e
parece modular as respostas que conduzem a inducdo de mecanismos de defesa contra a seca
no inicio da imposicdo déficit hidrico em Barbacenia purpurea (Suguiyama et al., 2014),
ambas plantas tolerantes a dessecacao.

Em sementes, os oligossacarideos da série da rafinose (OSR) também atuam como a
trealose e impedem que a sacarose se cristalize, permitindo a formacdo do estado vitreo da
agua, fundamental para a sobrevivéncia de sementes dessecadas, mantendo a integridade

estrutural e funcional das macromoléculas (Steadman et al., 1996). A formacdo do estado
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vitreo da agua é de grande importancia na longevidade da célula no estado desidratado, e
devido a alta viscosidade, reduz drasticamente a mobilidade molecular e, portanto, as taxas de
reacOes quimicas (Hoekstra, 2005). As hidroxilas dos agucares podem ainda substituir a gua
em membranas, ligando-se ao grupo polar dos fosfolipidios, enzimas e proteinas, e a grupos
funcionais de outras macromoléculas (Obendorf, 1997).

Embora varios trabalhos sugiram papel da sacarose na protecdo dos tecidos durante o
processo de dessecacdo, 0 aumento no seu conteido por si s6 ndo é suficiente para promover
a toleréncia a dessecagdo (Steadman et al., 1996). Estudos recentes tém proposto que exista
uma correlacdo e co-localizacéo entre a razdo sacarose:OSR e crescimento radicular. E ainda
que, ndo a quantidade absoluta de OSR, mas sim uma conversdo de sacarose em OSR durante
0 amadurecimento das sementes, estd ligado ao vigor da semente e ao estabelecimento de
plantulas em sementes de leguminosas (Vandecasteele et al., 2011).

Além disso, o papel dos carboidratos também pode ser associado a agdo benéfica de
um sistema antioxidante bastante eficiente (Walters et al., 2002). A desidratacdo artificial de
sementes recalcitrantes, com foco no armazenamento, pode resultar em incremento na
formacdo de radicais livres, principalmente espécies reativas de oxigénio, originadas pelo
desbalango no metabolismo respiratorio, em especial na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (Pukacka et at., 2011). Em sementes de Arabidopsis foi demonstrado que néo so6
acucares, como a rafinose, mas também polidis, como galactinol, podem ainda contribuir para
combater os efeitos deletérios de radicais livres (Nishizawa et al., 2008). Além do galactinol,
outros polidis, como myo-inositol, manitol e sorbitol também sdo capazes de diminuir os
efeitos das espécies reativas de oxigénio (Smirnoff & Cumbes, 1989). De maneira geral, estes
compotos poderiam também dispor de NADH necessario para a acdo das enzimas do ciclo
ascorbato-glutationa, tais como monodehidroascorbato redutase e glutationa redutase, e
também estdo correlacionados com o aumento dos niveis dos antioxidantes acido ascorbico e
glutationa durante o estresse oxidativo (Nishizawa et al., 2008)

Além disso, os ciclitois livres e galactosil ciclitis também parecem contribuir na
tolerdncia a dessecacdo de maneira semelhante aos OSR (Obendorf, 1997; Peterbauer &
Richter, 2001), quando estes ndo estdo evidenciados (Horbowicz et al., 1998; Steadman et al.,
2000; Borges et al., 2006). Em sementes, a presenca destas moléculas resulta, portanto na
protecdo contra estresses abidticos durante a germinacgdo (Ribeiro et al., 2011), secagem e

armazenamento das sementes (Mello et al., 2011).



Além dos mecanismos citados anteriormente, sementes tolerantes a perda de agua
diminuem seu metabolismo durante a aquisicdo da tolerancia a dessecacdo, de modo a ajusta-
lo as condicBes de baixa disponibilidade hidrica (Pammenter & Berjak, 1999). Fait et al.
(2006) observaram alterac6es no perfil metabdlico e de transcritos durante o desenvolvimento
de sementes de Arabidopsis, indicando reducdo no metabolismo durante a fase de secagem.
Em sementes de Erythrina speciosa (ortodoxas), espécie nativa da Mata Atlantica brasileira, a
diminuicdo do metabolismo ocorre antes mesmo das maiores perdas no teor de agua, e pode
ser observada atraves da clara mudanca no perfil metabolico (Hell et al., em preparo).

Sementes de Inga vera, as quais possuem um dos maiores niveis de recalcitrancia
conhecidos, podem tambem apresentar alteracdes no perfil metabolico durante o seu
desenvolvimento. No entanto, estas alteracGes ndo estdo relacionadas ao desligamento do
metabolismo e, portanto ndo sdo suficientes para a aquisicéo da tolerancia a dessecacdo. Além
disso, durante a maturacdo de sementes I. vera foi observado o aumento no nimero e tamanho
de vacutolos, em cotilédones e eixos embrionarios, indicando uma alta atividade metabolica
(Caccere et al., 2013).

Espécie estudada: Eugenia pyriformis Cambess.

A familia Myrtaceae, a qual pertence a espécie E. pyriformis, é uma das mais
marcantes dentro do bioma Mata Atlantica (Leitdo Filho, 1987), e assume grande importancia
ecoldgica nas florestas ombrofilas da costa atlantica do Brasil, sendo encontrada com grande
riqueza de espécies e abundancia (Peixoto & Gentry, 1990). Contido nesta familia, o género
Eugenia compreende mais de uma centena de espécies, dentre elas algumas nativas do Brasil
de grande importancia econémica por apresentarem frutos de valor nutritivo (Silva et al.,
2003), como Eugenia brasiliensis Lam. (grumixama), Eugenia involucrata DC., (cereja-do-
rio-grande), Eugenia pyriformis Camb. (uvaia) e Eugenia uniflora L. (pitanga). Tais espécies
frutiferas também sdo atrativos para a fauna e apresentam potencial para recomposicdo
ambiental (Maluf et al. 2003; Resolucdo SMA 32/2014). Espécies deste género apresentam,
normalmente, baixos teores de lipidios (Luzia et al. 2010; Mello et al., 2010) e possuem
amido como principal reserva de carbono (Mello et al., 2010).



Figura 1. Aspectos gerais de Eugenia pyriformis Cambess (uvaia). A — individuo adulto; B — flor; C —

fruto maduro; D — sementes.

Eugenia pyriformis, popularmente conhecida como uvaieira é uma espécie arborea
nativa da regido Sul e Sudeste do Brasil de florestas semideciduas (Donadio et al., 2002). Sua
trajetéria provavelmente se iniciou na regido compreendida, hoje, entre o norte do Parana e o
Paraguai e de 14 foi dispersa pelas diferentes regides do Brasil (Lamarca et al., 2012).

E uma arvore de seis a treze metros de altura, dotada de copa arredondada, tronco
geralmente ereto, com 30 a 50 centimetros de diametro. Possui flores solitarias, de cor branca
e floresce no més de agosto a setembro, com inicio de maturacdo dos frutos em setembro,
prolongando-se até dezembro (Lorenzi, 1998; Andrade & Ferreira, 2000).

O fruto maduro é uma baga de cor amarela, com mesocarpo carnoso, cujo nome uvaia
significa “fruta azeda” (Montoya, 1639 apud Lamarca et al., 2012). A dispersdo de suas
sementes, na maioria das vezes, ocorre por aves e mamiferos (Gressler et al., 2006). O
namero de sementes por fruto é variavel, geralmente ndo excedendo a quatro. No entanto, as
sementes sdo menores quando mais numerosas (Justo et al., 2007).

A semente de Eugenia é exalbuminosa e seu embrido ocupa toda cavidade delimitada
pelo envoltério da semente (Romagnolo & Souza, 2006). O embrido é loboso, sem
diferenciagdo aparente entre o eixo embrionario e os cotilédones (Barroso, 2002). O eixo
embrionario ndo € visto a olho nu, no entanto em sementes de Eugenia pyriformis é possivel
identificar o p6lo embrionario em uma das extremidades da cicatriz rafeal na superficie dos

cotilédones, com auxilio de lupa (Justo et al., 2007).
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Em estudo realizado por Delgado & Barbedo (2007), com objetivo de verificar o grau
de tolerancia a dessecacdo de sementes de seis espécies de Eugenia (E. brasiliensis, E.
cerasiflora, E. involucrata, E. umbelliflora, E. uniflora e E. pyriformis), as sementes de E.
pyriformis apresentaram maior sensibilidade & dessecacdo, perdendo a viabilidade ao atingir
teor de &gua de 15%. Além disso, Andrade & Ferreira (2000) observaram diminui¢do da
capacidade germinativa destas sementes durante o armazenamento, apresentando assim,
comportamento recalcitrante. Lamarca e colaboradores (2011) observaram ainda que em
sementes desta espécie a variagdo na soma térmica durante o desenvolvimento altera o indice
de velocidade de germinacao, assim como o teor de agua com que as sementes sao dispersas,
mostrando que fatores ambientais podem influenciar o comportamento de sementes de E.

pyriformis.
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JUSTIFICATIVA

Sementes recalcitrantes representam, um grande desafio aqueles que necessitam
armazena-las com o proposito de conservacdo do germoplasma. Portanto entender os
mecanismos envolvidos na sensibilidade de sementes a dessecacao é essencial para aumentar
futuramente sua longevidade. Devido ao fato de sementes de Eugenia pyriformis
apresentarem comportamento tipicamente recalcitrante e ampla distribuicdo latidudinal o
estudo destas sementes coletadas em diferentes localidades podera contribuir para o
entendimento do comportamento bioldgico de sementes e a relevancia das alteracdes
metabolicas na tolerancia a dessecacao.

Embora alguns estudos ja tenham sido realizados com sementes desta espécie, sao
raros aqueles que comparam o comportamento bioquimico das sementes de E. pyriformis de

origens distintas, portanto sob diferentes condi¢cbes ambientais.
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OBJETIVO

Avaliar a contribuicdo das alteracdes bioquimicas e fisiologicas para a tolerancia a
perda de agua em sementes de Eugenia pyriformis Cambess e suas relacbes com variaveis

ambientais.

HIPOTESES

Sementes de E. pyriformis expostas ao maior acimulo de graus-dia apresentam o
metabolismo proximo ao de sementes ortodoxas;

AlteracBes no metabolismo podem influenciar na tolerancia a dessecacéo das sementes

de E. pyriformis.
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CAPITULO |

Sementes de Eugenia pyriformis Cambess. oriundas de diferentes regides tem

seu metabolismo influenciado por fatores ambientais
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RESUMO

Sementes podem apresentar comportamento ortodoxo (tolerantes a dessecacdo) ou
recalcitrante (intolerantes a dessecagdo) existindo ainda um gradiente entre os dois extremos.
No entanto assume-se também que a tolerdncia a dessecacdo possa ocorrer de maneira
intraespecifica, em decorréncia do local de origem. Eugenia pyriformis Cambess., espécie
arborea nativa do Brasil, apresenta sementes dificeis de serem armazenadas, devido a
sensibilidade a dessecacdo e as baixas temperaturas. Assim, torna-se de extrema
importancia o conhecimento de aspectos bioldgicos, que possibilitem maior compreensédo
sobre a tolerancia & dessecacdo dessa espécie. Neste estudo avaliaram-se as altera¢es no
metabolismo de sementes recém-dispersas de E. pyriformis oriundas de diferentes regides,
bem como a influéncia das condic¢Bes hidricas e térmicas, para este processo. Para isso foram
coletadas sementes de E. pyriformis nos municipios de Ribeirdo Preto (SP), Lavras (MG),
Campinas (SP), Séo Paulo (SP), Pariquera-acu (SP) e Jumirim (SP). Os resultados sugerem
que sementes de E. pyriformis oriundas de diferentes regifes, apresentam o metabolismo
distinto e corroboram com a hipétese de que variagdes ambientais contribuem para diferencgas
fenotipicas, sendo o0 somatorio de graus-dia, temperatura maxima e a chuva acumulada, dentre
as variaveis analisadas, importantes fatores de contribuicdo para o desenvolvimento de
sementes de E. pyriformis. Entretanto, estas variacbes ndo afetaram, em geral, as taxas de
germinacdo e producdo de plantulas normais, tampouco o vigor de E. pyriformis recém
dispersas.

Palavras-chave: Myrtaceae, sementes, graus-dia, perfil metabdlico
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ABSTRACT

Seeds can show orthodox behavior (desiccation tolerant) or recalcitrant behavior (intolerant),
existing a continuum between these two extremes. However, have been assumed that the
desiccation tolerance may occur interspecifically, due to the place of origin. Eugenia
pyriformis Cambess., native tree specie from Brazil, presents difficult seeds to be stored due
to sensitivity to desiccation and low temperatures. Thus, it becomes extremely important the
knowledge of biological aspects, to enable better understanding of the desiccation tolerance of
this species. In this study, were analyzed the changes in metabolism of E. pyriformis recently
dispersed seeds from different regions and the influence of thermal and hydro conditions for
this process. Seeds of E. pyriformis were collected in the cities of Ribeirdo Preto (SP), Lavras
(MG), Campinas (SP), S&o Paulo (SP), Pariquera-acu (SP) and Jumirim (SP). The results
suggest that seeds of E. pyriformis from different regions, showed distinct metabolism and
corroborate the hypothesis that environmental variation contribute to phenotypic differences,
being the number of degree-days, maximum temperature and cumulative rainfall, among the
variables analyzed, important contributing factors to the development of E. pyriformis seeds.
However, these variations did not affect, in general, the rates of germination and production
of normal seedlings nor the vigor of E. pyriformis recently dispersed seeds.

Keywords: Myrtaceae, seeds, degree-day, metabolic profile
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INTRODUCAO

A temperatura do ar, durante a embriogénese zigotica e a maturacdo das sementes,
regula a expressdo de genes envolvidos em processos fisiologicos, como a fenologia, o
desenvolvimento e a aclimatacdo de plantas, estando os graus-dia fortemente associados com
0 amadurecimento de sementes (Johnsen et al., 2005).

Daws et al. (2004) constataram que sementes de Aesculus hippocastanum coletadas no
norte da Europa foram dispersas menos desenvolvidas do que sementes coletadas mais ao sul,
como consequéncia de temperaturas mais baixas durante o periodo de desenvolvimento das
mesmas. Estudos realizados com esta mesma espécie mostraram que a temperatura do ar pode
afetar a dorméncia das sementes, sendo os niveis de dorméncia inversamente relacionados aos
graus-dia acumulados durante o desenvolvimento (Pritchard et al., 1999). Em outras espécies
o tamanho das sementes e dos frutos estd positivamente relacionado ao aumento de
temperatura durante o desenvolvimento (Tompsett & Pritchard,1993; Stanley et al., 2000).

A familia Myrtaceae, a qual pertence a espécie E. pyriformis, é uma das mais
marcantes dentro do bioma Mata Atlantica (Leitdo Filho, 1987), e assume grande importancia
ecoldgica na costa atlantica do Brasil, sendo encontrada com grande riqueza de espécies e
abundancia (Peixoto & Gentry, 1990). Contido nesta familia 0 género Eugenia apresenta
muitas espécies de valor econémico por apresentarem frutos de valor nutritivo (Silva et al.,
2003). Tais espécies frutiferas também sdo atrativos para a fauna e apresentam potencial para
recomposicdo ambiental (Maluf et al. 2003). Espécies deste género apresentam, normalmente,
baixos teores de lipidios (Luzia et al. 2010; Mello et al., 2010) e possuem amido como
principal reserva de carbono (Mello et al., 2010).

Dentre essas espécies desse género encontra-se a Eugenia pyriformis, popularmente
conhecida como uvaieira (Lorenzi, 1998; Andrade & Ferreira, 2000). Lamarca et al. (2011)
observaram que em sementes desta espécie a variacdo na soma térmica durante o
desenvolvimento altera o indice de velocidade de germinacéo, assim como o teor de agua com
que as sementes sdo dispersas, mostrando que fatores ambientais contribuem para o
desenvolvimento de sementes de E. pyriformis. Os graus-dia parecem influenciar a aquisi¢cdo
da toleréncia a dessecacdo de sementes de E. pyriformis, mas mostram-se associados a
duracdo do periodo de maturagdo, condicionado pela disponibilidade hidrica ou pela

temperatura do ar.
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Devido ao fato de sementes de E. pyriformis apresentarem comportamento tipicamente
recalcitrante (Andrade & Ferreira, 2000; Delgado & Barbedo, 2007) e grande distribuicao
latitudinal, o estudo destas sementes coletadas em diferentes localidades poderad contribuir
para o entendimento do comportamento bioldgico dessa espécie. Desta maneira, este estudo
tem como objetivo analisar as alteragdes no metabolismo de sementes recém-dispersas de E.

pyriformis oriundas de diferentes regides.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Material vegetal

Frutos de E. pyriformis Cambess. foram coletados nas regides de Ribeirdo Preto — SP
(21° 12°S, 47° 48°0 , 571 m), Lavras — MG (21°13’S, 44°59°0, 981 m), Campinas — SP
(22°52°S, 47°04°0 , 698 m), S&o Paulo — SP (23°39°S, 46°37°0, 792 m), Pariquera-Acu (24°
42'S, 47° 53" O, 28 m) — SP e Jumirim — SP (22° 05'S ¢ 47° 47" O, 540 m) durante os meses
de setembro e novembro de 2012 — (Mapa, Anexo 1). Os frutos foram levados ao Laboratério
de Sementes do Instituto de Boténica. As sementes foram extraidas manualmente e
armazenadas em camara fria a 7°C até o inicio dos experimentos, ndo excedendo sete dias
(Barbedo et al., 1998; Andrade & Ferreira, 2000).

Analises fisicas e fisiologicas

Anélise do teor de agua e contetdo de massa seca
O teor de &gua e o conteldo de massa seca das sementes foram determinados
gravimetricamente, pelo método de estufa com circulacao interna de ar, por 17 horas a 103 °C

(ISTA, 2004), utilizando-se quatro repeticdes de cinco sementes cada.

Andlise do potencial hidrico

O potencial hidrico das sementes foi medido utilizando-se quatro repetigdes de cinco
sementes cada, cortadas ao meio e com tegumento. A aferigéo foi realizada em equipamento
Decagon WP4 (USA) com base na temperatura do ponto de orvalho (Decagon Devices, 2001)
(Delgado, 2006).
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Teste de germinacéo

O teste de germinacéo foi realizado em rolos de papel Germitest (Brasil, 2009), com
quatro repeticdes de 15 sementes cada. Os testes de germinagdo foram realizados em sala de
germinagdo, com temperatura controlada a 25 °C+ 1, com luz continua e umidade relativa
préxima a 100% (Delgado, 2006). As avaliacGes foram realizadas a cada cinco dias, durante
80 dias registrando-se 0 numero de sementes que emitiram raiz primaria (maior que 5 mm) e
de pléantulas com desenvolvimento normal da parte aérea e radicular (Lamarca et al., 2011).
Foi calculado o indice de velocidade de germinacéo atraves da formula de Maguire (1962).

Analise da atividade respiratoria

O consumo de oxigénio (O2) e a producdo de diéxido de carbono (CO2) foram
determinados em analisador modelo 6600 (lllinois Instruments, Inc., Johnsburg, EUA),
utilizando-se quatro repeticbes de dez sementes cada, seguindo metodologia descrita por
Lamarca e Barbedo (2012).

As taxas respiratorias das sementes foram estimadas em frascos de vidro (600 ml)
hermeticamente fechados, com tampas perfuradas, formando orificios que foram recobertos
por um septo de borracha, por este septo foram inseridos os eletrodos do equipamento por
onde foi tomada a amostra do ar da embalagem.

O fechamento das embalagens foi determinado como sendo o inicio do experimento, o
tempo zero correspondendo a atmosfera normal (21% de oxigénio e 0,03% de didxido de
carbono). O consumo de O e a produgdo de CO. pelas sementes embaladas foram estimados
pela diferenca entre os valores medidos e os da atmosfera normal. Ap6s cada medida, as
embalagens eram abertas por alguns minutos para re-equilibrio com a atmosfera normal
sendo, em seguida, novamente fechadas para a continuidade do experimento. Considerando e
a pressdo atmosférica local como 0,90 atm os valores obtidos em porcentagem de O, ou de
CO- foram convertidos para pressédo parcial do gas, segundo a formula p1/P=v1%/V% (Feltre,
1985), onde:
pl = pressao parcial do gas (em atm);

P = pressdo atmosférica local (=0,90 atm);
v1% = volume do gas, em porcentagem;
V% = volume total (=100%).
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A seguir, baseando-se no volume das embalagens e na temperatura registrada em cada
avaliagdo, os valores foram convertidos para umol de Oz e de CO2, pela equacdo de
Clapeyron, p1V=nRT, onde:

V = volume total de ar do frasco (em L)

n = namero de moles do gas

R = constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm L mol* K1)
T = temperatura (em Kelvin)

Os valores obtidos nas avaliagbes foram somados e divididos pela massa seca total da
amostra de sementes e pelo numero de dias em que as sementes permaneceram nas
embalagens, obtendo-se o valor expresso em micromol por grama de massa seca por dia
(umol g MS? d). O quociente respiratorio (QR), foi calculado dividindo-se o valor obtido
para producdo de CO; pelo obtido para consumo de Oz (QR=CO2/02 1), ambos em umol g
MS? d?, segundo descrito por Kader & Saltveit (2002).

Analises bioquimicas

Extracéo de agUcares solUveis

A extracdo de acUcares soluveis foi realizada com trés repeticGes de dez sementes
cada, utilizando-se 100 mg de material. A este material foi acrescentado 1 mL de etanol 80%,
em seguida as amostras foram incubadas a 80°C por 15 min. Apos esta etapa as amostras
foram centrifugadas por 15 minutos a 1000 g. O sobrenadante foi recolhido e reservado e 3
novas extracdes foram realizadas em etanol 80% com o residuo, seguindo o procedimento
recém descrito. O sobrenadante foi utilizado para dosagem de acUcares sollveis totais
(Dubois et al., 1956) e os residuos das amostras foram lavados com &gua, congelados,
liofilizados e armazenados para posterior dosagem de amido.

Dosagem de acgucares solUveis

Apos extracdo de aclcares solUveis, os sobrenadantes das amostras tiveram seu volume
igualado e foram, entdo, utilizados para a quantificacdo dos acucares através do método de
fenol-sulfirico (Dubois et al., 1956), sendo utilizada uma solugdo de glucose (100 pug mL™)
como padrdo. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro, a 490 nm, em
triplicatas para cada amostra. Apds a quantificagdo dos acUcares totais pelo método do fenol-

sulfdrico, separaram-se 1 mL das amostras e estas foram entdo deionizadas em colunas
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contendo resinas de troca catiénica e anidnica Dowex, sendo eluidas com 10 volumes de agua
deionizada. O material eluido teve seu pH neutralizado com hidréxido de aménio. Os eluatos
foram concentrados até secagem completa e retomados em 1 mL de &gua deionizada, sendo
novamente quantificados e um volume contendo 300 pg de acucar, de cada repeticdo, foi
analisado em sistema HPAEC/PAD (Dionex ICS-3000, EUA) composto por coluna
CarboPac PA-1 (2 x 250 mm - Dionex, EUA) utilizando-se um gradiente de 150 mM
de hidrdxido de sodio (eluente B) e agua (eluente A), de acordo com a seguinte programacao:
0-25 min, 66,7% eluente B; 25-30 min, 100% eluente B; 30-35 min, 66.7% eluente B, com
taxa de fluxo de 0,25 mL min. Os aglicares foram identificados através de comparacdo com

padrdes auténticos (Sigma-Aldrich Co., EUA).

Dosagem de amido

A dosagem de amido foi realizada através de digestdo enzimatica, utilizando aliquotas
de 10 mg de cada residuo liofilizado apds extracdo com etanol 80%, seguindo protocolo
descrito por Amaral et al. (2007). Ao material liofilizado foi adicionada solucédo contendo 120
unidades mL de o-amilase (Megazyme) diluida em tampdao MOPS 10 mM pH 6,5. As
amostras foram incubadas a 75 °C por 30 min. Este procedimento foi repetido mais uma vez.
As amostras foram resfriadas até 50 °C e foi adicionado 0,5 mL de solucdo contendo 30
unidades mL de amiloglucosidase (Megazyme) em tampdo acetato de sédio 100 mM pH 4,5.
As amostras foram incubadas a 50 °C por 30 min, sendo o procedimento novamente repetido.
Apos as incubacbes, foram acrescentados 100 uL de &cido perclérico 0,8 M para o término da
reacdo e precipitacdo de proteinas. As amostras foram centrifugadas e os extratos foram
dosados através de quantificacdo da glicose liberada no processo de hidrolise. Para tal foram
retiradas aliquotas de extrato, as quais foi adicionado o Reagente Glicose PAP Liquiform
(Labtest), contendo as enzimas glicose oxidase e peroxidase além dos reagentes 4-
aminoantipirina e fenol. Ap6s incubacdo por 15 min a 37°C, o teor de glicose foi determinado
em leitor de microplacas de ELISA em comprimento de onda de 490 nm. A curva padréo foi

construida a partir de quantidades crescentes de glicose na concentragdo de 1mg mL™,

Anélise do perfil metabolico
O perfil metabélico foi analisado por cromatografia gasosa e espectrometria de massas
(GC/MS) seguindo método de Roessner et al. (2001), modificado, utilizando-se seis

repeticdes de dez sementes cada. Amostras de sementes de E. pyriformis coletadas em
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diferentes localidades foram congeladas, pulverizadas em nitrogénio liquido e extraidas em
solucdo metanol:cloroférmio:agua, na proporcao de 12:5:1, com adicéo de padréo interno (0,2
mg mL™ adonitol em &gua) para auxiliar as normalizacdes durante a quantificagdo. A mistura
foi incubada a 60°C por 30 min sob agitacdo e centrifugada a 13.000 rpm por 5 min. A fase
polar foi submetida & secagem e derivatizada com 150 pL de piridina, 50 pl de N,O-Bis
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e 50 pl de cloridrato de metoxilamina (0,2 mg ml!
piridina) sob agitacdo durante 1 h a 75°C. Amostras foram injetadas automaticamente em um
sistema GC/MS (Agilent GC 6890 e MSD 5973N series, Agilent Technologies, EUA).
Foi utilizada coluna HP-5 MS (30 m de comprimento x 0,25 m de espessura x 0,25 pum de
filme - Supelco, EUA). A temperatura de injecdo foi ajustada para 230°C, a interface em
250°C, e a fonte de ions ajustada em 150°C. O géas hélio foi utilizado como carreador com
fluxo de 1 mL min. As analises foram realizadas de acordo com a seguinte programagéo: 5
min de aquecimento isotérmico a 70°C, seguido por um aquecimento com taxa de 5°C min
até atingir 280°C, e ao final 1 minuto de aquecimento a 280°C. Os espectros de massa foram
registados na faixa de 50-600 m/z. Os cromatogramas e os dados de espectrometria de massa
foram avaliados utilizando o programa Chemstation (Agilent Technologies, EUA). Os picos
foram identificados e comparados com padrdes auténticos, com a NIST 08 Mass Spectral
Library (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia) e com o banco de dados Golm
Metabolome Database - GMD (Hummel et al, 2010).

Dados Meteoroldgicos

Obtencdo dos dados

A caracterizacdo climatoldgica regional (temperaturas méxima e minima — diéria e
precipitacdo - diaria) foi obtida através de dados das estacbes meteoroldgicas, do Instituto
Agrondmico de Campinas (CIIAGRO), Campinas- SP, Instituto Astronémico e Geofisico da
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo- SP, Estacdo Meteoroldgica de Ribeirdo Preto,
Ribeirdo Preto — SP e do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), Lavras — MG

Soma térmica

A soma térmica foi calculada desde a antese até a dispersdo natural das sementes.

Inicialmente inflorescéncias no periodo de maximo florescimento da espécie foram marcadas.
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Os frutos e sementes foram colhidos imediatamente apds a dispersdo, ao apresentarem
coloracgdo caracteristica para a espécie (Lamarca, et al., 2011).
O somatério de graus-dia (GD) foi realizado desde a antese até a coleta, segundo as

seguintes equacdes, propostas por Villa Nova et al. (1972):

GD =(Tm-Thb) + (TM - Tm)/2, para Tm > Tb;
GD=(TM-Th)2/2(TM-Tm),paraTm<The
GD =0, paraTh > TM.

Em que:

GD = graus-dia (°C d);

TM = temperatura maxima diaria (°C);

Tm = temperatura minima diaria (°C) e

Tb = temperatura base (°C).

Os graus-dia acumulados foram calculados considerando-se a temperatura base de
10 °C, conforme descrito em Pedro Junior (1977). Foram calculados ainda o balanco hidrico
sequencial, segundo o modelo proposto por Thornthwaite & Mather (1955), em nivel de

escala decendial, com capacidade de dgua disponivel (CAD) de 125 mm (Rolim et al., 2007).

Forma de analise dos resultados

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias (Tukey), com
nivel de significancia de 5%, através do programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011). A
analise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando-se o software PAST
(Hammer et al., 2001), sendo incluidos na analise apenas os compostos presentes em todos 0s
tratamentos. Foi realizada analise de correlacdo (varidvel X variavel) pelo teste de Pearson

com nivel de significancia de 5%, sendo excluidas varidveis com alta correlagéo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as regides o desenvolvimento das sementes de Eugenia pyriformis ocorreu
em periodo de déficit hidrico (Figura 1). A floracao ocorreu entre o final do inverno e comeco
da primavera, sendo os frutos dispersos nesta mesma estacdo (Figuras 1 e 2). De acordo com
Staggemeier e colaboradores (2010), a floracdo de espécies da familia Myrtaceae ocorre
quando a duracdo do dia € superior a 12h, ocorrendo entre Outubro e Margo. No entanto,
neste e em outros estudos com Eugenia pyriformis, observa-se que a floracdo e dispersdo de
frutos ocorrem em periodo anterior as outras espécies da familia Myrtaceae. Observou-se
também que a floragcdo ocorreu apds periodos de menor temperatura e a disperséo dos frutos,
exceto em Ribeirdo Preto, coincidiu com o aumento da chuva no periodo, em acordo com 0s
resultados de Lamarca e colaboradores (2013).

As sementes recém-dispersas de E. pyriformis oriundas de diferentes regides
apresentaram alta capacidade germinativa, com valores estatisticamente similares para
germinacdo e plantulas normais (Tabela 1) como ja esperado, tendo em vista a dispersdo com
alto teor de &gua conhecida para a espécie. O indice de velocidade de germinacdo variou
apenas para as sementes provenientes de Pariquera-agu (Tabela 1), regido cuja amplitude
térmica concentrou-se abaixo de 12°C (Figura 3). De acordo com Lamarca e colaboradores
(2011) a amplitude térmica com gque sementes de E. pyriformis sdo formadas pode influenciar
no acumulo de material de reserva, ocorrendo o0 maximo de acumulo quando a amplitude
térmica € superior a 12°C. Estudos com outras espécies também tem indicado que a
temperatura durante a maturacdo pode influenciar a germinacdo de sementes, por exemplo,
sementes de Amaranthus retroflexus apresentaram taxas de germinacdo mais altas quando
amadureceram nas temperaturas de 27/22°C do que em 22/17 ° C (Kigel et al., 1977). J4 em
sementes de soja, estudadas por Keigley e Mullen (1986), foi observado que o acumulo de
dias com temperaturas elevadas 32/28°C apds a floracdo, reduziu a germinacdo em
comparagdo com a maturacao da semente compreendidas entre 27/22°C.

Além disso, o0 somatdrio de graus-dia tem sido positivamente relacionado a qualidade
fisiologica das sementes (Daws et al., 2004, 2006), inclusive para a espécie E. pyriformis
(Lamarca et al., 2011). Porém, observa-se que sementes provenientes de Ribeirdo Preto e
Campinas apresentaram os maiores valores de somatorio de graus-dia (GD), no entanto
registraram-se 0s menores valores de massa seca. Ja a regido de Campinas apresentou baixo

valor de chuva acumulada (periodo compreendido entre a floracdo e a dispersédo dos frutos)
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(Tabela 1). Alguns trabalhos relatam que a deficiéncia hidrica altera a exigéncia térmica
encurtando o periodo de maturacdo (Pedro Janior et al., 2004; Petek et al., 2009),
prejudicando a formacao de sementes (Martins et al., 2009).

Ademais a chuva tem sido relacionada aos fendomenos de floragéo, formagéo de frutos
e sementes. Por exemplo, a deficiéncia hidrica e a baixa temperatura sdo as principais
variaveis ambientais durante o periodo de inducdo do florescimento de laranjeiras no Estado
de Sdo Paulo (Ribeiro et al., 2006). Fellipi e colaboradores (2012) observaram que a
temperatura e pluviometria elevadas prejudicam a formacéo dos frutos de Apuleia leiocarpa.
Perez-Ramos e colaboradores (2010) observaram que os principais fatores abidticos que
afetam a producao anual de sementes em Quercus ilex foram todas relacionadas com recursos
hidricos, sendo producdo de sementes fortemente dependente da disponibilidade de 4gua para
a planta no estadio inicial (primavera) ao passo que a etapa final do desenvolvimento da
semente foi negativamente afetada pela frequéncia de eventos de chuva torrencial.

De maneira geral, foi observada baixa quantidade de chuva acumulada no periodo
compreendido entre a floracdo e a dispersdo natural dos frutos de E. pyriformis, para todas as
regides. A regido de Sdo Paulo apresentou o menor valor observado, 18,2 mm. A maior
precipitagdo ocorreu na regido de Ribeirdo Preto e equivaleu a 73,1 mm. VariagBes na
precipitacdo entre regides e entre anos coleta para a mesma regido foram observados em
trabalhos anteriores com a espécie. Por exemplo, foi observado durante a maturacdo de frutos
provenientes da regido de Lavras, uma variagdo de 175,4 mm de chuva acumulada no ano de
2009 para 24,2 mm em 2010 (Lamarca et al., 2011; Lamarca, 2013; Lamarca et al., 2013).
Foi verificado por Lamarca (2013), que quando a regido ou época de coleta proporciona
acumulo de GD necesséario para completar o desenvolvimento e maturacdo, ainda que ocorra

baixa disponibilidade hidrica a qualidade fisiol6gica das sementes ndo é afetada.
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Figura 1. Extrato do balanco hidrico sequencial de regides de coleta de sementes de Eugenia
pyriformis. Barras pretas indicam o periodo compreendido entre o florescimento e dispersdo dos
frutos.
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Tabela 1. Origem das sementes de Eugenia pyriformis. Periodo de maturagdo, classificacdo climatica das regides (Koppen) e dados meteoroldgicos, compreendidos
entre o florescimento e dispersdo das sementes (média da temperatura minima e maxima do ar, graus -dia e chuva acumulada). Caracteristicas fisicas e fisioldgicas
iniciais (teor de agua, potencial hidrico, massa seca, germinacgdo, plantulas normais e vigor). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%. *Valores médios acompanhados do desvio padrao.

Regido e epoca de coleta Mine Max  Graus-dia  Chuva  Teor de 4gua*  Potencial hidrico Massa seca Germinagdo  Plantulas normais  Vigor
(Periodo de maturagio) 9] (°Cd) (mm) (997 (-MPa) (g semente ™) (%) (%) (IVG)

Ribeiréo Preto
21°10'S, 47°52'0 e 593 m - Cwa 16-32 530 73,1 1,21 0,04 -1,62 b 0,34 b 100 a 78a 3,44 a
01/09/12 - 08/10/12 = 38
Campinas
22°52'S, 47°04'0 e 645 m - Cwa 15-29 502 24 1,23+0,17 -1,95a 0,38 b 100 a 87 a 341a
17/08/12 - 26/09/12 = 41
Lavras
21°13'S, 44°58'0 e 949 m - Cwa 15-28 459 53,5 1,37+£0,12 -1,66 b 054 a 98 a 92 a 3,20 a
15/09/12 - 23/10/12 = 39
Sédo Paulo
23°38'S, 46°37'0 e 785 m - Cwh 14-27 455 18,2 1,79 £0,05 -1,85a 0,57a 98 a 97 a 35la

14/08/12 - 25/09/12 = 43

Pariquera-agu
24°37'S, 47°53'0 e 28 m - Af 16-26 420 51 1,52 +0,12 -2,02a 0,52 a 97 a 87 a 2,06 b
10/09/12 - 17/10/12 = 38

Jumirim
22°05'S, 47°47'0 e 540 m - Cwa 13-31 395 39 1,32 +£0,09 -1,67 a 0,44 ab 96 a 93 a 3,18a
25/08/12 - 26/09/12 = 33
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia da amplitude térmica das regides de coleta durante o periodo de
formacé&o de sementes de Eugenia pyriformis.

A anélise de agUcares soluveis (Figura 4A) e amido (Figura 4B) demonstrou haver
diferenga significativa na quantidade de acucar soluvel total. Sementes provenientes de
Campinas e Lavras apresentaram os maiores valores de aglicares sollveis (115 e 108 mgg
MS respectivamente). As sementes oriundas de Pariquera-agu apresentaram a menor
concentragdo de aclcar soluvel total, 85 mg'g MS e sacarose 10,88 mglg MS (Figura 4).

Nesta regido foi detectada a menor amplitude térmica, como ja citado anteriormente, o que
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pode ter contribuido para a menor velocidade de germinacdo. Com a embebicdo, e
consequente inicio da germinacédo, os tecidos embrionarios necessitam de energia de rapida
mobilizacdo, o que poderia explicar a menor velocidade de germinacdo das sementes
provenientes de Pariquera-acu, uma vez que, 0 acumulo de acucares mais facilmente
metabolizaveis, como mono ou dissacarideos sdo mais eficientes para o desenvolvimento
inicial das plantulas.

Em média, as sementes apresentaram 100 mg'g MS de acucar soluvel total e 543,5
mglg MS de amido (Figura 4), configurando que sua principal reserva energética seja
acumulada através de grénulos de amido, ou seja, na forma insollvel. Estes resultados sdo
compativeis com os dados descritos para sementes do mesmo género, como Eugenia uniflora,

cujo amido representou aproximadamente 64% da massa seca da semente (Mello et al., 2010).

Aclcar total Amido
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Regides Regides

Figura 4. Contelido de carboidratos soltveis (A) e amido (B) mg? g MS em embrides de Eugenia
pyrifomis recém dispersas, de origens distintas. Barras representam os valores médios acompanhados
de desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

A fracdo de acucares sollveis analisada por HPAEC/PAD (Figura 5), também
demonstrou resultados similares aos de E. uniflora (Mello et al., 2010). De maneira geral, as
sementes apresentaram sacarose em maiores propor¢des e quantidades menos expressivas de
glucose, frutose e rafinose, além de tracos de estaquiose. Sementes provenientes da regido de

Lavras apresentaram acimulo de sacarose e de seus precursores, glucose e frutose.
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Figura 5. Contetdo de glucose, frutose, sacarose, rafinose e estaquiose (mg g MS) em embrides de
Eugenia pyrifomis recém dispersas, de origens distintas. Compostos foram quantificados por
HPAEC/PAD. Barras representam os valores médios acompanhados de desvio padrdo. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

As taxas respiratorias de sementes de E. pyriformis, logo apés a dispersdo natural,
demonstraram a existéncia de variacbes no metabolismo das sementes conforme sua origem
(Tabela 2). De acordo com os valores do consumo de Oz ou da producdo de COg, as origens
dos materiais, podem ser divididas em trés categorias de intensidade respiratéria: | - menor
que 0,5 umol O, ou CO2 g MStd? (x100); Il — entre 0,5 e 1,0 umol O, ou CO2 g MStd?
(x100) e Il — acima de 1,0 pmol O, ou CO; g MS? d?! (x100) (Lamarca, 2013).
Enquadrando-se portanto na categoria | as sementes provenientes de Campinas e Lavras, na
categoria Il as sementes oriundas de Pariquera-acu, Jumirim, Ribeirdo Preto e S&o Paulo.

De maneira geral, a maior diferenca entre os niveis dos gases, gerando quociente
respiratrio (QR, ou seja, relagdo CO. / Oy) inferior a 1, pode indicar a presenca de reagdes
oxidativas (além da prépria respiracdo) ou mudangas nos substratos respiratorios, ou seja
processos que consomem mais oxigénio (Labouriau, 1983). Sementes oriundas de Jumirim,
Sdo Paulo e Ribeirdo Preto apresentaram as maiores diferencas entre os gases O2 e CO> e 0s
guocientes respiratorios (QR) estatisticamente menores. Sementes oriundas dessas regifes

apresentaram também a menor propor¢do de &cido ascorbico (Figura 6), um importante
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antioxidante (Paradiso, 2012), que atua no sistema antioxidante ndo-enzimatico da célula
vegetal, reagindo contra radicais livres (Gratdo et al., 2005).

Ainda, ndo foi possivel relacionar o valor do QR de sementes provenientes de Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo e Jumirim ao teor de agua ap0ds a dispersdo, uma vez que as apresentaram
valores significativamente distintos, o que sugere que outros fatores, além do teor de agua
influenciem a atividade respiratoria dessas sementes.

De maneira geral, a analise de metabdlitos primarios (Figura 6), demonstrou que as
sementes recém-dispersas oriundas de diferentes regifes possuem um perfil metabdlico
similar, diferindo na proporcéo entre compostos.

Diferencas expressivas no perfil metabolico foram registradas pelas sementes
provenientes de Lavras que apresentaram maior proporcao de carboidratos como e galactose e
dos polidis, galactitol e pinitol, além de menor proporcao de acido citrico (Figura 6), que esta
envolvido em processos respiratorios atraves do ciclo dos &cidos tricarboxilicos. Alem disso,
observa-se para as sementes dessa regido a menor taxa respiratoria (Tabela 2), o que pode ter

diminuido os processos oxidativos.

Tabela 2. Taxas respiratorias em pmol O, ou CO, g MS? d? (x100) de sementes de Eugenia
pyriformis recém dispersas, de origens distintas. As colunas apresentam o0s valores médios
acompanhados do desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%. Letras comparam origem do material.

(O] CO2 QR
Ribeirdo Preto 0,76 + 0,15 a 0,66 + 0,09 ab 0,88 + 0,01 b
Campinas 0,44 + 0,08 b 0,43 + 0,06 cd 0,99 + 0,06 a
Lavras 0,32 £ 0,01 b 0,34 £ 0,02 d 1,08 £ 0,23 a
Séo Paulo 0,66 £ 0,06 a 0,57 = 0,07 cd 0,86 £ 0,03 b
Pariquera acu 0,70 =+ 0,10 a 0,73 £ 0,11 a 1,05 £ 0,03 a
Jumirim 0,65 + 0,11 a 0,53 £+ 0,11 cd 0,81 + 0,04 b
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Figura 6. Perfil metabolico de embriGes de Eugenia pyriformis recém dispersas, de origens distintas.
Compostos foram detectados por GC/MS. Barras representam os valores médios acompanhados de
desvio padrdo. Valores foram normalizados pela média do tratamento Ribeirdo (RIB).
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Baseado nos pardmetros analisados ndo foi possivel notar um padréo claro de variacao
dos demais compostos entre as localidades, desta maneira, uma analise multivariada foi
realizada a fim de auxiliar a elucidar os resultados encontrados.

A andlise de componentes principais (Figura 7) (Componente 1 — 24,72% e
Componente 2 — 18,95%) do perfil metabdlico demonstrou a separacdo entre as regides,
sendo Campinas e S&o Paulo, as regides menos separadas entre si, além disso, para as regides
de Jumirim e Lavras foram observadas as separacfes mais evidentes. Alguns compostos sdo
responsaveis pela separacdo das regides no Componente 1, como por exemplo, pinitol,
rafinose, estaquiose, amido, glucose, ascorbato e citrato. O Componente 2 foi influenciado
principalmente pelo &cido trednico, xilitol, eritritol e fenilalanina.

Observa-se que dentre os compostos encontram-se oligossacarideos da série da
rafinose e os ciclitdis. A presenca de rafinose e estaquiose em tecido vegetais parecem
contribuir para a tolerancia a dessecacéo e ao estresse por frio e calor (Koster & Leopold,
1988; Blackman et al., 1992; Horbowicz & Obendorf, 1994; Obendorf, 1997; Hoekstra et al.,
2001; Farrant & Moore, 2011). Em sementes que ndo acumulam rafinose e estaquiose, tem
sido proposto que os ciclitois desempenhem o0 mesmo papel que estes compostos (Horbowicz
& Obendorf, 1994; Horbowicz et al., 1998).

Além disso, uma segunda andlise de componentes principais (Figura 8), utilizando a
média das varidveis analisadas, associando-as as varidveis ambientais graus-dia e chuva
acumulados e médias das temperaturas maxima e minima, demonstra que os componentes 1 e
2 explicam aproximadamente 60% das variagdes encontradas entre os locais. O componente
1, que representa 40,95% das variacGes esta relacionado com a massa seca e teor de agua das
sementes recém dispersas, ao somatorio de graus-dia e temperatura maxima durante o periodo
de maturacdo das sementes, o componente 2 representa 19,15% das variacbes e estd
relacionado a temperatura minima durante o periodo de maturacdo das sementes e ao indice
de velocidade de germinacdo. A chuva acumulada parece estar relacionada a ambos 0s

componentes.

CONCLUSAO

As variaveis ambientais ndo afetaram, em geral, as taxas de germinacéo e producéo de
plantulas normais, tampouco o vigor destas sementes. Entretanto a analise de perfil
metabolico de sementes de E. pyriformis oriundas de diferentes regides demonstrou que estas

sementes apresentam o metabolismo distinto, e corroboram com a hipotese de que variagoes
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ambientais contribuem para diferencas fenotipicas, sendo ndo apenas o somatorio de graus-

dia, mas também a temperatura maxima e a

importantes fatores de contribuicdo para

chuva acumulada, dentre as variaveis analisadas,

0 desenvolvimento de sementes de Eugenia

pyriformis.
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Figura 7. Analise de componentes principais (PCA) contemplando as analises bioquimicas (conteido
de acucar soluvel total, amido e perfil metabdlico) de embrides de Eugenia pyriformis recém
dispersas, de origens distintas. PCA é apresentado como a combinacdo das duas primeiras dimensdes.
Cada ponto representa uma amostra bioldgica independente.
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Figura 8. Analise de componentes principais (PCA) contemplando analises fisicas e fisioldgicas (teor
de agua, potencial hidrico, massa fresca, massa seca, porcentagem de germinacdo, porcentagem de
plantulas normais, indice de velocidade de germinagdo) de sementes de Eugenia pyriformis recém
dispersas e os valores de graus-dia e chuva acumulada durante periodo compreendido entre o
florescimento e dispersdo dos frutos. PCA é apresentado como a combinacdo das duas primeiras
dimens®es. Cada ponto representa uma amostra biologica independente.
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CAPITULO I

Metabolismo de sementes de E. pyriformis Cambess. desenvolvidas sob

diferentes condi¢cdes ambientais em resposta a perda de agua
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RESUMO

Sementes recalcitrantes representam um grande desafio aqueles que necessitam armazena-las
com o proposito de conservacdo do germoplasma. Desta maneira, torna-se importante
entender os mecanismos envolvidos na sensibilidade de sementes a dessecacdo. Considerando
que condi¢des ambientais podem afetar o periodo de desenvolvimento antes da dispersdo das
sementes, é plausivel supor que a variabilidade na tolerancia a dessecacdo nao ocorra apenas
entre espécies, mas também de forma intra-especifica, em individuos de diferentes
localidades. Eugenia pyriformis Cambess., espécie arbOrea nativa do Brasil, apresenta
sementes dificeis de serem armazenadas, devido a sensibilidade a dessecacdo e as
baixas temperaturas. Nesse estudo avaliou-se as mudancas metabdlicas relacionadas ao
comportamento recalcitrante de sementes de E. pyriformis coletadas a partir de diferentes
regides, bem como a influéncia das condicdes hidricas e térmicas, durante a maturacéo. Para
isso foram coletadas sementes de E. pyriformis nos municipios de Ribeirdo Preto (SP), Lavras
(MG), Campinas (SP), Sdo Paulo (SP), Pariquera-acu (SP) e Jumirim (SP). Os resultados
demonstram variacGes no grau de tolerdncia a perda de agua entre sementes de diferentes
origens. A analise de perfil metabolico demonstrou haver o aumento de sacarose e poliois ao
longo da secagem, sendo as sementes mais tolerantes a perda de agua aquelas que
apresentaram quantidades superiores desses agucares protetores. Acredita-se que as sementes
que toleraram mais a perda de &gua tenham avancado mais no periodo de maturacao.

Palavras-chave: Myrtaceae, sementes, dessecacgdo, perfil metabdlico
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ABSTRACT

Recalcitrant seeds represent a major challenge to those who need to store them for the
purpose of germplasm conservation. Thus, it becomes important to understand the
mechanisms involved in desiccation sensitivity in seeds. Whereas environmental conditions
can affect the development period before seed dispersal, it is plausible to assume that the
variability in desiccation tolerance occurs not only between species but also intra-specifically,
between individuals from different locations. Eugenia pyriformis Cambess., native tree specie
from Brazil, presents difficult seeds to be stored due to sensitivity to desiccation and low
temperatures. In this study were analyzed the metabolic changes related to recalcitrant
behavior of E. pyriformis seeds, from different regions as well as the influence of the hydric
and thermal conditions during maturation.. E. pyriformis fruits were obtained after shedding
in the cities of Ribeirdo Preto (SP), Lavras (MG), Campinas (SP), Sao Paulo (SP), Pariquera-
acu (SP) and Jumirim (SP). The results showed that seeds exhibited variations in the degree of
desiccation tolerance according to their origin. The metabolic profile analysis revealed that
there was an increase of sucrose and polyols during drying, being more tolerant to water loss
those seeds, which showed higher amounts of protective sugars like sucrose and polyols. It is
believed that seeds that tolerate more water loss have advanced more in the maturation period.

Keywords: Myrtaceae, seeds, desiccation, metabolic profile
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INTRODUCAO

Durante o desenvolvimento, sementes tolerantes a perda de agua, também conhecidas
como ortodoxas, devem passar por trés fases: embriogénese, fase de sintese e acimulo de
compostos de reserva e, por Ultimo, a fase de desidratacdo, apos o término do acimulo de
massa seca. A transicdo da segunda para a terceira fase normalmente coincide com a
aquisicdo da tolerancia a dessecacdo (Berjak & Pammenter, 2000; Daws et al., 2004). Nas
sementes recalcitrantes ou intolerantes a dessecacdo, evidéncias fisiologicas sugerem que a
dispersdo da semente ocorra antes que as mesmas completem a segunda fase. Desta forma, o
peso seco da semente aumenta até 0 momento da abscisdo do fruto (Berjak & Pammenter,
2000; Daws et al., 2004). O nivel de tolerancia a dessecacdo aumenta nas sementes
recalcitrantes durante a maturacdo, embora ndo atinja 0 mesmo patamar encontrado nas
sementes ortodoxas (Berjak & Pammenter, 2000; Daws et al., 2004).

Considerando que as condicGes ambientais podem afetar o periodo de
desenvolvimento antes da dispersdo das sementes, € plausivel supor que sementes de uma
espécie de determinada localidade podem ser dispersas mais ou menos desenvolvidas e,
consequentemente, mais ou menos sensiveis (ou tolerantes) a dessecacdo, como constatado
em sementes de Aesculus hippocastanum (Daws et al., 2004) e sementes de Camellia
sinensis, sendo estas ultimas classificadas tanto como recalcitrantes (Berjak et al., 1993)
quanto tolerantes a dessecacdo (Amma & Watanabe, 1985; Hu et al., 1993), devido a
procedéncia dos lotes de regides distintas.

A aquisicdo da tolerancia a dessecacdo em sementes envolve diversos mecanismos,
dentre eles estdo: caracteristicas fisicas intracelulares, desdiferenciacdo celular, presenca de
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, acimulo de moléculas protetoras, como
proteinas dos tipos LEA (“late embryogenesis abundant proteins”) ¢ HSP (“heat-shock
proteins”), presenca de moléculas anfipaticas e oleosinas, desligamento do metabolismo e
presenca de determinados agucares (Pammenter & Berjak, 1999). Aclcares possuem papel
fundamental na dessecacdo, pois atuam como solutos compativeis durante a fase inicial de
perda de agua, através da estabilizacdo de macromoléculas, mantendo a conformacdo e
funcionalidade das membranas celulares (Castro & Hilhorst, 2004; Steadman et al., 1996;
Hoekstra et al., 2001), além de também contribuirem para a formacdo do estado vitreo
(Hoekstra et al, 2001) e serem capazes de diminuir o efeito de espécies reativas de oxigénio
(Smirnoff & Cumbes, 1989; Nishizawa et al., 2008).
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Sementes de Eugenia pyriformis Cambess. apresentam comportamento tipicamente
recalcitrante, com perda da viabilidade ao atingir teor de agua de 15% (Delgado & Barbedo,
2007) e perda da capacidade germinativa durante o armazenamento (Andrade & Ferreira,
2000). Lamarca et al. (2011) observaram ainda que em sementes desta espécie a variagdo na
soma térmica durante o desenvolvimento altera o indice de velocidade de germinacéo, assim
como o teor de agua com que as sementes sao dispersas, mostrando que fatores ambientais
contribuem para o desenvolvimento e tolerancia a perda de agua.

Dessa maneira, 0 objetivo deste estudo foi analisar a contribuicdo das alteragdes
metabdlicas para a tolerancia a perda de &gua de sementes em E. pyriformis Cambess.,

oriundas de diferentes localidades, e portanto, sob diferentes condi¢cGes ambientais.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental

Material vegetal

Frutos de E. pyriformis Cambess. foram coletados nas regides de Ribeirdo Preto — SP
(21° 12°S, 47° 48°0 , 571 m), Lavras — MG (21°13’S, 44°59°0, 981 m), Campinas — SP
(22°52°S, 47°04°0 , 698 m), S@o Paulo — SP (23°39°S, 46°37°0, 792 m), Pariquera-Acu (24°
42'S, 47° 53" O, 28 m) — SP e Jumirim — SP (22° 05'S ¢ 47° 47" O, 540 m) durante os meses
de setembro e novembro de 2012 — (Mapa, Anexo 1). Os frutos foram levados ao Laboratério
de Sementes do Instituto de Botanica. As sementes foram extraidas manualmente e
armazenadas em camara fria a 7°C até o inicio dos experimentos, ndo excedendo sete dias
(Barbedo et al., 1998; Andrade & Ferreira, 2000).

Secagem

Sementes maduras foram submetidas a secagem em estufa com circulacdo forcada de
ar de forma intermitente, com 10 horas a 40°C seguidas de 14h de repouso (Delgado &
Barbedo, 2007), reduzindo o teor de &gua inicial das sementes em intervalos gradativos de
10%, sendo Sp — sementes sem secagem; S;— sementes com teor de agua reduzido para 50%
(1,00 g g’V; Si — sementes com teor de &gua reduzido para 40% (0,67 g g%); S — sementes
com teor de agua reduzido para 30% (0,43 g gl). Apds secagem as sementes foram

submetidas aos mesmos testes realizados com sementes recém dispersas.
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Analises fisicas e fisiologicas

Anélise do teor de agua e contetdo de massa seca
O teor de &gua e o conteldo de massa seca das sementes foram determinados
gravimetricamente, pelo método de estufa com circulacédo interna de ar, por 17 horas a 103 °C

(ISTA, 2004). Foram utilizadas quatro repeticdes de cinco sementes cada.

Anélise do potencial hidrico

O potencial hidrico das sementes foi medido utilizando-se quatro repeticdes de cinco
sementes cada, cortadas ao meio e com tegumento. A afericdo foi realizada em equipamento
Decagon WP4 (USA) com base na temperatura do ponto de orvalho (Decagon Devices, 2001)
(Delgado, 2006).

Teste de germinacéo

O teste de germinacéo foi realizado em rolos de papel Germitest (Brasil, 2009), com
quatro repeticdes de 15 sementes cada. Os testes de germinagdo foram realizados em sala de
germinacdo, com temperatura controlada a 25 °C+ 1, com luz continua e umidade relativa
préxima a 100% (Delgado, 2006). As avaliacGes foram realizadas a cada cinco dias, durante
80 dias registrando-se 0 nimero de sementes que emitiram raiz priméria (maior que 5 mm) e
de plantulas com desenvolvimento normal da parte aérea e radicular (Lamarca et al., 2011).

Foi calculado o indice de velocidade de germinacéo através da férmula de Maguire (1962).

Anélise da atividade respiratoria

O consumo de oxigénio (O2) e a producdo de diéxido de carbono (CO2) foram
determinados em analisador modelo 6600 (Illinois Instruments, Inc., Johnsburg, EUA),
utilizando-se quatro repeticbes de dez sementes cada, seguindo metodologia descrita por
Lamarca e Barbedo (2012).

As taxas respiratorias das sementes foram estimadas em frascos de vidro (600 ml)
hermeticamente fechados, com tampas perfuradas, formando orificios que foram recobertos
por um septo de borracha, por este septo foram inseridos os eletrodos do equipamento por
onde foi tomada a amostra do ar da embalagem.

O fechamento das embalagens foi determinado como sendo o inicio do experimento, 0
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tempo zero correspondendo a atmosfera normal (21% de oxigénio e 0,03% de dioxido de
carbono). O consumo de O e a produgédo de CO; pelas sementes embaladas foram estimados
pela diferenca entre os valores medidos e os da atmosfera normal. Apos cada medida, as
embalagens eram abertas por alguns minutos para re-equilibrio com a atmosfera normal
sendo, em seguida, novamente fechadas para a continuidade do experimento. Considerando e
a pressdo atmosférica local como 0,90 atm os valores obtidos em porcentagem de O, ou de
CO. foram convertidos para presséo parcial do gas, segundo a formula p1/P=v1%/V% (Feltre,
1985), onde:

pl = pressdo parcial do gas (em atm);

P = pressao atmosférica local (=0,90 atm);

v1% = volume do gas, em porcentagem;

V% = volume total (=100%).

A seguir, baseando-se no volume das embalagens e na temperatura registrada em cada
avaliacdo, os valores foram convertidos para umol de Oz e de CO», pela equacdo de
Clapeyron, p1V=nRT, onde:

V = volume total de ar do frasco (em L)

n = ndmero de moles do gas

R = constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm L mol* K1)
T = temperatura (em Kelvin)

Os valores obtidos nas avaliagbes foram somados e divididos pela massa seca total da
amostra de sementes e pelo nimero de dias em que as sementes permaneceram nas
embalagens, obtendo-se o valor expresso em micromol por grama de massa seca por dia
(umol g MS? d?). O quociente respiratério (QR), foi calculado dividindo-se o valor obtido
para producdo de CO; pelo obtido para consumo de Oz (QR=CO2/02 1), ambos em umol g
MS d, segundo descrito por Kader & Saltveit (2002).

Analises bioquimicas

Extracéo de agUcares solUveis

A extracdo de agucares sollveis foi realizada com trés repeticdes de dez sementes
cada, utilizando-se 100 mg de material. A este material foi acrescentado 1 mL de etanol 80%,
em seguida as amostras foram incubadas a 80°C por 15 min. Ap0s esta etapa as amostras

foram centrifugadas por 15 minutos a 1000 g. O sobrenadante foi recolhido e reservado e 3
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novas extracdes foram realizadas em etanol 80% com o residuo, seguindo o procedimento
recém descrito. O sobrenadante foi utilizado para dosagem de aclcares solUveis totais
(Dubois et al., 1956) e os residuos das amostras foram lavados com agua, congelados,

liofilizados e armazenados para posterior dosagem de amido.

Dosagem de acgucares soluveis

Apdbs extracdo de acucares soluveis, os sobrenadantes das amostras tiveram seu volume
igualado e foram, entdo, utilizados para a quantificagdo dos acucares através do método de
fenol-sulftrico (Dubois et al., 1956), sendo utilizada uma solugdo de glucose (100 pg mL™)
como padrdo. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro, a 490 nm, em
triplicatas para cada amostra. Apos a quantificacdo dos agucares totais pelo método do fenol-
sulfarico, separaram-se 1 mL das amostras e estas foram entdo deionizadas em colunas
contendo resinas de troca catinica e anidnica Dowex, sendo eluidas com 10 volumes de agua
deionizada. O material eluido teve seu pH neutralizado com hidréxido de aménio. Os eluatos
foram concentrados até secagem completa e retomados em 1 mL de agua deionizada, sendo
novamente quantificados e um volume contendo 300 pg de acucar, de cada repeticdo, foi
analisado em sistema HPAEC/PAD (Dionex ICS-3000, EUA) composto por coluna
CarboPac PA-1 (2 x 250 mm - Dionex, EUA) utilizando-se um gradiente de 150 mM
de hidrdxido de sodio (eluente B) e agua (eluente A), de acordo com a seguinte programacao:
0-25 min, 66,7% eluente B; 25-30 min, 100% eluente B; 30-35 min, 66.7% eluente B, com
taxa de fluxo de 0,25 mL min. Os aglcares foram identificados através de comparagio com

padrdes auténticos (Sigma-Aldrich Co., EUA).

Dosagem de amido

A dosagem de amido foi realizada através de digestdo enzimatica, utilizando aliquotas
de 10 mg de cada residuo liofilizado apds extracdo com etanol 80%, seguindo protocolo
descrito por Amaral et al. (2007). Ao material liofilizado foi adicionada solugédo contendo 120
unidades mL de o-amilase (Megazyme) diluida em tampdao MOPS 10 mM pH 6,5. As
amostras foram incubadas a 75 °C por 30 min. Este procedimento foi repetido mais uma vez.
As amostras foram resfriadas até 50 °C e foi adicionado 0,5 mL de solucdo contendo 30
unidades mL de amiloglucosidase (Megazyme) em tampdo acetato de sédio 100 mM pH 4,5.
As amostras foram incubadas a 50 °C por 30 min, sendo o procedimento novamente repetido.

Apobs as incubacdes, foram acrescentados 100 pL de acido perclérico 0,8 M para o término da
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reacdo e precipitacdo de proteinas. As amostras foram centrifugadas e os extratos foram
dosados através de quantificacdo da glicose liberada no processo de hidrolise. Para tal foram
retiradas aliquotas de extrato, as quais foi adicionado o Reagente Glicose PAP Liquiform
(Labtest), contendo as enzimas glicose oxidase e peroxidase além dos reagentes 4-
aminoantipirina e fenol. Apds incubacdo por 15 min a 37°C, o teor de glicose foi determinado
em leitor de microplacas de ELISA em comprimento de onda de 490 nm. A curva padréo foi

construida a partir de quantidades crescentes de glicose na concentracdo de 1mg mL™,

Andlise do perfil metabdlico

O perfil metabdlico foi analisado por cromatografia gasosa e espectrometria de massas
(GC/MS) seguindo método de Roessner et al. (2001), modificado, utilizando-se seis
repeticbes de dez sementes cada. Amostras de sementes de E. pyriformis coletadas em
diferentes localidades foram congeladas, pulverizadas em nitrogénio liquido e extraidas em
solucdo metanol:cloroférmio:agua, na proporcao de 12:5:1, com adicdo de padréo interno (0,2
mg mL* adonitol em agua) para auxiliar as normalizagGes durante a quantificagdo. A mistura
foi incubada a 60°C por 30 min sob agitacdo e centrifugada a 13.000 rpm por 5 min. A fase
polar foi submetida a secagem e derivatizada com 150 pL de piridina, 50 ul de N,O-Bis
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e 50 pl de cloridrato de metoxilamina (0,2 mg ml
piridina) sob agitacdo durante 1 h a 75°C. Amostras foram injetadas automaticamente em um
sistema GC/MS (Agilent GC 6890 e MSD 5973N series, Agilent Technologies, EUA).
Foi utilizada coluna HP-5 MS (30 m de comprimento x 0,25 m de espessura x 0,25 pum de
filme - Supelco, EUA). A temperatura de injecdo foi ajustada para 230°C, a interface em
250°C, e a fonte de ions ajustada em 150°C. O géas hélio foi utilizado como carreador com
fluxo de 1 mL min. As analises foram realizadas de acordo com a seguinte programagao: 5
min de aquecimento isotérmico a 70°C, seguido por um aquecimento com taxa de 5°C min !
até atingir 280°C, e ao final 1 minuto de aquecimento a 280°C. Os espectros de massa foram
registados na faixa de 50-600 m/z. Os cromatogramas e os dados de espectrometria de massa
foram avaliados utilizando o programa Chemstation (Agilent Technologies, EUA). Os picos
foram identificados e comparados com padrdes auténticos, com a NIST 08 Mass Spectral
Library (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia) e com o banco de dados Golm
Metabolome Database - GMD (Hummel et al, 2010).

55



Dados Meteoroldgicos

Obtencédo dos dados

A caracterizacdo climatoldgica regional (temperaturas méxima e minima — diéria e
precipitacdo - diéria) foi obtida através de dados das estacBes meteoroldgicas, do Instituto
Agrondmico de Campinas (CIIAGRO), Campinas- SP, Instituto Astronémico e Geofisico da
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo- SP, Estacdo Meteoroldgica de Ribeirdo Preto,

Ribeirdo Preto — SP e do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), Lavras — MG

Soma térmica

A soma térmica foi calculada desde a antese até a dispersdo natural das sementes.
Inicialmente inflorescéncias no periodo de maximo florescimento da espécie foram marcadas.
Os frutos e sementes foram colhidos imediatamente apds a dispersdo, ao apresentarem
coloracdo caracteristica para a espécie (Lamarca, et al., 2011).

O somatério de graus-dia (GD) foi realizado desde a antese até a coleta, segundo as

seguintes equacdes, propostas por Villa Nova et al. (1972):

GD =(Tm-Tb) + (TM - Tm)/2, para Tm > Tb;
GD=(TM-Th)2/2(TM -Tm), paraTm<The
GD =0, paraTh > TM.

Em que:

GD = graus-dia (°C d);

TM = temperatura maxima diaria (°C);

Tm = temperatura minima diaria (°C) e

Tb = temperatura base (°C).

Os graus-dia acumulados foram calculados considerando-se a temperatura base de
10 °C, conforme descrito em Pedro Junior (1977). Foram calculados ainda o balanco hidrico
sequencial, segundo o modelo proposto por Thornthwaite & Mather (1955), em nivel de

escala decendial, com capacidade de 4gua disponivel (CAD) de 125 mm (Rolim et al., 2007).
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Forma de anélise dos resultados

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de méedias em esquema
fatorial (Tukey), com nivel de significancia de 5%, através do programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2011). A andlise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando-se o
software PAST (Hammer et al., 2001), sendo incluidos na analise apenas os compostos
presentes em todos os tratamentos. Foi realizada analise de correlacdo (variavel X variavel)
pelo teste de Pearson com nivel de significancia de 5%, sendo excluidas variaveis com alta

correlagéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A soma térmica pode influenciar na maturacdo de sementes, propiciando o acumulo de
matéria seca (Daws et al., 2004, 2006; Lamarca et al., 2011), no entanto, no presente estudo,
sementes recém dispersas provenientes de Ribeirdo Preto e Campinas, cuja soma térmica ao
longo da maturagdo foi superior as demais (530 GD e 502 GD, respectivamente) (Tabela 1),
apresentaram teor de 4gua e massa seca similares entre si, porém ao contrario do esperado as
sementes foram dispersas com baixa massa seca (Tabela 2).

De acordo com Lamarca e colaboradores (2011) a amplitude térmica com que
sementes de E. pyriformis sdo formadas pode influenciar no acimulo de material de reserva,
ocorrendo 0 maximo de acumulo quando a amplitude térmica diaria, durante o periodo de
maturacdo, é superior a 12°C. Entretanto sementes oriundas de Ribeirdo Preto e Campinas,
cuja massa seca das sementes recém dispersas foi significativamente menor que as demais,
apresentaram frequéncia de distribuicdo da amplitude térmica durante o periodo de formacéo
das sementes (Figura 3, Cap. 1) similar a regido de Lavras.

Inicialmente ndo foram observadas diferencas significativas na germinacéo e formacao
de plantulas normais em sementes de E. pyriformis coletadas em diferentes locais, recém
dispersas e com teor de umidade reduzido ao primeiro nivel de secagem S; (50%) (Tabela 3).
No entanto, quando secas até o segundo nivel de secagem Si (40%) todos os tratamentos
apresentaram diferencas significativas para germinacéo, plantulas normais e IVG. Além disso,
sementes de S&o Paulo e Campinas diferiram significativamente dos demais locais e
apresentaram as maiores reducdes nos valores de germinagdo respectivamente 69% e 56% e

plantulas normais 73% e 64% (Tabela 3). O indice de velocidade de germinacdo destes
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tratamentos também foi o mais afetado, com diminui¢do expressiva entre sementes recém-
dispersas e com teor de agua reduzido para 40% (Tabela 3).

Sementes oriundas de Lavras, submetidas ao tratamento Sy, apresentaram as maiores
taxas de germinacdo (58%), pléntulas normais (40%) e IVG (0,98), nédo diferindo
estatisticamente do tratamento Sy (Tabela 3).

Desta forma, esses resultados sugerem que as sementes coletadas em S&o Paulo e
Campinas, dentre os locais estudados, sejam as mais sensiveis a perda de dgua, ao passo que
sementes provenientes de Lavras mostraram-se mais tolerantes. Em estudo desenvolvido por
Lamarca et al., (2011) sementes de E. pyriformis coletadas em Lavras, cujas quantidades de
graus-dia durante o desenvolvimento e a maturacdo foram maiores, apresentaram melhor
desempenho germinativo, fora da faixa térmica 6tima, em relacdo as sementes coletadas em
Campinas e Séo Paulo.

Entretanto, observa-se, para as regides de Campinas e S&o Paulo que apesar dos
valores do somatorio de graus-dia ndo serem 0s mais baixos registrados entre todas as regides,
e apresentarem o0s maiores ciclos de maturacdo, a chuva acumulada no periodo de
desenvolvimento foram os menores valores observados, 24 e 18,2 mm, respectivamente
(Tabela 1).

Além disso, as sementes provenientes de Ribeirdo Preto, cujo somatério de GD foi
superior, apresentaram comportamento similar aos demais tratamentos, quando submetida ao
primeiro nivel de secagem (Si) no que se refere a germinag&o e plantulas normais. No entanto,
o indice de velocidade de germinacdo foi estatisticamente maior, permanecendo superior,
juntamente com as sementes coletadas em Lavras, quando submetidas ao ultimo nivel de
secagem (Smi), sugerindo que o somatorio de graus-dia influencia na qualidade das sementes.
A disponibilidade hidrica parece ser tambeém um fator condicionante na maturacdo de
sementes de E. pyriformis (Tabelas 1 e 3), tendo em vista que apesar de apresentar o maior
valor de chuva acumulada, somatério de GD e amplitude térmica concentrada acima de 12°C,
as sementes oriundas de Ribeirdo Preto ndo foram as mais tolerantes a perda de agua.
Entretanto, dentre todas as regides de coleta, esta foi a Unica cujas sementes ndo receberam
chuva ao final do periodo de maturacédo (Figura 2, Cap. 1).

Lamarca e colaboradores (2013) observaram que em anos de maior deficit hidrico, o
periodo de maturacdo das sementes de E. pyriformis foi mais curto e com um menor
somatorio de GD. No entanto, as sementes foram dispersas aparentemente mais maduras. No

presente estudo, as sementes oriundas das seis regides tiveram sua maturacdo em periodo de
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déficit hidrico, como demonstrado pelo balango hidrico sequencial apresentado no Capitulo 1
(Figura 1, Cap. 1). No entanto observa-se que a regido de Lavras sofreu um maior periodo de
seca, com excedente apenas no inicio do ano e final do més de abril, reiterando a influéncia do
balanco hidrico na maturacdo de sementes de E. pyriformis.

A andlise de potencial hidrico (Tabela 2), que representa a energia livre da agua, ndo
demonstrou interacdo fatorial (local de origem das sementes X nivel de secagem). As
sementes foram dispersas com aproximadamente -1,79 MPa. De acordo com a classificacdo
proposta por Vertucci & Farrant (1995), este valor corresponde a 4gua do tipo 5, considerada
agua livre, cuja ocorréncia é observada em potenciais hidricos acima de -2MPa.

A &gua do tipo 4 encontra-se entre -2MPa e -4MPa, ocupando poros e capilares e ndo
interagindo com a superficie das proteinas, valor ndo observado nos tratamentos de secagem
aplicados a sementes de E. pyriformis, a agua do tipo 3 é observada entre -4MPa e -11MPa e
forma pontes com sitios hidrofobicos de macromoléculas, valores observados para 0s niveis
Sie Si de secagem, ja o tratamento Sy correspondeu a agua do tipo 2, entre -12 MPa e -150
MPa, que tem caracteristicas do estado vitreo e interage com sitios hidrofilicos das
macromoléculas. No entanto, destaca-se que espécies intolerantes a dessecacdo podem néo
apresentar carboidratos em qualidade e/ou quantidade suficiente para atingir o estado vitreo.
O ultimo tipo de agua, do tipo 1, corresponde a agua ligada quimicamente por grupos iénicos

ocorrendo abaixo de -150 MPa, ndo observado nos tratamentos de secagem.

Tabela 1: Origem das sementes de Eugenia pyriformis. Periodo de maturacdo, classificacdo climatica
das regides (Koppen) e dados meteoroldgicos, compreendidos entre o florescimento e dispersdo das
sementes (média da temperatura minima e maxima do ar, graus-dia e chuva acumulada).

Regido e época de coleta Periodo de maturagdo Min e Méax Graus-dia Chuva
€9 (°Cd)  (mm)

Riberdo Preto

01/09/12 - 08/10/12 = 38 16-32 50 731
21°10'S, 47°52'0 e 593 m - Cwa
Campinas 17/08/12 - 26/09/12 = 41 15-29 502 24
22°52'S, 47°04'0 € 645 m - Cwa
Lavras 15/09/12 - 23/10/12 = 39 15-28 459 535
21°13'S, 44°580 € 949 m - Cwa
Sdo Paulo 14/08/12 - 25/09/12 = 43 14-27 455 182
23°38'S, 46°37'0 € 785 m - Cwh
Pariquera-acu 10/09/12 - 17/10/12 = 38 16-26 420 51
24°37'S, 47°530 € 28 m - Af
Jumirim

25/08/12 - 26/09/12 = 33 1331 305 39

22°05'S, 47°47'0 e 540 m - Cwa
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Tabela 2. Parametros fisioldgicos de sementes de Eugenia pyriformis de origens distintas, submetidas a secagem. So — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel de secagem; S
— segundo nivel de secagem; Sy - terceiro nivel de secagem. Valores representam média + desvio padrdo de quatro repeticdes bioldgicas. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%. Letra mailscula compara a origem do material e mindscula compara niveis de secagem.

So S Si S Média
Teor de 4guagg
Ribeirdo Preto 121 + 004 Ca 1,05 + 0,06 Aa 073 £+ 0,05 Ab 054 + 011 Ac -
Campinas 123 + 0,17 Ca 098 <+ 0,02 Ab 068 £ 009 Ac 043 + 0,01 Bd -
Lavras 1,37 + 0,12 BCa 098 + 0,05 Ab 065 + 004 Ac 041 + 004 Bd -
Séo Paulo 1,79 + 005 Aa 099 + 0,04 Ab 077 £ 003 Ac 035 + 007 Bd -
Pariquera agu 152 + 0,12 ABa 093 =+ 0,06 Ab 0,74 £ 0,06 Ac 057 + 0,07 Ad -
Jumirim 132 + 0,09 BCa 097 =+ 0,05 Ab 068 + 003 Ac 042 + 005 Bd -
Massa fresca g
Ribeirdo Preto 0,74 + 0,13 Da 0,86 + 0,05 BCab 067 + 006 Chb 067 + 010 ABb -
Campinas 085 + 0,13 CDa 098 + 0,10 Ba 045 + 0,04 Db 0,48 + 0,08 Cb -
Lavras 1,28 <+ 0,07 Ba 1,16 = 0,05 Aa 092 £ 0,11 Bb 0,78 = 011 Ab -
Séo Paulo 158 + 0,14 Aa 1,19 + 0,13 Ab 1,11 + 0,07 Ab 065 <+ 0,05 ABCc -
Pariquera agU 1,32 + 0,08 Ba 0,85 + 0,05 BCh 057 + 004 CDc 052 + 005 BCc -
Jumirim 102 + 012 Ca 0,71 + 0,04 Ch 059 + 0,04 CDbc 052 + 0,07 BCc -
Massa seca g*
Ribeirdo Preto 034 + 0,06 Db 042 + 0,023 CDab 039 + 0,04 Bab 043 + 0,04 BCb -
Campinas 038 + 0,07 CDb 049 + 0,053 BCa 027 £ 0,01 Cc 0,33 + 0,05 CDbc -
Lavras 054 % 0,05 Aa 059 + 0,013 ABa 056 £ 0,06 Aa 055 + 0,07 Aa -
Séo Paulo 057 + 0,06 Aab 060 <+ 0,056 Ab 063 + 003 Aa 048 + 0,04 ABa -
Pariquera agu 052 =+ 0,04 ABa 0,44 + 0,019 CDab 033 £ 0,02 Bbc 0,33 + 0,03 Dc -
Jumirim 044 + 0,06 BCa 036 + 0024 Ca 035 £ 0,02 BCa 0,36 + 0,04 CbDa -
Potencial hidrico (-MPa)
Ribeirdo Preto -162 + 0,11 -463 = 0,50 -7,42 + 1,09 -12,79 = 3,72 -6,61a
Campinas -1,95 + 0,10 -461 + 0,36 -884 + 156 -14,48 + 3,73 -7,47 ab
Lavras -166 + 0,07 -5,77 + 0,46 961 + 1,00 -1450 + 1,30 -7,87 ab
Séo Paulo -1,85 £ 0,17 -437 = 0,34 -7,21 £ 0,73 -16,33 = 1,21 -7,44 ab
Pariquera agu -2,02 + 0,16 -7,13 = 0,78 963 + 185 -1468 + 1,66 -8,36 b
Jumirim -167 =+ 0,13 -532 + 0,31 -857 + 0,84 -14.67 = 2,79 -7,55 ab
Média -1, 79 A -5,30B -8,54 C -14,57D
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Tabela 3. Parametros fisioldgicos de sementes de Eugenia pyriformis de origens distintas, submetidas a secagem. Sp — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel de secagem; S
— segundo nivel de secagem; Sy - terceiro nivel de secagem. Valores representam média + desvio padrdo de quatro repeti¢Oes bioldgicas. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%. Letra maitscula compara origem do material e mintscula compara niveis de secagem.

So S, S Sui Média
Germinagao (%)
Ribeirdo Preto 100+ 000 Aa 98+ 3,33 Aab 83+ 385 Ab 38+ 1000 BCc -
Campinas 100 = 0,00 Aa 98 + 3,85 Aa 44 + 385 Bb 22+ 1540 BCc -
Lavras 98+ 333 Aa 97 + 3,85 Aa 73+ 1440 Ab 58+ 1836 Ab -
Séao Paulo 98+ 333 Aa 92 + 6,38 Aa 30+ 1277 Bb 10+ 6,67 Cc -
Pariquera agu 97+ 577 Aa 93+ 577 Aab 80 + 0,00 Ab 20+ 2828 Cc -
Jumirim %+ 7,70 Aa 100 £ 0,00 Aa 78+ 1540 Ab 18+ 1388 Cc -
Plantulas normais (%6)
Ribeirdo Preto 78+ 1000 Aa 83+ 12,77 Aa 53+ 1089 ABb 20+ 544 ABc -
Campinas 87+ 1333 Aa 78+ 1388 Aa 22+ 7,70 Cb 16 £+ 1018 Bb -
Lavras 92+ 638 Aa 93+ 544 Aa 38+ 2203 BCb 40+ 1805 Ab -
Séao Paulo 97+ 38 Aa 88+ 3,33 Aa 23+ 861 Cb 10+ 471 Bb -
Pariquera agu 87+ 1528 Aa 73+ 1155 Aa 47+ 1528 ABD 10+ 1414 Bc -
Jumirim 93+ 667 Aa 91+ 7,70 Aa 60+ 1155 Ab 11+ 1388 Bc -
IVG
Ribeirdo Preto 344+ 0,09 Aa 292 + 0,18 Ab 128 + 0,23 Ac 058 + 0,09 Abd -
Campinas 341+ 033 Aa 218 £ 0,28 Bb 048 £ 0,05 CDc 027 £ 0,16 BCc -
Lavras 320+ 029 Aa 169+ 011 Cb 119+ 027 Abc 098+ 0,26 Ac -
Séo Paulo 351+ 027 Aa 250+ 0,33 Bb 035+ 0,15 Dc 012 £ 0,07 Cc -
Pariquera acgu 206+ 016 Ba 111+ 0,17 Db 080 + 0,03 BCb 018+ 0,25 Cd -
Jumirim 318+ 0,06 Aa 250 + 0,25 Bb 123+ 0,39 Ac 025+ 0,24 BCd -
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Sementes ortodoxas, quando secas, apresentam diminui¢do das taxas respiratorias
(Hell et al., em preparo para publicacdo), no entanto E. pyriformis é classificada como
intolerante a dessecacdo e, portanto, este comportamento ndo pode ser extrapolado para esta
espécie. De maneira geral, foi observada a diminuicdo das taxas respiratorias entre oS
tratamentos So e S, seguidos pela tendéncia de aumento da atividade respiratdria entre os
tratamentos de secagem S; e Sy (Figura 1), que foi significativo para sementes provenientes
de Lavras, Sdo Paulo e Jumirim. Esta informacéo, somada aos demais resultados fisiologicos,
sugere que o maior nivel de estresse seja induzido em teores de dgua proximos a 40%.

Os resultados da analise de agucar total indicam o aumento de agucar soltvel durante a
secagem (Figura 2), como observado em folhas de Trifolium repens L. sob estresse hidrico,
cujo acumulo de carboidratos soltveis durante o déficit hidrico foi causado principalmente
pela hidrolise de amido armazenado e ndo por novas sinteses (Lee et al., 2008). Além disso,
Kuo et al., (1988) sugeriram que o aumento de agUcares totais durante 0 armazenamento em
camara fria € resultado da hidrdlise de polissacarideos de reserva, como o amido, devido a
atividade metabdlica, contribuindo para a conservacdo da viabilidade das sementes. Em
sementes de E. uniflora foi observada a diminuicdo significativa de amido e aumento de
acucares soluveis ao longo da secagem (Mello, 2008), no entanto, no presente estudo com
excecdo das sementes provenientes de Sdo Paulo, ndo foi observada a diminuicdo da
concentracdo de amido durante a secagem de sementes de E. pyriformis oriundas de diferentes
regides (Figura 2).

Quando comparada a quantidade de acucar sollvel entre as sementes de diferentes
localidades, observa-se que sementes recém-dispersas de todas as regiGes apresentaram
guantidade similar de acglcar solavel total (Figura 2). No entanto, ao serem submetidas ao
primeiro tratamento de secagem ocorreram mudancas na quantidade de agUcar solivel. As
sementes de Jumirim apresentaram a maior quantidade de acucar sollvel e sementes
provenientes de Ribeirdo Preto a menor. Quando submetidas ao segundo nivel de secagem,
correspondente a 40% de agua (quando ocorrem as maiores diferencas nos valores de
germinacao, plantulas normais e IVG) observa-se que as sementes de S&o Paulo e Campinas,
que sdo aquelas com maior sensibilidade a perda de &gua, apresentam as menores

concentragOes de agucar soluvel total (Figura 2).
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Figura 1. Taxas respiratdrias de sementes de Eugenia pyriformis de origens distintas, submetidas a
secagem. Sp — sementes sem secagem; S; — primeiro nivel de secagem; Sy — segundo nivel de secagem;
S - terceiro nivel de secagem. Valores representam média + desvio padrdo de quatro repeticdes
bioldgicas. Valores expressos em: Respiracdo (umol O, ou CO, gMS™ d? (x100)). O, — consumo de
oxigénio — linha cinza; CO, — producéo de gas carbdnico — linha preta; QR — quociente respiratério —
linha pontilhada. Letras comparam niveis de secagem dentro de cada local. Regides de Campinas e
Pariquera-agu ndo apresentam o Gltimo nivel de secagem devido a quantidade insuficiente de sementes
produzidas.

A andlise da composicdo de aclcares por HPAEC/PAD, demonstrou que sementes
provenientes de Campinas (Figura 3), apresentaram a menor quantidade de sacarose em
relacdo as sementes das demais regiGes. Além disso, ndo ocorreu 0 aumento significativo
deste carboidrato ao longo da secagem, como observado nos demais tratamentos. Houve,
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ainda, apenas o incremento de glucose quando realizada a secagem Spi (40%), sendo
observada também a diminuicdo de rafinose ao longo da secagem. As sementes oriundas de
Sdo Paulo apresentaram o aumento de sacarose, quando submetidas aos tratamentos Sy (40%)
e Sm (30%), glucose e frutose aumentaram no ultimo nivel de secagem S (30%) e foi
observada diminuig&o de rafinose a partir do segundo nivel de secagem (Su).

Em contrapartida, as sementes provenientes de Lavras, que se mostraram mais
tolerantes a perda de agua, apresentaram aumento significativo de sacarose, glucose e frutose,
até o segundo nivel de secagem (Sn) e a concentracdo de rafinose ficou inalterada (Figura 3).

Além disso, sementes provenientes de Lavras apresentaram concentracdes mais altas
de carboidratos soltveis. Houve um incremento de sacarose de 35,81 para 102,09 mg g* MS
ao final da secagem e glucose de 11,81 a 47,86 mg g* MS, enquanto que as sementes
provenientes de Campinas apresentaram quantidade significativamente menor, com aumento
de sacarose de 21,5 para 35,12 mg g™t MS ao longo da secagem, e glucose de 6,98 para 15,88
mg gt MS (Figura 3).

A sacarose teria 0 papel de impedir a aproximacédo das proteinas de membranas umas
as outras, substituindo fisicamente a 4gua quando esta é removida na secagem e, dessa forma,
prevenindo sua proximidade lateral (Hoekstra et al., 2001), que promoveria mudangas nos
fosfolipideos e em alguns componentes da membrana que sd@o acompanhadas pela exclusdo de
proteinas integrais (Bryant et al., 2001; Koster & Bryant, 2005; Halperin & Koster, 2006),
desta maneira, protegendo os tecidos vegetais, o que pode ter contribuido para a maior
tolerancia a perda de agua das sementes oriundas de Lavras.

Além da sacarose, 0s oligossacarideos da série da rafinose (OSR) parecem também
contribuir para a tolerdncia a dessecacao, uma vez que sdo acumulados durante a maturacéo,
na fase de secagem em sementes tolerantes a dessecacdo (Steadman et al., 1996; Obendorf,
1997; Hoekstra et al., 2001; Buitink et al., 2003; Leduc et al., 2012). No entanto, observa-se
qgue sementes de E. pyriformis, possuem independente da origem do material, baixa
guantidade de rafinose (Figura 3). Porém, as sementes mais sensiveis a dessecacdo,
provenientes de Campinas e S&o Paulo, apresentam maiores proporc¢des deste carboidrato em
relacdo a sementes oriundas de Lavras, cuja tolerdncia a perda de agua foi superior as demais,
sugerindo que a rafinose, em sementes de E. pyriformis ndo tenha papel crucial na protecédo

contra a dessecacgao.
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Figura 2. Teor de carboidratos soltveis e amido (mg g* MS) de sementes de Eugenia pyriformis de origens
distintas, submetidas a secagem. Sp — sementes sem secagem; Sy — primeiro nivel de secagem; S;; — segundo
nivel de secagem; Si - terceiro nivel de secagem. Valores representam média + desvio padrdo de quatro
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Figura 3. Contetido de glucose, frutose, sacarose e rafinose (mg*gMS) em embrides de Eugenia
pyrifomis de origens distintas, submetidas a secagem. So — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel
de secagem; Sy — segundo nivel de secagem; Sy - terceiro nivel de secagem. Compostos foram
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padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%. Letra
maiuscula compara origem do material e mindscula compara niveis de secagem.
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Anélise de perfil metabdlico

A andlise de perfil metabolico demonstrou o padrdo de aumento em determinados
compostos ao longo da secagem. Independente da regido de origem das sementes observa-se a
tendéncia de aumento de galactose, galactitol, manitol, pinitol (Figuras 4A, B, C, D, E, F). No
entanto, observa-se que sementes oriundas de Lavras, Pariquera-acu e Jumirim (4C, Ee F) o
aumento desses compostos se da principalmente entre os dois primeiros tratamentos (So e Si),
ao passo que em sementes provenientes de Ribeirdo Preto, Campinas e Sao Paulo (4A, B e B)
0 aumento desses compostos ocorreu entre os dois primeiros niveis de secagem (S e Si),
sugerindo metabolismo diferenciado, independente do teor de &gua e potencial hidrico,
evidenciando a importancia do estadio de maturidade fisiolégica com que as sementes sdo
dispersas (Barbedo et al., 2013).

Foi observada a tendéncia de diminuicdo de &cido ascorbico, em especial entre o0s
tratamentos Sy e Sy (Figuras 4A, B, C, D, E, F). No entanto, ndo foi observado o aumento de
acido trednico, produto da degradacdo do acido ascérbico. Sua presenca pode indicar um
estresse oxidativo, uma vez que o acido L-ascorbico é oxidado a acido L-deidroascorbico para
formar um sistema redox, que pode ser oxidado irreversivelmente ao acido 2,3-dicetogulénico
com perda da atividade redutora, podendo ser entdo convertido em éacido oxalico e acido L-
trednico (Tavares et al., 2010).

Foi observada também a presenca de treitol e eritritol, mas sem padrdo de
comportamento aparente. Ambos sdo agUcares alcoois, cuja biossintese ainda ndo esta
completamente elucidada, no entanto sua presenca tem sido descrita para organismos
tolerantes a dessecacdo, como Sporobolus stapfianus (Oliver et al.,, 2011) e a baixas
temperaturas (-60 °C), como o besouro do alasca (Walter et al., 2009).

Outros polidis, como manitol e xilitol, também foram observados em sementes de E.
pyriformis. O manitol tem um importante papel como osmolito e soluto compativel,
protegendo contra o estresse salino e atuando na osmorregulacdo (Stoop, 1996), além disso,
atua na tolerancia a seca, uma vez que tem a capacidade de diminuir os efeitos deletérios das
espécies reativas de oxigénio (Smirnoff & Cumbes, 1989). Dessa maneira, a tendéncia de
aumento deste composto, juntamente com demais polidis, ao longo dos tratamentos de
secagem, pode indicar uma estratégia de protecdo contra o estresse oxidativo.

O xilitol, por sua vez, além de atuar como os demais polidis na protecdo contra seca,
como visto, por exemplo em plantas de Selaginella lepidophylla (Yobi et al., 2011), é o

precursor de hemicelulose xilana, componente da parede celular, que desempenha um papel
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central durante a fase de dessecacdo devido a manutencdo essencial entre a associacdo da
parede celular e da membrana plasmatica (Vicré et al., 2004), no entanto excetuando-se
sementes provenientes de Campinas, que apresentaram tendéncia de diminuicdo deste

composto (Figura 4B), ndo foi observado um padrdo de comportamento.

Analise de componentes principais

A analise de componentes principais (PCA), associando 0s niveis de secagem as
alteracbes metabdlicas de sementes de E. pyriformis oriundas de diferentes regides (Figura 5),
demonstrou a separacao das regides em relacdo ao teor de agua (So, Si, Si, Sni).

De maneira geral, observaram-se trés separacfes entre as regides, sendo Pariquera-
acu, Jumirim e Campinas menos separadas entre si, assim como Ribeirdo Preto e Sdo Paulo,
sendo o0 metabolismo mais distinto o das sementes provenientes de Lavras. Além disso, é
possivel observar que o metabolismo inicial das sementes oriundas de Lavras esta proximo ao
de sementes originarias de Ribeirdo Preto, submetidas a secagem até 30% de umidade (Figura
5).

Ademais, o Componente 1 foi responsdvel por aproximadamente 45,93% das
variacbes encontradas e esta relacionado principalmente aos 4acidos organicos. J& o
Componente 2, responsavel pela separacdo das secagens, explicou 20,34% das variacOes.
Observa-se neste caso, 0 acimulo de aclcares alcoois ao longo da desidratacdo de sementes
de E. pyriformis, sugerindo que os polidis tenham um importante papel na tolerancia a perda
de agua na espécie em estudo. Tem-se atribuido aos poliois papel similar aos oligossacarideos
da série da rafinose, quando estes ndo estao evidenciados (Peterbauer & Richter 2001; Borges
et al., 2006; Leduc et al., 2012). Em sementes de Caesalpinia echinata, espécie tolerante a
dessecacdo, foram encontradas quantidades elevadas de polidis, como myo-inositol, pinitol,
ciceritol e ciclitdis galactosilados (Borges et al., 2006). Estes compostos sdo importantes na
protecdo contra dessecacdo e outros fatores ambientais de estresse, promovendo a formacéo
de um estado vitreo que protege macromoléculas (Leopold et al. 1994) ou estabilizando
membranas diretamente, através da substituicdo de moléculas de agua entre as extremidades
polares dos fosfolipideos (Crowe et al., 1998).

Quando analisadas as origens do material separadamente, a PCA relacionando 0s
niveis de secagem ao metabolismo de sementes de E. pyriformis, demonstrou de maneira

geral, que os tratamentos So e S; estio menos separados entre si, assim como Sy e Sn,
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corroborando com as andlises fisioldgicas, indicando que as maiores alteracbes no
metabolismo ocorram entre os niveis S; (50%) e Si (40%) (Figuras 6A, B. C, D, E e F).

De maneira geral, a presenca de acido chiquimico, relacionado aos tratamentos Sp e S
(Figuras 6B, D e F) e Siy e S (Figuras 6A, C e E), indica a presenga de um metabolismo
secundario ativo. A via do &cido chiquimico é a principal rota de producdo dos aminoécidos
aromaticos, como a fenilalanina, tirosina e triptofano (Herrmann & Weaver, 1999). Segundo
Herrmann (1995), os aminoacidos aromaticos ndo sdo somente utilizados para a producdo de
proteinas em plantas, mas também como precursores de um grande numero de metabolitos
secundérios, como pigmentos, flavondides e taninos. Além disso, rotas intermediarias podem
servir como substrato para outras vias metabdlicas, incluindo a biossintese de acido quinico e
produtos derivados, como o &cido clorogénico (Herrmann & Weaver, 1999), que séo
conhecidos pela sua capacidade antioxidante (Nogueira & Trugo, 2003; Niggeweg et al.,
2004; Moore et al., 2005). No entanto, excetuando-se o0 aminoécido fenilalanina, nenhum
composto da rota do acido chiquimico foi observado pela metodologia utilizada para a espécie
em estudo.

Sementes provenientes de Ribeirdo Preto, Pariquera-acu e Jumirim (6A, E e F)
apresentaram 0s compostos rafinose, &cido citrico, &cido ascérbico e A&cido trednico
relacionados aos tratamentos So e Si. Os poliois eritritol, xilitol, galactinol, myo-inositol,
pinitol, assim como acido fosférico e a sacarose parecem estar relacionados aos niveis Sy e
Sni.

A andlise de componentes principais de sementes das regifes de Campinas e S&do
Paulo (Figura 6B e D), cuja sensibilidade a perda de agua foi superior as demais, demonstrou,
dentre os polidis, o acimulo apenas de galactinol ao longo da secagem, sugerindo que 0
pinitol e o myo-inositol tenham papel mais significativo na tolerancia das sementes a perda de
agua. Além disso, observa-se que sementes oriundas de Campinas, cuja sensibilidade a perda
de agua foi superior, apresentaram tendéncia de diminuicdo de metil-inositol e myo-inositol a
partir do primeiro nivel de secagem (Figura 4B).

O myo-inositol é um precursor de outros ciclitdis, como o galactinol, digalactosil myo-
inositol, pinitol, entre outros, que desempenham um papel importante no ajuste osmatico
intracelular entre o vacuolo e citoplasma e também atuam contra os radicais livres (Ashraf &
Harris, 2004). Apesar de ndo ter sido observado em geral diminui¢cdo de myo-inositol, houve
um aumento de outros polidis ao longo da secagem, sugerindo que outra via biossintética

possa ser utilizada em sementes de E. pyriformis. A metilacdo do myo-inositol, forma o O-
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methyl inositol (D-ononitol), quando as plantas sdo submetidas & estresses abidticos em uma
reacdo catalizada pela myo-inositol metiltransferase (IMT), o D-Ononitol tem funcéo
osmoprotetora, prevenindo a perda de agua em plantas (Ahn et al., 2011).

As sementes provenientes da regido de Lavras, que mostraram maior tolerancia a
perda de &gua, apresentaram apenas o acido ascorbico mais relacionado aos tratamentos So e
Si (Figura 6C), além de maiores proporcoes de poliois (Figura 7 Cap. 1) desde a dispersdo, o
que sugere que essas sementes sejam fisiologicamente mais maduras que as sementes
provenientes de outras regides, corroborando com a hipotese de Barbedo e colaboradores
(2013), cujo grau de tolerancia a perda de &gua estd associado ao quanto as sementes
avancaram no processo de maturacdo. Desta maneira, acredita-se que as sementes
provenientes de Lavras tenham sido dispersas mais maduras que as demais, apresentando
quantidades superiores de agUcares protetores, como sacarose e poliois. Isso fica ainda mais
evidenciado pelas diferencas no perfil metabdlico como um todo, mostrando que o grau de

tolerancia a perda de agua pode ocorrer de maneira intraespecifica.

CONCLUSAO

O grau de maturidade e de tolerancia a perda de agua das sementes oriundas de Lavras
pode, portanto, ser resultado das caracteristicas do ambiente em que as sementes se
desenvolveram, que propiciaram somatério de GD e chuva acumulada em quantidades
adequadas durante a maturacao, e que levaram ao avanco do metabolismo no sentido de se
aproximar da terceira fase do desenvolvimento das sementes, ou seja, aquisicdo da tolerancia
a dessecacdo. Contudo, ndo se descarta, ainda, a influéncia genética das matrizes no grau de

tolerancia a perda de 4gua de sementes de E. pyriformis.
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Figura 4A. Perfil metabolico de embribes de Eugenia pyriformis, provenientes de Ribeirdo Preto,
submetidos a secagem. Sp — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel de secagem; S; — segundo
nivel de secagem; Sy, - terceiro nivel de secagem. Compostos foram detectados por GC/MS. Barras
representam os valores médios acompanhados de desvio padrdo. Valores foram normalizados pela
média do tratamento So.

71



galactinol
manitol

xilitol
metil-inositol
myo-inositol
eritritol

treitol
fenilalanina
acido quinico
acido chiquimico
acido trednico
&cido ascorbico
acido citrico
acido malico

acido fosférico

galactose

pinitol

galactitol g

Campinas

0 2

4 6 8 10 12 14 16 18 20
mS0 mS| @S|l aslll

Figura 4B. Perfil metabdlico de embriGes de Eugenia pyriformis, provenientes de Campinas,
submetidos a secagem. Sp — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel de secagem; S; — segundo
nivel de secagem; Sy, - terceiro nivel de secagem. Compostos foram detectados por GC/MS. Barras
representam os valores médios acompanhados de desvio padrdo. Valores foram normalizados pela
média do tratamento So.
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Figura 4C. Perfil metabolico de embribes de Eugenia pyriformis, provenientes de Lavras, submetidos
a secagem. So — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel de secagem; S, — segundo nivel de
secagem; Sy - terceiro nivel de secagem. Compostos foram detectados por GC/MS. Barras
representam os valores médios acompanhados de desvio padrdo. Valores foram normalizados pela
média do tratamento S.
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Figura 4D. Perfil metabolico de embrides de Eugenia pyriformis, provenientes de Sdo Paulo,
submetidos a secagem. So — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel de secagem; S, — segundo
nivel de secagem; Sy - terceiro nivel de secagem. Compostos foram detectados por GC/MS. Barras
representam os valores médios acompanhados de desvio padrdo. Valores foram normalizados pela
média do tratamento So.
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Figura 4E. Perfil metabdlico de embrides de Eugenia pyriformis, provenientes de Pariquera-acu,
submetidos a secagem. Sp — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel de secagem; S; — segundo
nivel de secagem; Sy - terceiro nivel de secagem. Compostos foram detectados por GC/MS. Barras
representam os valores médios acompanhados de desvio padrdo. Valores foram normalizados pela
média do tratamento So.
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Figura 4F. Perfil metabdlico de embrides de Eugenia pyriformis, provenientes de Jumirim, submetidos
a secagem. Sy — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel de secagem; S; — segundo nivel de
secagem; Sy - terceiro nivel de secagem. Compostos foram detectados por GC/MS. Barras
representam os valores médios acompanhados de desvio padrdo. Valores foram normalizados pela

média

do tratamento So
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Figura 5. Analise de componentes principais (PCA) das alteracdes metabdlicas de embrifes de Eugenia pyriformis, de
origens distintas, submetidos a secagem. PCA ¢é apresentado como a combinacdo das duas primeiras dimensfes. Cada
ponto representa uma amostra bioldgica independente. RIB — Ribeirdo Preto; CAM — Campinas; LAV — Lavras; SPA
— Séo Paulo; PAR — Pariquera-acu; JUM — Jumirim. So — sementes sem secagem; S, — primeiro nivel de secagem; Sj; —
segundo nivel de secagem; Sy - terceiro nivel de secagem.

77



Ribeirdo Preto Campinas
35 35
— wn
< —
g 2
~ S
g g
5 2
525 828
g £
o
8 (@]
35 A oS0 OSI ASIl ASHI 35 S0 OSI ASIl ASIlI
Componente 1 (38,45%) Componente 1 (47,02%)
1 1
4cido trednico
4cido citrico - - -
eritritol xilitol 4cido fosférico
05 l 05
./_ écido fosforico galactinol @ écido ascérbico
4cido ascérbico® rafinose \ eritritol
®4cido quinico _\
~ . - L ~ - sacarose
o rafinose ® acido chiquimico = myo-inositol
g . - 2 acido citrico @ N I/— acido quinico
L v F © p|
1 05 _ Peq 05 1 1 05 05 1
galactinol . n .
pinitol ®— 4cido trednico
myo-inositol ® pinitol
sacarose
4cido chiquimico
05 05 | o K
® xilitol
-1 -1
Fator 1 Fator 1
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Figura 6 Continuacdo. Analise de componentes principais (PCA) das alteracdes metabdlicas de embriGes de Eugenia
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo sugerem que sementes de E. pyriformis oriundas de
diferentes regides apresentam o metabolismo distinto e corroboram com a hipétese de que
variacfes ambientais contribuem para diferencas fenotipicas. Estas varia¢cdes ndo afetaram,
em geral, as caracteristicas fisioldgicas de sementes recém dispersas, entretanto observaram-
se diferencas no grau de tolerancia a dessecacdo de acordo com a origem das sementes,
evidenciado pelas diferencgas no perfil metabolico.

A presenca de acucares protetores, como a sacarose e 0s poliois, indica uma resposta
fisioldgica contra o estresse hidrico, através da estabilizacdo de membranas ou pela atuagéo
antioxidante desses compostos. Sementes que apresentaram maior tolerdncia a perda de agua
foram aquelas dispersas com maiores proporcdes de polidis e com aumento expressivo desses
compostos ao longo da secagem. Além disso, essas sementes tiveram 0 aumento desses
compostos ja no primeiro nivel de secagem, indicando um metabolismo mais avancado em
relacdo as demais.

Recentemente, foi sugerido que os diferentes comportamentos observados ao final da
maturacdo das sementes seriam o resultado do quanto este processo se estendeu, influenciado
pelas condi¢des ambientais em que a planta-méae foi submetida e pelas caracteristicas de cada
espécie acumuladas ao longo de seu processo evolutivo (Barbedo et al., 2013).

Dessa maneira, acredita-se que o maior grau de tolerancia a perda de sementes de E.
pyriformis possa ser resultado das caracteristicas do ambiente em que as sementes se
desenvolveram, que propiciaram somatério de GD e chuva acumulada em quantidades
adequadas durante a maturacdo. Entretanto, ndo se descarta a influéncia genética no grau de
tolerancia a perda de 4gua de sementes de E. pyriformis.

Dessa maneira, a variagdo na genética populacional pode ser uma hipbtese a ser
testada, a qual estaria relacionada as diferencas no metabolismo de sementes de E. pyriformis,

provenientes de diferentes localidades, e aos diferentes niveis de tolerancia a perda de agua.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Barbedo, J.C., Centeno, D.C. & Figueiredo-Ribeiro, R.C.L. 2013. Do recalcitrant
seedsreally exist? Review Paper. Hoehnea 40(4): 583-59.

86



RESUMO GERAL

Sementes recalcitrantes de espécies nativas representam um grande desafio aqueles que
necessitam armazena-las com o proposito de conservacdo do germoplasma. Desta maneira,
torna-se importante entender os mecanismos envolvidos na sensibilidade de sementes a
dessecacdo. Eugenia pyriformis Cambess., espécie arbdrea nativa do Brasil, apresenta
sementes dificeis de serem armazenadas, devido a sensibilidade & dessecacdo e as
baixas temperaturas. Assim, torna-se de extrema importancia o conhecimento de aspectos
bioldgicos, que possibilitem maior compreensdo sobre a tolerancia a perda de &gua dessa
espécie. Neste estudo avaliaram-se as alteracbes no metabolismo relacionadas ao
comportamento recalcitrante de sementes de E. pyriformis, bem como a influéncia das
condicdes hidricas e térmicas, para este processo. Para isso foram coletadas sementes de E.
pyriformis nos municipios de Ribeirdo Preto (SP), Lavras (MG), Campinas (SP), S&o Paulo
(SP), Pariquera-acu (SP) e Jumirim (SP). Os resultados sugerem que sementes recém
dispersas de E. pyriformis oriundas de diferentes regides, apresentam o metabolismo distinto e
corroboram com a hipdtese de que variacBes ambientais contribuem para diferencas
fenotipicas, sendo o somatério de graus-dia, temperatura méxima e a chuva acumulada, dentre
as varidveis analisadas, importantes fatores de contribuicdo para o desenvolvimento de
sementes de E. pyriformis. Entretanto, estas variagfes ndo afetaram, em geral, as taxas de
germinacdo e producdo de plantulas normais, tampouco o vigor de sementes de E. pyriformis
recém dispersas. Entretanto, quando submetidas aos tratamentos de secagem os resultados
demonstraram variacdes no grau de tolerancia a perda de agua entre sementes de diferentes
origens. A analise de perfil metabdlico demonstrou haver o aumento de sacarose e poliodis ao
longo da secagem, sendo as sementes mais tolerantes a perda de agua aquelas que
apresentaram quantidades superiores desses compostos protetores. Acredita-se que as
sementes que toleraram mais a perda de agua tenham avancado mais no periodo de
maturacao.

Palavras-chave: Myrtaceae, sementes, dessecacdo, perfil metabdlico
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SUMMARY

Recalcitrant seeds represent a major challenge to those who need to store them for the
purpose of germplasm conservation. Thus, it becomes important to understand the
mechanisms involved in desiccation sensitivity in seeds. Eugenia pyriformis Cambess., native
tree specie from Brazil, presents difficult seeds to be stored due to sensitivity to desiccation
and low temperatures. In this study were analyzed the metabolic changes related to
recalcitrant behavior of E. pyriformis seeds, from different regions as well as the influence of
the hydric and thermal for this process. Seeds of E. pyriformis were collected in the cities of
Ribeirdo Preto (SP), Lavras (MG), Campinas (SP), Sdo Paulo (SP), Pariquera-acu (SP) and
Jumirim (SP). The results suggest that recently dispersed seeds of E. pyriformis from different
regions, showed distinct metabolism and corroborate the hypothesis that environmental
variation contribute to phenotypic differences, being the number of degree-days, maximum
temperature and cumulative rainfall, among the variables analyzed, important contributing
factors to the development of E. pyriformis seeds. However, these variations did not affect, in
general, the rates of germination and production of normal seedlings nor the vigor of E.
pyriformis recently dispersed seeds. However, when submeted to drying treatments the results
showed that seeds exhibited variations in the degree of desiccation tolerance according to
their origin. The metabolic profile analysis revealed that there was an increase of sucrose and
polyols during drying, being more tolerant to water loss those seeds, which showed higher
amounts of protective sugars like sucrose and polyols. It is believed that seeds that tolerate
more water loss have advanced more in the maturation period.

Keywords: Myrtaceae, seeds, desiccation, metabolic profile
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Anexo 1. Mapa da localizagéo das regides de coleta dos frutos de Eugenia pyriformis Cambess.
Fonte: Google Maps.
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