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RESUMO

Em contraste as ortodoxas, que sao dispersas secas e frequentemente apresentam
algum grau de dorméncia, as sementes recalcitrantes sdo langcadas ao ambiente em
condigdes de germinar pronta e rapidamente, indicando que a pressdo de evolucéao
ocorreu no sentido de direcionar a energia para a producdo vegetal. Apesar de
apresentarem comportamento recalcitrante as sementes de Eugenia, parecem ter
adquirido estratégia de propagacdo no tempo e no espaco diferente da
desenvolvida pelas sementes ortodoxas. A germinacdo em condigdes
desfavoraveis, letal para a maioria das sementes recalcitrantes, pode resultar na
morte das primeiras plantulas produzidas por sementes de Eugenia, mas nao da
semente toda. Em trabalhos anteriores, sementes de Eugenia apresentaram alta
capacidade regenerativa, produzindo plantulas a partir de sementes com apenas %
de sua massa. Esta capacidade poderia ser entendida como uma estratégia para
propagacdo da espécie. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de
sementes de Eugenia em formar novas plantulas quando as primeiras germinacgdes
sdo eliminadas. Frutos de trés espécies de Eugenia (E. candolleana, E.
brasiliensis e E. involucrata) foram coletados e tiveram suas sementes extraidas.
Estas foram caracterizadas quanto ao teor de agua através do método de estufa a
103 + 2 °C. Em seguida, instalaram-se testes de germinacdo (25°C e luz
constante) para todas as espécies. Os tratamentos compreenderam: a) eliminacao
de primeiro e segundo desenvolvimento de acordo com o estadio de maturacdo
fisioldgica para E. candolleana; b) eliminacdo de primeira e segunda germinacéo
e eliminacdo de primeiro e segundo desenvolvimento em sementes intactas e
fracionadas de E. brasiliensis; c) eliminacdo de primeira, segunda e terceira
germinacao e eliminagéo de primeiro, segundo e terceiro desenvolvimento para E.
involucrata. As sementes das trés espécies estudadas foram capazes de produzir
novas raizes e formar plantulas normais, sucessivamente, mesmo ap06s remocéo da
raiz e da parte aérea. Os resultados demonstraram que essa capacidade
regenerativa pode, efetivamente, ter proporcionado estratégia evolutiva, que por

sua vez, auxiliou a perpetuacdo das espécies em questao.

Palavras-chave: Sementes recalcitrantes; estratégia ecologica; germinacdes sucessivas.



ABSTRACT

In contrast to the orthodox ones, which are dry at shedding and can show some
degree of dormancy, recalcitrant seeds are released into the environment ready to
germinate quickly, indicating that evolutionary pressure has occurred in order to
direct the energy to the plant development. Although exhibit recalcitrant behavior
Eugenia seed propagation strategies can be directed to guarantee germination in
different times and spaces not using the same ways of orthodox seeds.
Unfavorable germination, lethal to most recalcitrant seeds, could result in the
death of the first seedlings produced by Eugenia seeds; however, this could not be
lethal for the whole seed. Previous works showed that seeds of Eugenia present
high regenerative capacity, producing seedlings from seeds with only ¥ of their
original mass. This capacity could be understood as a strategy for species
propagation. This work aimed to evaluate the potential of Eugenia seeds to
develop new seedlings when the first germinations are eliminated. Fruits of three
Eugenia species (E. candolleana, E. brasiliensis and E. involucrata) were
collected and their seeds extracted. The seeds were characterized for water content
by stove at 103 = 2 ° C. Then germination tests (25 ° C and constant light) were
installed for all species. The treatments comprised: a) elimination of first and
second development according to the stage of physiological maturation for E.
candolleana; b) elimination of first and second germination and elimination of
first and second development in intact and cut seeds of E. brasiliensis; c)
elimination of first, second and third germination and elimination of first, second
and third development for E. involucrata. The seeds of the three species studied
were able to produce new roots and to form normal seedlings, successively, even
after root and shoot removal. The results demonstrated that this regenerative
capacity may, in fact, have provided an evolutionary strategy, which in turn,
helped the perpetuation of the species in question for the species perpetuation.

Keywords: Recalcitrant seeds; ecological strategy; successive germinations.
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1. INTRODUCAO

1.1 Conservacao da biodiversidade

Dentre todos os biomas, Mata Atlantica é apontada com um dos “hot spots”
brasileiros, compreende cerca de 15 Estados e abrange grande parte da costa brasileira,
sua area original era 1.315.460 kmz2, 15% do territorio brasileiro, seu remanescente €
102.012 km?, sendo reduzida a 7,91% da sua extensdo original (Lino, 2003; IESB,
2007; IBF, 2018).

A Mata Atlantica estd entre as mais importantes florestas tropicais do mundo,
sendo considerada prioridade em termos de conservacao, devido ao seu grau de ameaca
e megadiversidade (Leitdo-Filho, 1987 e 1993). Uma caracteristica marcante desse
bioma é sua grande diversidade ambiental (Camara, 1992).

Em virtude das suas irregularidades nas distribuicGes das chuvas, aliada a
diversificada estrutura geomorfologica, formou-se uma ampla multiplicidade de
habitats: florestas Umidas, florestas semi e inteiramente deciduas, manguezais, restingas,
campos de altitude e até campos rupestres (Rizzini, 1997).

O avango da cobertura de areas protegidas na Mata Atlantica aumentou
expressivamente ao longo dos ultimos anos, com a contribuicdo dos governos federais,
estaduais e mais recentemente dos governos municipais e iniciativa privada. No entanto,
a maior parte dos remanescentes de vegetacdo nativa ainda permanece sem protecéo.
Assim, além do investimento na ampliacdo e consolidacdo da rede de areas protegidas,
as estratégias para a conservacdo da biodiversidade visam contemplar também formas
inovadoras de incentivos para a conservagdo e uso sustentavel da biodiversidade, tais
como a promocdo da recuperacdo de areas degradadas e uso sustentavel da vegetacdo
nativa (MMA, 2018).

1.2 Myrtaceae e Eugenia

Dentre as familias botanicas com expressiva distribuicdo destaca-se Myrtaceae,
gue apresenta cerca de 5.600 espécies reunidas em 132 géneros, nos quais predominam
os tipos de vegetacdo arbustiva e arborea (Govaerts et al., 2014). Os dois principais

centros de disperséo da familia Myrtaceae sdio Ameérica e Australia (Joly, 1993; Ribeiro,
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1999), com grande representatividade na formacdo atlantica brasileira (Salimon e
Negrelle, 2001). No Brasil, é conhecida como uma das dez familias com maior riqueza
de espécies, com 23 géneros e 976 especies, das quais 707 sdo endémicas da flora
brasileira (Sobral et al. 2014).

Algumas espécies da familia Myrtaceae tém sua sistematica extremamente
dificultada pelo forte paralelismo filogenético entre os géneros e pelas diferentes
interpretacdes morfoldgicas dos caracteres que variam em funcdo da distribuicdo
geografica das espécies (Barroso e Peixoto, 1995). Quando se estuda espécies
brasileiras, muitos autores referem as dificuldades de delimitacdo entre os téxons
(McVaugh, 1968; Barroso, 1984; Kawasaki, 1989), mas, por outro lado, Souza (2005)
relatou que essa complexidade taxonémica de Myrtaceae, a auséncia de levantamentos
detalhados sobre a familia e a grande pressdo antropica serviram de estimulo para a
importéncia da continuidade dos estudos sobre a familia botanica em questdo (Souza,
2005).

Wilson et al. (2005) relataram que os dados morfologicos e moleculares
mostram claramente que, embora a familia como um todo seja monofilética, os grupos
intrafamiliares precisam ser redefinidos, uma vez que certas caracteristicas classicas
utilizadas em sua delimitagdo se mostram inconsistentes, o que torna facultativo os
limites entre determinados géneros (Landrum e Kawasaki, 1997).

Os diversos géneros de arvores e arbustos das espécies brasileiras da familia
Myrtaceae podem ser utilizados como ornamental ou para a producdo comercial de seus
frutos, entre eles podemos citar como exemplo a goiabeira, a pitangueira e a
jabuticabeira, que podem ser utilizados na fruticultura devido as suas qualidades e
adaptacdo a algumas condic¢des de clima subtropical (Donadio € Moro, 2004).

Os frutos produzidos pela familia Myrtaceae sdo amplamente indicados para
consumo humano, pois apresentam propriedades nutracéuticas, pela presenca de
compostos secundarios fitoterapicos, aromaticos e antioxidantes (Limberger et al.,
2001; Cardoso et al., 2009; Carvalho et al., 2014).

Aproximadamente um terco das espécies desta familia pertence ao género
Eugenia. Este género aparece com grande destaque (Landrum e Kawasaki, 1997; Souza
e Lorenzi, 2005), com espécies que produzem frutos comestiveis de sabor agradavel,
como E. stipitata (aragd), E. dysenterica (cagaita), E. pyriformis (uvaia), E. involucrata
(cereja-do-rio-grande), E. brasiliensis (grumixama) e E. uniflora (pitanga), além de

terem caracteristicas adequadas para uso na arborizacdo urbana (Corréa, 1975; Silva et
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al., 2003). S&o bem representadas nas diversas formacfes vegetais quanto a riqueza,
abundancia e frequéncia de suas espécies (Klein, 1990; Peixoto e Gentry, 1990; Leitdo
Filho, 1993; Barroso e Peron, 1994; Rodrigues e Nave, 2000; Silva et al., 2003).

1.3 Sementes de Eugenia spp.

Muitas espécies de Eugenia apresentam baixa densidade de ocorréncia. Além da
ocorréncia de baixa producdo de sementes, deve-se enfatizar que a maioria das espécies
de Eugenia nativas do Brasil produzem frutos com poucas sementes, frequentemente
uma ou duas, revelando a grande necessidade de se maximizar o aproveitamento das
sementes obtidas. Isso dificulta a obtencdo de mudas em larga escala (seja para
comercializacdo de frutos ou restauracdo de areas degradadas) (Silva et al., 2005).

Diversas espécies do género Eugenia séo interessantes para serem utilizadas em
programas de recuperacdo florestal, em &reas de preservacdo permanente, pois seus
frutos coloridos e com odor forte, costumam atrair muitos animais que se alimentam dos
mesmaos, principalmente as aves, um dos principais dispersores de sementes, auxiliando
no enriquecimento e no estabelecimento dessas areas (Delgado 2006).

Muitas dessas espécies de Eugenia sdo ricas em compostos do metabolismo
secundario, entre eles os Oleos essenciais e taninos, frequentemente utilizados na
medicina popular (Pio Corréa, 1984; Neves e Donato, 19; Pott e Pott, 1994; Lunardi et
al., 2001; Romagnolo et al., 2006).

O embrido e as estruturas que o rodeiam constituem a unidade de disperséo
(semente ou didsporo) e encontram-se, estrutural e fisiologicamente, preparados para
desempenhar seu papel, com reserva alimentar capaz de sustentar o crescimento da
plantula até que esta se estabeleca como um organismo autotréfico (Teixeira, 2014).
Esses processos ndo dependem apenas de fatores bioldgicos, tais como a polinizacao e
alocacdo de recursos da planta-mde, como também sdo dependentes dos fatores
ambientais como a precipitacdo anual e fragmentacdo do habitat (Koening e Knops,
2000; Murren, 2002).

A presenca de poliembrionia na maioria das espécies da familia Myrtaceae e,
ainda, de embrido aparentemente indiviso em Eugenia, sugerem a possibilidade de se
aumentar o nimero de plantulas obtidas de cada semente (Gurgel e Soubihe Sobrinho,
1951; Gomes, 2011).
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Sementes poliembriénicas sdo aquelas que contém embribes nucelares e
zigoticos (Degani et al., 1993), ou podem apresentar apenas embrides nucelares,
também denominados de apomiticos (Dornelles, 1997), sdo formados do tecido nucelar
e as plantulas originadas desses embrides sdo geneticamente iguais a planta-mae (Aron
et al., 1998). Alguns autores consideram que o embrido das Eugenias ndo possua
distincdo da linha de soldadura entre os cotilédones, porém outros afirmam que ndo ha
diferenciacdo entre o eixo embrionario e os cotilédones, sendo o0 mesmo denominado
embrido conferruminado, ou seja, sem distin¢do da linha de soldadura dos cotilédones
(Andrade e Ferreira, 2000; Lucas et al., 2005).

Contudo, foi demonstrado que sementes de Eugenia sdéo monoembrionicas, tém
eixo embrionério diferenciado (visivel apenas ao microscépio) e apresentam capacidade
de produzir mais de uma raiz e/ou plantula (Silva et al., 2003; Justo et al., 2007).

Como ha pouca producdo de sementes por fruto no género Eugenia, a
capacidade de produzir mais de uma raiz e/ou plantula é interessante, pois pode permitir
a producao de um numero maior de mudas a partir de um mesmo lote de sementes. A
producdo de sementes € importante para a espécie em seu ecossistema, pela formacao de
bancos no solo, para disperséo e sua sobrevivéncia (Silva et al., 2005).

Durante a evolugdo das espécies tropicais algumas adquiriram a caracteristica de
sincronizar a maturidade fisioldgica de suas sementes, com mudancas nas cores dos
frutos, sugerindo uma ligacdo com a sindrome de dispersdo, uma vez que poderia atrair
potenciais animais dispersores (Pifia-Rodrigues e Aguiar, 1993). Em consenso a esta
associacéo, verificam-se os dados obtidos por Hung (2003) para sementes de Dalbergia
cochichiensis que apresentaram niveis diferentes de vigor para cada estadio de
desenvolvimento, sendo sempre possivel a associacao a diferentes cores.

Para os frutos carnosos, o problema maior é o reconhecimento da época em que
ocorre a maturacao fisiologica das sementes que nem sempre ha necessidade de esperar
a completa maturagdo “visual” do fruto (Alvarenga et al., 1991).

Na literatura, a coloracao dos frutos e das sementes pode ser considerada como
um importante indice na determinacdo da maturidade fisioldgica (Corvello et al., 1999;
Fowler e Martins, 2001).

A mudanca de coloracao dos frutos mostrou-se um indice eficaz para auxiliar na
determinacdo da maturidade fisioldgica das sementes de espécies nativas do Brasil,
como Euterpe edulis (Lin, 1988), Inga uruguensis, Caesalpinia echinata (Borges et al.,
2005), Ocotea catharinensis (Silva, 1997), Aniba rosaedora (Rosa e Ohashi, 1999),

15



Trema micrantha (Castellani e Aguiar, 2001) e Bixa orellana (Mendes et al., 2006). A
coloragéo dos frutos foi eficiente para identificagdo da maturidade em E. uniflora (Avila
et al. 2009), mas ndo para outras especies de Eugenia (Prataviera, 2005; Lamarca et al.,
2013).

Com a maturacdo das sementes, muitas vezes o epicarpo modifica a coloracgdo e
o fruto torna-se sensivel na fase pds-colheita. Frutos de espécies nativas apresentam
desuniformidade na maturacdo dos frutos e sementes, por isso é necessario estabelecer
outros critérios de selecdo como cor, tamanho e massa seca que possam verificar o nivel
de maturacdo das sementes (Vendramin et al., 2013). Estas evidéncias supracitadas
corroboram com as pesquisas de Barbedo et al., (2013) que apenas pela caracteristica

visual ndo se pode definir o ponto real de maturacdo das sementes recalcitrantes.

1.4 Sementes recalcitrantes

Todas as espécies de Eugenia que tiveram suas sementes estudadas quanto a
tolerancia a dessecacdo foram agrupadas dentre as recalcitrantes, ou seja, sensiveis a
dessecagdo e com baixo potencial de armazenamento (Delgado e Barbedo, 2007; Sena
et al., 2010; Scalon et al., 2012). Devido ao seu elevado conteudo de agua, sementes
recalcitrantes sdo, via de regra, dispersas com metabolismo ainda elevado, diferente das
ortodoxas que, por passarem por secagem ao final da maturacdo, sdo dispersas com
metabolismo muito baixo (Barbedo et al., 2013).

Na producdo vegetal, a &gua desempenha papel fundamental, de maneira que sua
deficiéncia ou seu excesso afetem de forma decisiva o crescimento e o desenvolvimento
das plantas (Reichardt, 1985).

O conhecimento sobre o teor de &gua a partir do qual se inicia a perda da
viabilidade das sementes de espécies frutiferas brasileiras é essencial e além de fornecer
importantes dados para trabalhos sobre armazenamento (Gentil, 2003), também pode
interferir na maturacdo das sementes, periodo ideal de colheita, ao peso das sementes e a
suscetibilidade a injarias pelo calor, congelamento, danos mecanicos e danos caudados
por pragas (Sarmento et al., 2015).

O teor de agua do zigoto apds a fertilizagdo do 6vulo, em geral, excede 80%,
declinando de forma gradual durante o desenvolvimento da semente até a maturidade
fisiologica. O periodo de dessecagdo, para muitas espécies, € um evento normal no

desenvolvimento do embrido, levando a um estado de metabolismo quiescente, que se
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interpde entre o desenvolvimento e a germinagéo. Dependendo do grau de dessecacéo, a
semente entra em criptobiose, quando o intercambio de matéria e energia entre a
semente e 0 ambiente circundante atinge niveis e velocidades especialmente baixos
(Villela e Marcos-Filho, 1998).

Nas espécies recalcitrantes, as sementes podem passar da fase de
desenvolvimento para a germinativa, sem que ocorra 0 periodo de quiescéncia,
motivado pela reducdo da sensibilidade e/ou do nivel de acido abscisico (Kermode,
1995). Os processos envolvidos na germinacdo, em geral, dependem de fatores internos
e externos a semente, dos quais a agua, a temperatura, o oxigénio e a luz sdo os mais
importantes (Baskin e Baskin, 1998). A germinacdo de sementes é um dos pontos
criticos de um individuo para o estabelecimento como planta. O conhecimento e a
compreensdo desta fase do desenvolvimento sdo importantes para a explicacdo da
ocorréncia de uma espécie numa determinada regifo (Aquila e Ferreira, 1984).

As sementes de varias espécies brasileiras de Eugenia apresentam elevado teor
de agua (entre 40 e 70%) quando os frutos sdo dispersos e, conforme mencionado
anteriormente, sdo consideradas sensiveis a dessecacdo (Barbedo e Bilia, 1998; Anjos e
Ferraz, 1999; Andrade e Ferreira, 2000; Andrade et al., 2003; Delgado e Barbedo,
2007), o que acarreta problemas no potencial de armazenamento dessas sementes
(Gentil e Ferreira, 1999).

Para que o metabolismo das sementes recalcitrantes seja diminuido ha
necessidade de reducdo da temperatura. Calvi (2015) armazenou sementes de Eugenia
stipitata, mantidas umidas (40% de umidade) em temperaturas de 10 a 15°C, sendo
possivel manter a viabilidade das sementes por até um ano, mostrando a eficiéncia desta
técnica na reducdo do metabolismo germinativo.

Trabalhos realizados por Barbedo et al. (1998) e Maluf et al. (2003) com E.
involucrata mostraram que as sementes dessa espécie podem ser armazenadas por seis
meses, quando o teor de &gua € reduzido a valores proximos a 1,1g 4gua / g massa seca
(Maluf et al., 2003). Posteriormente, sementes de E. brasiliensis também foram
armazenadas, sob condicGes similares, continuando viaveis por nove meses (Kohama et
al., 2006).

Reducgdes no teor de agua podem causar a perda da viabilidade, situando tais
sementes entre as recalcitrantes, em contraste as ortodoxas, que podem ser secas a
valores abaixo de 0,08 g 4gua / g massa seca (Roberts, 1973). Entretanto, alguns autores

consideram a sensibilidade a dessecacdo das sementes recalcitrantes como fator
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guantitativo, o que caracteriza niveis de recalcitrancia (Berjak e Pammenter, 2000;
Walters, 2000).

As diferencas entre sementes recalcitrantes e ortodoxas encontram-se no estadio
de maturidade, no momento em que se desprendem da planta-mae, nas recalcitrantes em
uma fase mais imatura. E necessario que se desenvolvam técnicas que ampliem o tempo
de maturidade dessas sementes, mantendo-as ligadas a planta-m&e por maior periodo,
até que o processo de maturacdo tenha sido completamente concluido (Barbedo et al.,
2013), aumentando a capacidade de armazenamento ap0s a colheita dessas sementes

recalcitrantes.

1.5 Predacéo e herbivoria em sementes

A predacdo é caracterizada pelo consumo de um organismo Vvivo por outro
organismo, sendo que as presas podem ser animais ou vegetais e podem ser consumidas
em sua totalidade ou apenas partes delas (Begon et al., 2007; Denno e Lewis, 2009),
portanto, os individuos que participam desta interacdo também sdo considerados
predadores de sementes.

A maioria desses predadores de sementes sdo considerados herbivoros, séo
também classificados como granivoros e esta interacdo entre as plantas e 0s animais que
se alimentam de suas sementes é denominada de granivoria (Hulme e Benkman, 2002).

Antes mesmo da dispersdo das sementes, a mesma pode ser acometida e
consumida parcial ou totalmente. Quando se encontram ainda aderidas & planta-mae, a
predacdo é considerada pré-dispersdo; quando a semente ja foi dispersa, caracteriza-se a
predacdo pos-dispersdo (Crawley, 1992). Entre os predadores sdo encontradas varias
ordens de insetos, roedores, veados, aves granivoras, entre outros (Janzen, 1971; Hulme
e Kollmann, 2005).

A intensidade da predacdo varia de um ambiente para outro, entre as espécies e
entre os individuos de uma mesma espécie (Janzen, 1971). A predacdo também sofre
influencia pelo tamanho das sementes e algumas fémeas de insetos preferem sementes
maiores no momento de sua oviposi¢do, desta maneira garantindo maior taxa de
sobrevivéncia para os seus descendentes (Cope e Fox, 2003). Em alguns casos, larvas
de insetos se alimentam de mais de uma semente dentro do mesmo fruto durante o seu

desenvolvimento (Szentesi e Jermy, 1995) e consomem a maioria do conteddo de
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reserva dos cotiledones como observado para sementes de Eugenia punicifolia (Senra,
2012).

Para as sementes do género Eugenia esta acdo parece nao ser prejudicial, pois
sementes de E. cerasiflora que se mostraram intensamente predadas por larvas de
insetos, ainda que essas sementes ficassem com pequena parte devido a predacéo,
demonstraram capacidade de germinar e de produzir plantulas normais, evidenciando
que originalmente possuem uma quantidade de reservas nutritivas acima da necessaria
para uma germinacéo (Teixeira, 2009).

Provavelmente, essas relagdes ecoldgicas integram as estratégias de permanéncia
desses individuos no meio, sugerindo que haja coevolugdo entre essas espécies de

semente e inseto.

1.6 Espécies de Eugenia estudadas

1.6.1 E. candolleana DC.

Popularmente conhecida como ameixa-da-mata, murta, murtinha ou cereja-roxa,
E. candolleana é uma arvore que mede de 3-6 m de altura, dotada de copa aberta e
flores brancas. Floresce durante 0os meses de dezembro-janeiro. Os frutos amadurecem
principalmente em marco-abril, sdo subglobosos, lisos, de cor roxo-negra, com polpa
carnosa suculenta, doce, contendo 1-2 sementes. Possui ampla ocorréncia que vai da
Bahia passando pelo Rio de Janeiro a zona da Mata de Minas Gerais, na floresta pluvial
de restinga, com distribuicdo descontinua ao longo de sua faixa de ocorréncia: parece
preferir solos frescos e bem Umidos, das regides litoraneas, com maior frequéncia na
costa norte do Espirito Santo (Lorenzi, 2009).

Existem poucas informacBes farmacoldgicas e quimicas sobre essa espécie na
literatura. No entanto, a infusdo das folhas para o tratamento de dor e febre, tem sido
usada, pois se sabe que o O6leo essencial de folhas de E. candolleana possui
propriedades anti-inflamatorias (Guimardes et al., 2009; Nakamura, et al., 2010).

O Oleo essencial, rico em sesquiterpenos, também demonstrou atividade
larvicida contra Aedis aegypti, representando uma alternativa natural de erradicacdo do

mosquito que transmite a febre amarela e a dengue (Neves et al., 2017).
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1.6.2 E. brasiliensis Lam.

E. brasiliensis é uma arvore exclusiva de mata pluvial atlantica do sul do Brasil,
popularmente conhecida como grumixama, ocorre em associagdes primarias das
planicies aluviais, bem como nas encostas, também ocorre em vegetacdes de subserra
(Legrand e Klein, 1969).

Os frutos sdo um pouco &cidos, agradaveis e adocicados, muito utilizados em
conservas. E considerada espécie ornamental, porém, em S&o Paulo, é mais cultivada
como espécies florestais de rapido crescimento (Corréa, 1975).

Existem variedades de frutos amarelos e de frutos pretos (roxo), os quais sao
procurados por aves, se tornando indispensavel nos reflorestamentos heterogéneos
destinados a recomposicao de areas de preservacao permanente (Lorenzi, 1998).

Segundo Fernandez-Ferreira et al., (1997), o 6leo essencial de E. brasiliensis

apresenta atividade contra o protozoéario Tripanosoma cruzi.

1.6.3 E. involucrata DC.

Espécie conhecida popularmente como, cereja-do-rio-grande, E. involucrata é
uma arvore de 8 a 14 metros de altura, apresentando copa bem formada. Encontra-se nas
submatas mais desenvolvidas situadas em solos Umidos e ndo muito acidentados
(Carvalho, 2008).

E frequentemente cultivada nos trés estados do sul do Brasil (Sobral et al., 2014)
devido ao sabor de seus frutos, estes tém forma variavel, com polpa espessa, carnoso
suculentos de sabor doce ou &cido, e sdo utilizados na fabricacdo de doces e licores ou
para consumo in natura (Lorenzi, 1998). E. involucrata também se destaca pelas suas

propriedades medicinais (Gomes et al., 2016).

1.7 Estratégias ecologicas de sobrevivéncia e propagacao das espécies

O beneficio de uma estratégia depende das condicbes ambientais, da
disponibilidade de recursos e das interacdes com predadores, patdgenos e competidores.

Fatores como estresse, predacdo, doencas e escassez de recursos sdo problemas que

20



impedem que os organismos alcancem seu desempenho potencial. Para superarem esses
obstaculos, os organismos devem encontrar solu¢des que neutralizem ou minimizem a
acao negativa desses fatores em seu desempenho. Os individuos que apresentam
adaptacOes (caracteristicas que lhes permitam resolver um determinado problema)
conseguem, por essa razdo, produzir um numero de descendentes maior do que
individuos que ndo estejam aptos a resolver problemas ou que ndo séo tao eficientes em
fazé-lo (Vaz, 2011).

Em sementes, as recalcitrantes sdo metabolicamente ativas mesmo ap0s sua
dispersdo (Barbedo e Marcos-Filho, 1998). Em contraste as ortodoxas, que Sao
dispersas secas e frequentemente apresentam algum grau de dorméncia (Bewley e
Black, 1982; Hilhorst, 2007; Molizane, 2012), as recalcitrantes sdo lancadas ao
ambiente em condi¢cbes de germinar pronta e rapidamente, indicando que a pressdo
evolutiva ocorreu no sentido de direcionar a energia para o estabelecimento dessas
espécies.

As ortodoxas, por sua vez, provavelmente foram selecionadas em ambiente com
alguma estacdo desfavoravel a propagacdo, necessitando manter a estrutura reprodutiva
- a semente - capaz de atravessar esses periodos em estado latente (Barbedo et al., 2013;
Dekkers et al., 2015).

Algumas sementes da familia Fabaceae toleram ser secas a niveis abaixo de
10% de agua, e suportam armazenamento a temperatura ambiente por periodos longos,
como Caesalpinia peltophoroides (Silva, 2010), demonstrando seu comportamento
ortodoxo. Diferencas podem ser observadas em espécies do mesmo género, em que
Caesalpinia echinata (Figliolia et al., 2001; Barbedo et al., 2002) adquire a tolerancia a
dessecacdo dependendo do estadio de maturacdo e também sob influencia do ambiente
em que estdo inseridas.

Em estudo realizado com duas espécies de palmeiras (Arecaceae) pOde-se
verificar que frutos de Euterpe edulis sdo dispersos com altos teores de agua e ndo ha
sincronicidade visual entre os frutos e os pirénios de um estagio para outro,
caracterizando um comportamento recalcitrante. J& em Syagrus romanzoffiana,
apresentaram diferencas visuais, acimulo de matéria seca e teor de agua baixo na
dispersdo, aproximando-se mais das caracteristicas de sementes ortodoxas (Garcia e
Barbedo, 2016).

As sementes do género Eugenia sdo sensiveis a reducdo do teor de agua para

valores inferiores a 45% e, acima deste valor, apresentam diferentes graus de

21



sensibilidade a dessecacdo (Maluf et al., 2003; Delgado e Barbedo, 2007). Assim como
a maioria das sementes recalcitrantes, as espécies desse género podem ter adotado
estratégia de propagacdo no tempo e no espaco diferente da desenvolvida pelas
sementes ortodoxas (Teixeira, 2009).

A germinagdo em condi¢des desfavoraveis, letal para a maioria das sementes
recalcitrantes, pode resultar na morte das primeiras plantulas produzidas por sementes
de Eugenia, mas ndo da semente toda. Isso porque tais sementes apresentam duas
importantes caracteristicas que permite germinacfes sucessivas: 1) tecidos e células
capazes de diferenciar novas plantulas; 2) reservas suficientes para nutrir varias
plantulas em seus estadios iniciais de desenvolvimento (Silva et al., 2003, 2005;
Delgado, 2010).

Delgado (2010) demonstrou que as raizes ou plantulas inteiras formadas em
sementes de Eugenia, ap6s seu fracionamento, tém origem na bainha dos feixes
vasculares dos cotilédones. J& Amador (2015) identificou que ha intensa produgdo dos
acidos galico e elagico quando a primeira germinacao se inicia. Estes compostos sdo
descritos, na literatura, como potenciais inibidores da alfa-glucosidase (Kam et al.,
2013). Em sementes, uma alfa-glucosidase denominada maltase é responsavel por evitar
0 acimulo de moléculas de maltose resultantes da degradacdo do amido (Buckeridge et
al., 2004). O actmulo de maltose poderia, por exemplo, ser um sinalizador para o
bloqueio da germinacdo, potencialmente impedindo novas germinacdes, mas tal fato
ainda necessita ser mais bem elucidado (Amador, 2015).

Portanto, os resultados de regeneracdo de plantulas a partir de sementes
fracionadas e/ou germinantes demonstram um complexo sistema de controle da
germinacdo em sementes de Eugenia no qual apenas uma plantula se desenvolve num
determinado momento (Delgado e Barbedo, 2011; Amador e Barbedo, 2011). O
estabelecimento da pléantula pode ser afetado por diversos fatores, pela presenga de
patdgenos, estresse hidrico e mecéanico, herbivoria e competicdo intra e ou
interespecifica (Janzen, 1970).

Sementes maduras demonstram maior capacidade regenerativa que as sementes
imaturas, porém em imaturas também ocorre, isso indica que células meristematicas toti
ou pluripotentes (Batygina e Vinogradova, 2007), que promovem a formagdo de
embrides adventicios, ja estejam presentes em embrides imaturos. A capacidade
regenerativa ap6s sementes sofrerem danos provocados por predacdo amplia o periodo

de viabilidade da mesma no solo, contribuindo para preservacdo da espécie,
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principalmente das recalcitrantes, que possuem baixa longevidade (Silva et al., 2005;
Teixeira, 2009; Teixeira e Barbedo, 2012).

Pesquisas constataram que estresses bidticos ou abioticos levam a alteracdes no
padrdo de expressdo de proteinas das plantas, podendo ocorrer tanto a inibicdo quanto a
inducdo da biossintese de determinados constituintes proteicos. A respeito disso, Green
e Ryan (1972), verificaram que h& inducédo de inibidores de proteinases em tomate como
um mecanismo possivel de defesa contra insetos.

Ha algumas reacdes envolvendo compostos quimicos reconhecidos como
potenciais indutores ou inibidores de processos fisioldgicos em tecidos vivos, alguns
dos quais (como exemplo, espécies reativas de oxigénio e antioxidantes), poderiam estar
relacionados com o0s processos de inibicdo ou inducdo da regeneracdo de raizes e
plantulas em sementes de espécies de Eugenia (Teixeira, 2014).

Trabalhos realizados com fragmentacdo de sementes de Eugenia evidenciaram
que a partir de uma semente pode-se obter mais do que uma planta (Silva et al., 2005;
Amador e Barbedo, 2011, Teixeira et al., 2012; Prataviera et al., 2015) e também que a
dependéncia do fracionamento, para que esses novos tecidos se desenvolvam, indica
que lesdes nas sementes podem iniciar algum processo de indugdo da formagdo de
novas raizes e plantulas, ou pode bloquear a autoinibicdo dessas formagdes em sementes
(Delgado e Barbedo, 2011; Amador, 2015).

O fracionamento realizado em corte transversal de Eugenia stipitata demonstrou
bom potencial regenerativo, nas metades que permaneceram com o0 eixo hipocétilo-
radicula obteve-se 89% de germinacdo e, ainda, 20% nas suas metades opostas 0 que
totalizaria 109% de germinacdo (Anjos e Ferraz, 1999; Calvi, 2015). Outros exemplos
sdo das sementes de E. pyriformis (Silva et al., 2003) com uma germinacéo de até 184%
e E. uniflora, E. brasiliensis e E. involucrata, com germinacdo também superando 0s
100%, variando de 114% a 166% (Silva et al., 2005). Tais dados sugerem que este € um
comportamento que pode ser estendido para todo o género (Delgado, 2010).

A capacidade regenerativa em sementes apds o fracionamento foi observada
também em dois géneros da familia Clusiaceae, Garcinia e Allanblackia, (Ha et al.,
1988; Malik et al., 2005; Joshi et al., 2006; Asomaning et al., 2011; Ofori et al. , 2015),
que também possuem sementes recalcitrantes (Nascimento et al., 2001).

Em Eugenia, curiosamente quando as sementes ndo sao fracionadas, a germinacao
nunca é superior a 100%. Também ¢é rara a formacdo de uma segunda raiz em cada

fragdo dessas sementes, quando sdo cortadas. 1sso pode indicar que a regeneracdo de um
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segundo embrido em uma mesma semente somente ocorrerd quando a mesma €
fracionada e que devem existir mecanismos de inducdo e/ou de inibi¢do decorrentes do
corte e da germinacao (Silva et al., 2003 e 2005).

Evidéncias de que haja um sistema de autocontrole nessas sementes foi
reforcada pela presenga de substancias inibidoras da germinagdo nas sementes de
Eugenia, como verificado em E. dysenterica (Rizzini, 1970) e em E. uniflora (Delgado
e Barbedo, 2011), o que poderia impedir a germinacéo ou, até, a diferenciacdo de um
segundo embrido.

Andlises fitoquimicas de extratos envolvidos nos processos de inducdo e
inibicdo da regeneracdo foram realizadas em algumas espécies do género Eugenia.
Aparentemente, o controle do numero de germinacdes esta ligado ao balanco entre os
acidos galico e elagico (Amador, 2015).

Com relacdo a estudos realizados com organogénese, a taxa de formacéo e o
desenvolvimento de embriGes sométicos ou zigoticos sdo fortemente influenciados pela
composicdo quimica do meio. O balanco entre acucares, aminoacidos e reguladores de
crescimento, tem mostrado efeitos ora indutores, ora inibidores da formacgdo de novos
embrides (Deo et al., 2010; Kanwar et al., 2010; Karami e Saidi, 2010; Swamy et al.,
2010).

Sendo assim, em sementes de Eugenia, o inicio da protrusdo radicular ou da
formacédo de parte aérea poderia modificar o balanco daqueles compostos, o que tornaria
o meio desfavoravel a desdiferenciacdo de novas plantulas (Amador e Barbedo, 2011;
Amador, 2015).

Para Delgado et al. (2010), a capacidade regenerativa pode ter se originado de
uma pressdo de selecdo natural influenciada pela predacdo, em que células
parenquimaticas subepidérmicas se desdiferenciaram e formaram uma faixa
meristematica, demonstrando assim uma regeneracdo rapida dos tecidos fracionados
como uma forma de resisténcia a predacao.

O mecanismo de reproducdo de cada espécie é importante, posto que confere a
perpetuacdo de seus descendentes e para uma possivel colonizacdo de novos habitats,
além de contribuir com o desenvolvimento dos processos evolutivos naturais (Darwin,
1859; Stebbins, 1950; Grant, 1971).

Organismos terrestres sdo constantemente confrontados com o estresse a
dessecagédo impostos pela secura do ar, consequentemente, durante a evolucdo da vida

vegetal na terra, adaptacdes que permitem sobreviver e / ou evitar a dessecagdo foram
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necessarias. A capacidade de tolerar quase completamente a dessecacdo foi um passo
evolutivo importante que desempenhou um papel fundamental na colonizagéo da vida
terrestre (Dekkers et al., 2015).

Sementes recalcitrantes sdo muito sensiveis a dessecacao, sendo assim supde-se
que a regeneracdo dessas sementes tenha sido uma dessas adaptacGes ecofisiologicas
como estratégia compensatoria a tolerancia a dessecacdo para produzir sementes que
germinam em um longo periodo do ano (Barbedo e Marcos - Filho, 1998).

A proposta deste trabalho foi estudar espécies brasileiras do género Eugenia,
sobre sua capacidade regenerativa, demonstrada em trabalhos anteriores (Silva et al.,
2003; Silva et al., 2005; Teixeira, 2009; Delgado, 2010; Teixeira, 2014; Amador, 2015),
sobre sua estratégia em conferir seguranca na reproducdo, dispersdo e também na
propagacdo da espécie, sob a hipdtese de que a capacidade das sementes de Eugenia
spp. em produzir diversas plantulas e em controlar germinagdes simultaneas esta
associada a uma estratégia de adaptacdo a predacdo dessas sementes.

Para tanto, em um primeiro experimento, a capacidade regenerativa das
sementes foi associada a niveis de maturacdo das sementes, a partir de visualizacdes do
epicarpo dos frutos. Num segundo experimento, foi estudado aléem da regeneracéo de
novas raizes e plantulas, o quanto a regenerabilidade foi afetada com a limitacdo da
metade da reserva nutritiva e também a quantidade de regeneracdes a partir das

eliminacGes realizadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de sementes de Eugenia em formar novas plantulas quando as

primeiras germinacdes e plantulas sdo eliminadas.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar o potencial de sementes de E. candolleana em diferentes estadios de
maturacdo, em formar novas raizes e plantulas, quando as primeiras plantulas sao
eliminadas.
Avaliar o potencial de sementes inteiras ou fracionadas de E. brasiliensis em formar
novas raizes e plantulas quando as primeiras germinacGes e plantulas séo

eliminadas.

Avaliar o potencial de sementes de E. involucrata em formar novas raizes e

plantulas multipla e sucessivamente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do material vegetal

Frutos de trés espécies do género Eugenia (E. candolleana, E. brasiliensis e E.
involucrata) foram coletados das matrizes localizadas no Jardim Boténico de S&o Paulo,
SP (23°38’S e 46°37°W), e encaminhados ao Nucleo de Pesquisa em Sementes do
Instituto de Botanica para extracdo das sementes. Os frutos de E. candolleana, foram
coletados diretamente das matrizes e depois separados em quatro estadios de maturacao.

Para os frutos recém-dispersos, que foram coletados diretamente do solo (E.
brasiliensis e E. involucrata), utilizou-se lona plastica (do tipo sombrite) para
isolamento do contato do fruto com o solo. O processo de extracdo das sementes foi
realizado manualmente, com auxilio de peneira, retirando-se os residuos de polpa em

agua corrente, sendo imediatamente retirado o excesso de 4gua em papel toalha.

3.2 Caracterizacao dos lotes

As sementes de E. candolleana foram separadas em quatro estadios de
maturacdo de acordo com a diferenca na coloracao do epicarpo dos frutos: no estadio 1,
verde; no estadio 2, verde com manchas roseas; no estadio 3, vermelho claro a vermelho
escuro; no estadio 4, roxo escuro (figura 1 C). Ja as sementes de E. brasiliensis e E.
involucrata foram separadas e classificadas de acordo com seu tamanho em duas
categorias, graudas e miudas (figura 1 A e B), segundo o seu maior diametro.

As sementes das trés espécies foram medidas com auxilio de paquimetro digital
e caracterizadas pelo seu maior didametro. Em seguida, foram acondicionadas em sacos
de polietileno semiperfurados, permanecendo em geladeira a 10°C, até a instalacdo dos

experimentos.

27



Figura 1. Sementes de Eugenia brasiliensis (A) e E. involucrata (B), separadas
por tamanho, em graddas (g) e miudas (m), e frutos de E. candolleana
(C), separados em quatro estadios de maturacdo (E1, E2, E3 e E4), com
suas respectivas sementes. Escala: 1 cm.

3.3 Avaliacédo do teor de agua, massa seca e potencial hidrico

O teor de &gua inicial, expresso em porcentagem, com base na massa de matéria
Umida, e a massa seca das sementes (em g/semente) foram determinados segundo o
procedimento recomendado pelas Regras Internacionais de Andlise de Sementes,
utilizando-se o método de estufa com circulagdo de ar, por 17 horas a 103°C (ISTA,
1996). O potencial de dgua das sementes foi medido por equipamento WP4 (Decagon,
Pullmann, USA) com base na temperatura de ponto de orvalho, e expresso em
megapascal (MPa) (Decagon Devices, 2001). Para as avaliacdes de teor de agua, massa

seca e potencial hidrico, foram realizados quatro repeticdes de cinco sementes.

3.4 Testes de germinacao

A capacidade germinativa foi avaliada por teste de germinagdo, conduzido em

camara de germinagdo com luz branca continua nas temperaturas constantes de 25°C,
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com quatro repeticdes de vinte sementes para todas as espécies estudadas. As sementes
foram acondicionadas em bandejas de pléstico, contendo uma camada de dois
centimetros de vermiculita como substrato, umedecidas com agua de torneira (Brasil,
2009) até o limite de saturacao.

A germinacdo foi considerada a partir da protrusdo de 0,5 cm de raiz primaria.
Também foi registrado o desenvolvimento de plantulas, segundo critérios de Delgado e
Barbedo (2007).

Para monitoramento dos eventos individuais nas sementes em cada tratamento,
todas as sementes foram marcadas com etiquetas coloridas (Figura 2). Essas avaliagdes
foram realizadas diariamente no primeiro més e com intervalo de trés dias nos nove

meses subsequentes, para todas as espécies estudadas.

Figura 2: Testes de germinacdo aplicados as sementes de Eugenia brasiliensis (A) e
Eugenia involucrata (B), demonstrando o esquema de marcacdo com
utilizacdo de etiqueta plastica para cada semente.

3.4.1 Experimento | — Regenerabilidade em diferentes estadios de maturacéo

Para a realizacdo desse experimento a espécie utilizada foi Eugenia candolleana.
Os frutos foram coletados diretamente das matrizes e separados de acordo com a
coloracéo do epicarpo, para que posteriormente, as sementes provenientes desses frutos
pudessem ser divididas em quatro estadios de maturagéo.

A extracdo das sementes foi realizada em agua corrente com auxilio de peneira,
para a separagdo das sementes da polpa, sendo imediatamente retirado o excesso de
umidade com papel filtro. Para os frutos do primeiro estadio, o despolpamento foi
manual com auxilio de bisturi em razdo de apresentarem uma polpa mais consistente
(Figura 1C).
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ApOs o0 processo de extracdo em todos os estadios de maturacdo, as sementes
foram avaliadas quanto ao teor de agua, contetudo de massa seca e potencial hidrico. Em
sequida, foram realizados os tratamentos de regenerabilidade (TR) para os quatro
grupos. Assim, os tratamentos de TR compreenderam:

1. Germinagdo natural (GN) - sementes intactas foram colocadas para germinar em
gerbox contendo uma camada de dois centimetros de vermiculita como substrato,
umedecida com agua, sem qualquer interferéncia, ou seja, simulando condicdes
naturais;

2. Eliminagdo do primeiro desenvolvimento (EPD) - sementes intactas foram
colocadas para germinar em gerbox contendo uma camada de dois centimetros de
vermiculita como substrato, umedecida com 4agua. Esperou-se formar uma
plantula, apresentando sistema radicular e edfilos desenvolvidos e sem defeitos
aparentes (Delgado e Barbedo, 2007), que ao atingir cerca de 2 cm de parte aérea
(Figura 3A), foi eliminada com auxilio de bisturi, rente a superficie da semente,
retirando todo tecido proveniente da plantula (Figura 3B).

3. Eliminacdo do segundo desenvolvimento (ESD) - o procedimento adotado foi o

mesmo de EPD, porém eliminou-se a plantula duas vezes (Figura 4).

Figura 3: Plantulas de E. candolleana com cerca de 2 cm de
parte aérea (A); Detalhe da eliminacdo realizada
com auxilio de bisturi rente a superficie da semente
(B). Escala: 1cm.
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Figura 4. Esquema dos tratamentos de regenerabilidade (TR) em sementes de
Eugenia candolleana, em que GN= Germinacdo natural; EPD=
Eliminacdo de primeiro desenvolvimento e ESD= Eliminacdo de segundo
desenvolvimento. As setas vermelhas indicam eliminagdes.

3.4.2 Experimento Il — Regenerabilidade multipla e sucessiva

Para a realizacdo desse experimento utilizou-se as espécies Eugenia brasiliensis e
Eugenia involucrata. As sementes de ambas as espécies foram divididas em dois grupos
e classificadas por tamanho, segundo seu maior didmetro: E. brasiliensis graudas (10,4
+ 0,1 mm) e middas (7,9 £ 0,1 mm) e E. involucrata graddas (12,7 £ 0,5 mm) e mildas
(6,4 £ 0,2 mm).

Para E. brasiliensis, foram realizados os tratamentos de regenerabilidade (TR) e
também os tratamentos de estimulo & formacdo de novas plantulas (TE) tanto para
gratdas como miudas. Em TR, foi avaliada a capacidade das sementes em produzir
sucessivas germinacgdes e em TE, além da capacidade regenerativa de TR, também foi
avaliada a necessidade do estimulo do fracionamento. Dessa forma, os tratamentos de
TR compreenderam:

1. Germinag&o natural (GN) - conforme descrito anteriormente;
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2. Eliminacdo da primeira germinacdo (EPG) - sementes foram colocadas para
germinar e, imediatamente ap0s a raiz primaria ter atingido 2 cm, foi removida
por corte com bisturi rente a superficie da semente (Figura 5A e B).
Posteriormente, as partes remanescentes das sementes retornaram para as bandejas
sendo acompanhadas novas germinagdes, como descritas para GN;

3. Eliminagdo da segunda germinacdo de EPG (ESG) - sementes foram colocadas
para germinar e, imediatamente apds a raiz primaria ter atingido 2 cm, foi
removida por corte com bisturi. Logo apds, as partes restantes das sementes
retornaram para as bandejas e, imediatamente apds a(s) nova(s) raiz(es) terem
atingido 2 cm, também foram removida(s), sendo acompanhadas novas
germinacGes, como descrito para GN;

4. Eliminacdo do primeiro desenvolvimento (EPD) - conforme descrito
anteriormente;

5. Eliminag&o do segundo desenvolvimento (ESD) - conforme descrito anteriormente
(Figura 6). Os tratamentos de TE foram os mesmos de TR, porém quando as
sementes retornaram para o substrato para avaliar as novas germinacgdes, foram
fracionadas ao meio, horizontalmente de modo que o hilo permanecesse em uma

das fragdes (Figura 7A e B).

€

. /’\
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Figura 5: Exemplar de semente de E. brasiliensis
germinando com cerca de 2 cm de raiz primaria
(A); Detalhe da eliminagdo de raiz priméria
realizada com auxilio de bisturi rente a

superficie da semente, retirando todo tecido
referente & germinacéo (B). Escala: 1cm.
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Figura 6: Tratamentos de regenerabilidade (TR) e estimulo (TE) para as sementes de
Eugenia brasiliensis. TR compreendem: GN= Germinagdo natural; EPG=
Eliminacdo de primeira germinacdo; ESG= Eliminacdo de segunda
germinacdo; EPD= Eliminagdo de primeiro desenvolvimento; ESD=
Eliminacdo de segundo desenvolvimento e TE compreendem 0S mesmos

que em TR, porém as sementes foram fracionadas ( ' ). As setas vermelhas
indicam eliminacdes.
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Figura 7: Representacdo esquematica dos tratamentos de estimulo
nas sementes de E.brasiliensis. (A) semente evidenciando
o hilo e (B) corte horizontal, com a fragdo a direita que
continha o hilo. (llustragdo: Débora M. Molizane,
adaptado e modificado de Teixeira, 2014).

Para Eugenia involucrata, foram realizados apenas o0s tratamentos de
regenerabilidade (TR), sem o estimulo proporcionado pela lesdo do fracionamento.
Porém, neste experimento, os tratamentos de regenerabilidade estenderam-se até as
terceiras eliminacdes de raizes e plantulas, para sementes graidas e middas. Assim, 0s
tratamentos deste ensaio compreenderam:

1. Germinagéo natural (GN) - conforme descrito anteriormente;

2. Eliminacdo da primeira germinacdo (EPG) — conforme descrito anteriormente;

3. Eliminacdo da segunda germinacdo de EPG (ESG) — sementes foram colocadas
para germinar e, imediatamente apds a raiz priméaria ter atingido 2 cm, foi
removida por corte com bisturi. Logo apds, as sementes retornaram para o gerbox
e, imediatamente apds a(s) nova(s) raiz(es) ter(em) atingido 2 cm, também
for(am) removida(s), sendo acompanhadas novas germinacoes, até a formacéo de
uma nova plantula;

4. Eliminacdo da terceira germinacdo de ESG (ETG) — sementes foram colocadas
para germinar e, imediatamente apds a raiz primaria e a raiz secundaria ter
atingido 2 cm, foram removidas por corte com bisturi. Logo apds, as sementes
retornaram para o gerbox e, imediatamente ap0s a(s) nova(s) raiz(es) terem
atingido 2 cm, também for(am) removida(s), sendo acompanhadas novas

germinacdes, até a formacdo de uma nova plantula;
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5. Eliminacdo do primeiro desenvolvimento (EPD) - conforme descrito
anteriormente;

6. Eliminacdo do segundo desenvolvimento (ESD) - conforme descrito
anteriormente;

7. Eliminagéo do terceiro desenvolvimento (ETD) — o procedimento adotado foi o
mesmo de ETG, porém eliminou-se a plantula normal (com cerca de 2 cm de
parte aérea) ao inveés da raiz terciaria (Figura 8).

Neste experimento, foram avaliados o comprimento da parte aérea (cm) de novas
plantulas e o ndmero de folhas provenientes das sementes graidas e mildas de E.
involucrata, dos tratamentos EPG, ESG e ETG, aos 3 e 10 meses, ou seja, no inicio e no
final do experimento, com 4 repeticdes de 10 plantulas.

Para os dois experimentos foram realizados também a contagem de tempo (em dias)
de regeneracdes das novas raizes e também do desenvolvimento de plantulas mediante o
tipo de eliminagdes.

O calculo da regenerabilidade de plantulas foi baseado em quantas sementes foram
capazes de regenerar novas raizes e ndo sobre o total de sementes que foram colocadas

para germinar inicialmente. Sendo assim,

NPR

%R =
¢ NRR

onde,

% R = porcentagem de regeneracao;

NPR= namero de plantulas regeneradas;

NRR= numero de raizes regeneradas.

Desta maneira, a porcentagem de plantulas que regeneraram é decorrente das

raizes regeneradas.
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Figura 8: Tratamentos de regenerabilidade (TR) em sementes de Eugenia
involucrata. GN= Germinacdo natural; EPG= Eliminacdo de primeira
germinacdo; ESG= Eliminacdo de segunda germinacdo; ETG=
Eliminagdo de terceira germinacdo; EPD= Eliminagdo de primeiro
desenvolvimento; ESD= Elimina¢do de segundo desenvolvimento; ETD=
Eliminagdo de terceiro desenvolvimento. As setas vermelhas indicam
eliminacGes.

3.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental para todos os experimentos foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial de 4 x 3 (idades x eliminacGes) para E. candolleana, 2
X 5 x 2 (tamanho x eliminagcbes x corte), para E. brasiliensis e 2 x 7 (corte X
eliminagdes) para E. involucrata. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (teste F, 5%) e as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5%
(Santana e Ranal, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento | — Regenerabilidade em diferentes estadios de maturacao

Os dados de caracterizacdo dos lotes das sementes de Eugenia candolleana
mostraram que as sementes de todos os estadios possuem valores de tamanho, umidade
e potencial hidrico semelhantes, com variacdo apenas na matéria fresca e seca (tabela
1). Os teores de agua de todos os estadios de maturacdo apresentaram-se altos,
caracteristica tipica de sementes recalcitrantes (Barbedo et al., 1998 a; Barbedo et al.,
1998 b; Maluf et al.,, 2003). As sementes recalcitrantes possuem comportamento
diferente de sementes ortodoxas, que apresentam sistemas eficientes para adquirir
tolerancia a dessecacdo, permitindo sua secagem e conservacdo por periodos
prolongados mesmo em condigfes naturais. Sementes recalcitrantes sdo consideradas
intolerantes a perda de agua. Por esta razdo, apresentam seu metabolismo acelerado,
quando dispersas. Assim, desenvolveram outras estratégias como a formacéo de bancos

de plantulas ou a rapida e frequente colonizacdo de novas areas (Teixeira, 2009).

Tabela 1. Diametro das sementes (DS, mm), teor de agua (TA, %), potencial hidrico
(PH, MPa), massa fresca (MF, g/semente) e massa seca (MS, g/semente), de
sementes de E. candolleana de acordo com o estadio de maturacdo dos frutos.

Estadios de maturacéo

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
DS 12 (+0,2) a 11,2 (£0,3) a 12,7 (£ 0,4) a 11,9 (£ 0,5) a
TA 57,0 (x1,4) a 54,0 (+0,5) a 55,0 (+1,4) a 56,5 (+ 1,8) a
PH  -141(+028)a  -1,52(+0,09)a -1,38 (£ 0,14) a -1,86 (£ 0,29) a
MF  1,724(x0,122)c 2,320 (+ 0,185) b 2,256 (+ 0,200) bc 3,238 (+ 0,186) a
MS 0,736 (£0,047)c 1,064 (£0,079)b 1,010 (+0,083)bc 1,409 (+ 0,126) a

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

Ao observar os dados de massa seca, houve maior acimulo no estadio 4 (1,409
g.semente™). Neste mesmo estadio, ocorreu também aumento da massa fresca de
1,724g.semente™ (estadio 1) a 3,238 g.semente™ (estadio 4), indicando que as sementes
estdo em processo de maturacdo, mesmo sem alteragdes no teor de agua. Este
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comportamento foi também observado em sementes E. pyriformis (Lamarca et al.,
2013), indicando a possibilidade de que, mesmo em estadios imaturos, as caracteristicas
fisioldgicas das sementes estdo completamente desenvolvidas logo cedo, de forma
dessincronizada a maturagéo dos frutos.

A coloragdo dos frutos é um parametro eficaz para a identificagdo do ponto de
maturidade fisiologica para sementes de algumas espécies de Eugenia (Avila et al.,
2009; Oro et al., 2012), mas ndo para outras, como observou Prataviera (2005), que
sugeriu que a forma de identificar o ponto de maturidade fisioldgica ndo deve levar em
consideracdo apenas a coloragdo dos frutos. Entretanto, Barbedo et al. (2013) e Marcos
Filho (2015) consideram que 0 maximo acimulo de massa seca, 0 baixo teor de 4gua e a
elevada capacidade germinativa, frequentemente utilizados para identificar a maturidade
em sementes ortodoxas, ndo apresentam a mesma eficiéncia para sementes
recalcitrantes, uma vez que no periodo final de maturacdo os teores de agua sdo
elevados e ndo ha um ponto definido para o término dessa fase de maturacdo
correspondente ao inicio da germinacao.

Em relacdo a germinacdo, houve interacdo significativa entre estadios de
maturacdo e tipos de eliminacGes de novas raizes (figura 9). Porém, ndo houve interagdo
entre esses fatores para porcentagem de desenvolvimento de plantulas (figura 10).

Os estadios imaturos demonstraram menor regenerabilidade que os estadios
maduros, tanto para germinacdo quanto para formacdo de plantulas. A germinacdo
prévia (controle) foi alta em todos os estadios (100%). Ao eliminar o primeiro
desenvolvimento (EPD), a germinagdo de novas raizes ocorreu em todos os estadios
(40% no estadio 1; 83% no estadio 2; 100% no estadio 3 e 100% estadio 4, figura 9). Ao
eliminar o segundo desenvolvimento (ESD), apenas os estadios 2, 3 e 4 de maturacédo
apresentaram germinacdo ou emissdo de novas raizes (80% no estadio 2; 58% no
estadio 3 e 33% no estadio 4). De fato, embora estadios mais imaturos de sementes de
Eugenia j& tenham a capacidade de regenerar raizes e partes aéreas, sua eficiéncia no
processo é menor do que a verificada em sementes mais maduras (Teixeira e Barbedo,
2012).

A capacidade de regeneracdo de novas raizes apo0s eliminacdo da primeira
plantula, em sementes de E. candolleana, pode estar relacionada a grande quantidade de
reservas das sementes, que permite que sejam predadas e, ainda assim, continuem
capazes de germinar (Teixeira, 2009). Essa estratégia pode ser compreendida, também,

sob o ponto de vista ecolégico, como forma alternativa a secagem, observado para a
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maioria das sementes ortodoxas, permitindo que a espécie se perpetue no ambiente por

meio de sucessivas germinacdes a partir da mesma semente (Teixeira e Barbedo, 2012).
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Figura 9. Porcentagem de germinagdo de sementes de E. candolleana em diferentes
estadios de maturacdo submetidas a eliminacao de primeiro desenvolvimento
(EPD), eliminagdo de segundo desenvolvimento (ESD) e sem eliminagGes
(CONTROLE). Meédias seguidas pela mesma letra (minasculas comparando
os diferentes estadios de maturacdo e maiusculas comparando os diferentes
tipos de eliminac@es) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

O desenvolvimento de plantulas, em sementes que foram submetidas aos
tratamentos EPD, ocorreu em todos os estadios (100%), porém quando se eliminou o
segundo desenvolvimento (ESD), os valores decresceram nos estadios 3 e 4 (29% e
25%) e ndo ocorreu nos estadios 1 e 2 (figura 10). Resultados similares foram
encontrados por Delgado (2010) e Teixeira e Barbedo (2012), em que sementes
imaturas também apresentaram menor porcentagem de germinacdo e producdo de
plantulas que sementes maduras, demonstrando que o estadio de maturacdo pode afetar
esta caracteristica.

Ao comparar os dados de germinacdo e desenvolvimento de plantulas (figuras 9
e 10), foi possivel observar que a porcentagem de desenvolvimento apresenta-se mais
elevada em relacdo a germinacdo de novas raizes. Isto ocorreu porque o calculo da

porcentagem de producdo de plantulas foi realizado de acordo com a quantidade de
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sementes que regeneraram raizes e nao baseado na quantidade de sementes que foram

semeadas inicialmente antes dos tratamentos.
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Figura 10. Porcentagem de desenvolvimento de plantulas em sementes de E.
candolleana em diferentes estadios de maturacéo, submetidas a eliminacéo
de primeiro desenvolvimento (EPD), eliminacdo de segundo
desenvolvimento (ESD) e sem eliminagdes (CONTROLE). Meédias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

O estudo de maturacdo em sementes de Eugenia é de grande relevancia para
compreender o comportamento das espécies perante a regeneracdo de novas estruturas.
Em vista disso, os resultados deste experimento mostraram que as sementes de Eugenia
candolleana possuem alta capacidade de germinar sucessivas vezes e produzir
plantulas, independente de EPD ou ESD. Contudo, a eficiéncia do processo depende do
estadio de maturacdo da semente. Isso pode ter relagdo com adaptacBes da espécie
contra a predacao, bem como pode ser considerada uma estratégia ecolégica como meio
de propagacdo dessas sementes (Teixeira, 2009; Delgado, 2010).

E importante ressaltar que, na ocorréncia de fatores ambientais como chuvas
torrenciais, vendavais, eventuais quedas de frutos imaturos ou mesmo predagdo, ha
possibilidade da semente germinar e se tornar uma plantula e se, ainda assim, essa
plantula for consumida por um predador, ela germinara novamente, ndo havendo perda
na producgdo e aumentando as chances de perpetuar a espécie (Delgado, 2010).

O tempo meédio de germinacgdo pode variar, de acordo com as caracteristicas de
cada espécie e das condi¢Ges ambientais (Borghetti e Ferreira, 2004). Nas sementes de
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E. candolleana o tempo de regeneracdo de novas raizes e plantulas aumentou de acordo
com o tipo de eliminagdo (figura 11). Os tratamentos ESD nos estadios finais de
maturacdo (estadios 3 e 4) foram os que demandaram maiores periodos para regenerar,
tanto em relacdo as novas raizes quanto as novas plantulas. Conforme aumentou a
quantidade de eliminagBes nas sementes, espacou também o tempo para as sementes
regenerarem novas raizes e plantulas.

Todos os processos envolvidos na desdiferenciacdo de tecidos parenquimaticos
(Batygina e Vinogradova, 2007), exigem tempo (cerca de 30 a 37 dias para sementes de
E. candollena formarem novas raizes e plantulas, quando submetidas ao tratamento
ESD) e a cada vez que ocorre uma lesdo as estruturas da semente ou a ela mesma, a
quantidade de dias para regenerar também pode aumentar (figura 11) (Delgado, 2010;
Mendes e Mendonga, 2012). Nos processos relacionados a germinacdo, todo o
metabolismo da semente que estaria direcionado a sua permanéncia no ambiente, foi
interrompido pela lesdo e a mesma necessitou passar por eventos de desdiferenciacao
das células dos tecidos perivasculares que se encontram na regido apical dos
cotilédones, para produzir novos embrides e iniciar uma nova germinacdo (Delgado,
2010).
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Figura 11. Tempo (dias) de regeneracdo de novas raizes e plantulas
provenientes de sementes de E. candolleana em quatro
estadios de maturacdo (E1, E2, E3 e E4), submetidas a
eliminacdo de primeiro desenvolvimento (EPD),
eliminacdo de segundo desenvolvimento (EPD) e sem
eliminagdes (SE).
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Pode-se considerar, também, que esses processos de eliminacdes e regeneracoes
subsequentes proporcionam & semente maior periodo de permanéncia no meio. A
ampliacdo de tempo pode estar relacionada a estratégia de propagacdo dessas espécies,
investindo mais energia nas sementes com qualidades que favorecam o estabelecimento
e a sobrevivéncia das plantulas, do que aquelas com qualidades favoraveis a sua
dispersdo como, por exemplo, sementes tolerantes a dessecacdo (Teixeira e Barbedo,
2012).

A capacidade de regeneracdo das sementes do género Eugenia foi previamente
relatada por Anjos e Ferraz (1999). Outras espécies do mesmo género j& tiveram a
capacidade de regeneracdo testada apds sofrerem fracionamentos em diversas direcGes,
como por exemplo, E. pyriformis (Silva et al., 2003; Amador e Barbedo, 2011), E.
involucrata, E. uniflora, E. brasiliensis (Silva et al. 2005), E. cerasiflora, E. pyriformis,
E. brasiliensis (Teixeira, 2009), E. cerasiflora, E. umbeliflora, E. pruinosa (Delgado et
al., 2010), e E. stipitata (Mendes e Mendonga 2012; Calvi, 2015).

Entretanto, a possibilidade de utilizar a capacidade de regeneracdo para produzir
mais de uma germinacdo na mesma semente, havia sido testada em sementes de
Eugenia apenas por Calvi et al. (2017), em E. stipitata var. sororia, que obtiveram uma
segunda germinacdo apos o corte da plantula. Se o processo de germina¢do comecar e
em seguida cessar com a perda da raiz principal, a semente iniciard um novo processo
de germinacdo, com reservas internas suficientes para o desenvolvimento de uma nova
planta (Delgado et al., 2010). Tais evidéncias sugerem que este comportamento,
considerado um evento raro na natureza, pode ser comum as espécies do género.

E importante a compreensdo dos fatores associados a regeneracdo de novas
plantulas, como por exemplo, a morfologia e anatomia do embrido de Eugenia (Justo et
al., 2007; Delgado et al., 2010). Apesar da existéncia de poliembrionia em espécies de
Myrtaceae (Landrum e Kawasaki, 1997), os embrides de Eugenia tém sido descritos
como monoembribnicos, se apresentam como estruturas globosas, em que a
diferenciacdo entre cotiléedone e eixo hipocotilo-radicula € visivel apenas
microscopicamente (Gurgel e Soubihe Sobrinho, 1951; Salomao e Allem, 2001; Justo et
al., 2007; Delgado et al., 2010).

Em decorréncia da morfologia dessas sementes, talvez seja necessario algum tipo
de fracionamento, indicando que lesdes podem iniciar algum processo de inducdo da
formacdo de novas raizes e plantulas. As sementes que séo fracionadas podem gerar

plantulas, mas raramente mais de uma nova formacdo em cada fragmento, sugerindo
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algum autocontrole na formacdo de varias plantulas (Delgado et al., 2011; Amador e
Barbedo, 2011; Amador, 2015). E provavel que exista uma relagio entre o

fracionamento e as formas de predacédo em sementes do género Eugenia.

4.2 Experimento Il — Regenerabilidade multipla e sucessiva

As sementes de Eugenia séo extremamente predadas por insetos (Ribeiro, 2004;
Silva e Pinheiro, 2009; Masetto et al., 2009; Teixeira, 2009; Rodrigues, 2013) e também
atraem péassaros e outros animais (Maluf et al., 2003). Por esta razdo, neste
experimento, utilizou-se o fracionamento como forma de simulacdo de herbivoria, para
verificar se 0 mesmo foi capaz de induzir a regeneracdo de novas raizes e
desenvolvimento de plantulas, em sementes com apenas a metade da reserva nutritiva.
Para este experimento, as espécies utilizadas foram E. brasiliensis, e E. involucrata
dividindo os lotes em dois grupos, em sementes gratdas e miudas.

Com relacdo a caracterizacdo dos lotes de E. brasiliensis (tabela 2), os dados
indicaram que as sementes graldas apresentaram massa fresca e massa seca maiores que
miudas. Porém, os valores para os teores de agua, foram superiores em sementes miudas
(50%) do que em sementes graudas (47,5%) e o potencial hidrico em sementes miudas
demonstrou-se mais negativo (-1,76 MPa) do que em sementes graudas que (-1,23
MPa).

Tabela 2. Didmetro das sementes (DS), teor de agua (TA), potencial hidrico (PH),
massa fresca (MF) e massa seca (MS), de sementes de E. brasiliensis de
acordo com a separacdo em tamanho, gratdas e middas.

Caracteristica Tamanho das sementes
avaliada Graudas Mildas
DS (mm) 10,4 (+ 0,1) 79 (£0,1)
TA (%) 47,5 (+0,8) 50 (£ 0,2)
PH (-MPa) -1,23 (+ 0,50) -1,76 (+ 0,45)
MF (g.semente™) 0,414 (+ 0,038) 0,164 (+ 0,013)
MS (g.semente™) 0,217 (+ 0,020) 0,082 (+ 0,007)

Na figura 12, pode-se observar a germinacdo de sementes gratdas e miudas de
E. brasiliensis que foram submetidas ao fracionamento e posteriormente aos

tratamentos EPG, ESG, EPD e ESD, sendo que, sementes fracionadas permaneceram
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apenas com metade da semente (representados por EPG', ESG', EPD' e ESD' na figura
6). Os dados mostram que, de maneira geral, a emissdo de novas raizes ocorreu para a
maioria dos tratamentos.

N&o houve interacdo significativa entre os trés fatores (tamanho, tipos de
eliminacdes e fracionamento), para as variaveis regeneracao de novas raizes (figura 12)
e desenvolvimento de novas plantulas (figura 13). Sementes mildas regeneraram
ligeiramente melhor que graudas, mas as inteiras regeneraram bem melhor que
fracionadas (figura 12). Em estudos anteriores, em E. pyriformis, curiosamente
sementes maiores regeneraram melhor (Lamarca et al., 2013; Prataviera et al., 2015),
demonstrando que essa caracteristica deve ser melhor estudada. Marcos-Filho (2015)
sugere que as sementes mitdas podem nao ter completado a maturagéo, tendo recebido

quantidade significativamente menor de reservas. Porém, no presente trabalho isso ndo
deve ter ocorrido.
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Figura 12. Médias de porcentagem de germinacdo de sementes de E. brasiliensis,
gratdas e miudas, inteiras e fracionadas submetidas a eliminacdo de
primeira e segunda germinacéo (EPG e ESG), eliminagéo de primeiro
e segundo desenvolvimento (EPD e ESD) e sem eliminacGes

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

Para o desenvolvimento de plantulas (figura 13), também ndo houve interacéo
para quaisquer dos fatores. O tamanho n&o influenciou na regenerabilidade e as

sementes miudas e graudas foram semelhantes. Diferencas foram observadas com
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relacdo ao fracionamento, em que sementes inteiras apresentaram maiores medias que
fracionadas. Independente da interacdo dos fatores, a regeneracdo de novas raizes e
plantulas acontece.

Os valores de porcentagem de desenvolvimento de plantulas em E. brasiliensis
chegaram a ser maiores que os de germinacgéo (figura 13), porque o célculo da formacéo
de plantulas foi baseado na quantidade de raizes que regeneraram, e ndo na quantidade
de sementes que foram semeadas inicialmente, como realizado também para E.

candolleana no primeiro experimento.
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Figura 13. Medias de porcentagem de desenvolvimento de plantulas em sementes
de E. brasiliensis, graddas e miudas, inteiras e fracionadas submetidas
a eliminacdo de primeira e segunda germinacdo (EPG e ESG),
eliminacdo de primeiro e segundo desenvolvimento (EPD e ESD) e
sem eliminagdes (controle). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

As sementes mildas e graudas de E. brasiliensis, tanto inteiras quanto
fracionadas, tiveram reducdo na capacidade de produzir plantulas, principalmente
quando submetidas ao tratamento ESD. Isto deve ter ocorrido devido a reducdo de
reservas das sementes, comprometendo o estabelecimento da plantula (Teixeira, 2009).

Segundo Castro et al., (2004), a plantula se desenvolve a partir de carboidratos,

proteinas e lipidios. Uma semente fracionada em duas partes, com reducdo em sua fonte
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de energia e de nutricdo para a plantula pela metade, poderia ser comparada a uma
semente pequena que, segundo Carvalho e Nakagawa (2012), pode apresentar menor
vigor e desenvolvimento de plantula. Foi possivel observar, neste estudo, que sementes
de E. brasiliensis com apenas metade da sua reserva foram capazes de regenerar novas
raizes e produzir plantulas (Silva et al.,2003; Teixeira, 2009), quando essas primeiras
raizes e plantulas foram eliminadas. E provavel que a capacidade regenerativa em
sementes fracionadas de Eugenia tenha se manifestado através de uma pressdo de
selecdo natural influenciada pela predacdo (Teixeira, 2009), em que as células
parenquiméticas subepidérmicas se desdiferenciam e formaram uma faixa
meristematica, demonstrando uma regeneragdo rapida dos tecidos fracionados como
forma de resisténcia ao ataque de predadores (Delgado 2010).

Em estudo com sementes de E. stipitata, Anjos e Ferraz (1999) sugerem que as
fragbes opostas ao hilo sdo fragmentos de sementes que ndo apresentam a regido
meristematica, por esta razao as avaliacOes realizadas no presente trabalho foram apenas
com a metade da semente que apresentava o hilo, pois a presenca do hilo € considerada
importante por ser o local de emergéncia da plantula para diversas espécies de Eugenia
(Silva et al., 2005) e onde ocorre a diferenciagdo dos meristemas apicais radicular e
caulinar (Mendes e Mendonga, 2012).

Neste trabalho, as fracdes opostas das sementes de E. brasiliensis ndo foram
descartadas e também apresentaram regeneracao de novas raizes e desenvolvimento de
plantulas, embora de forma ndo tdo expressiva quanto a metade da semente que possuia
o hilo.

E importante ressaltar que o evento de particio ou fracionamento espontaneo
(natural) de sementes também ocorre na natureza. Ao observar matrizes de E.
cerasiflora, em constatacdo de campo, foi possivel perceber que ha intensa predacao por
aves (ndo identificada) em seus frutos. Analisando visualmente esses frutos, pode-se
verificar que as aves tentavam se alimentar da larva presente dentro dele, inserida dentro
da semente, pois a polpa do fruto ndo apresentou nenhuma avaria em decorréncia de
bicadas.

As aves cortam a semente ao meio e a mesma € dispersa no ambiente, na forma
fracionada (figura 14A). Foi realizado um teste de germinacéo (figura 14B, C) com
essas sementes e suas fragGes, que eram dispersas ja fracionadas, com o intuito de

comprovar a regenerabilidade de raizes e pléntulas. Apés avaliacdo do teste de
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germinacao foi possivel verificar que esses eventos também acontecem de forma natural
e as duas fragdes partidas regeneram raizes e formaram plantulas (figura 14D).

Portanto, em uma condicdo de herbivoria em que um possivel ataque (larvas de
insetos) aconteca, eliminando grande parte das reservas da semente (predacédo), e que
suas primeiras germinagdes e primeiros desenvolvimentos sejam eliminados, ainda
assim as sementes demonstram capacidade para regenerar novas estruturas, como

observado em trabalhos anteriores (Silva et al., 2003; Silva et al., 2005; Teixeira, 2009;

Delgado, 2010).
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Figura 14. Foram coletados frutos de E. cerasiflora predadas naturalmente (A),
realizou-se a identificacdo desses frutos e das respectivas fracOes
(B), para acompanhamento de teste de germinacdo (C). Apds,
obteve-se exemplares de plantulas e fragdes de sementes de E.
cerasiflora (D), sugerindo que o fracionamento em sementes ocorre
também de forma natural.

Sendo assim, fica evidente que existe uma dependéncia do fracionamento para
que esses tecidos presentes nas sementes se desenvolvam, corroborando com as

pesquisas de Amador e Barbedo (2011) que indicam que lesdes em sementes podem

47



promover processos de inducdo da formacdo de novas raizes e plantulas ou bloquear a
autoinibicdo dessas formagdes em sementes.

Para os resultados da contagem de tempo das regeneracdes das novas raizes e
plantulas em sementes de E. brasiliensis, pode-se observar que os dados seguiram a
mesma tendéncia que em E. candolleana, em que as sementes que passaram pelos
tratamentos EPG, ESG e EPD regeneraram entre 11 e 21 dias, diferente do controle que
foi entre 4 e 6 dias, as sementes inteiras que foram submetidas a ESD, regeneraram
entre 37 e 41 dias, assim, o tempo vai espacando na medida em que aumentaram as
eliminacgdes, porém em sementes fracionadas, ndo apresentaram regeneracoes de raizes
(figura 15).
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Figura 15. Tempo (dias) de regeneracdo de novas raizes provenientes
de sementes graddas e miudas de E. brasiliensis, inteiras e
fracionadas, submetidas a eliminacdo de primeira
germinacdo (EPG), eliminacdo de segunda germinagéo
(ESG), eliminacdo de primeiro desenvolvimento (EPD),
eliminacdo de segundo desenvolvimento (ESD) e sem
eliminac0es (SE).

O tempo para producdo de novas plantulas (figura 16) aumentou em comparagao
ao tempo para formacdo de novas raizes (figura 15). Em EPG e ESG, a nova
regeneracdo de plantulas foi entre 20 e 63 dias, diferente do tratamento controle que foi
entre 15 e 22 dias. As sementes inteiras que foram submetidas a EPD e ESD
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regeneraram entre e 47 a 77 dias. Ja as sementes fracionadas do tratamento ESD, nédo
apresentaram formacé&o de plantulas, tanto para graidas como para middas.

Estes dados reforcam as pesquisas de Delgado (2010), sugerindo que o tempo de
regeneracdo de novas raizes e plantulas deve estar relacionado aos processos de
desdiferenciacdo de células dos tecidos parenquimaticos presentes nos cotilédones,
responsaveis pela producéo de novos embrides. Conferindo, desta forma, a permanéncia
da semente por um longo periodo no meio ambiente, mantendo-se viaveis (Teixeira e
Barbedo, 2012).

Regeneracdode plantulas
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Figura 16. Tempo (dias) de regeneracdo de novas plantulas provenientes
de sementes graudas e miudas de E. brasiliensis, inteiras e
fracionadas, submetidas a eliminacéo de primeira germinagao
(EPG), eliminacéo de segunda germinacéo (ESG), eliminagéo
de primeiro desenvolvimento (EPD), eliminacdo de segundo
desenvolvimento (ESD) e sem eliminagdes (SE).

Sementes de E. involucrata gralidas apresentaram massa fresca e massa seca
maiores que miudas (tabela 3). Os teores de 4gua também apresentaram diferencas em
ambas as categorias, as sementes graudas com 56% e as sementes miudas com 69%.
Porém, neste caso, a capacidade de regeneracdo de novas raizes, decaiu em sementes

mildas, quando comparada com as graudas (figura 17).
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Cabe ressaltar que, em ambos 0s experimentos em que se avaliou a
regenerabilidade associada ao tamanho das sementes em E. brasiliensis e E.
involucrata, ocorreu variagdo no tamanho das sementes mildas de uma espécie para
outra. As sementes miudas de E. brasiliensis possuiam dimensdes mais elevadas que as
sementes mildas de E. involucrata (tabelas 2 e 3), fato que resultou na maior
capacidade regenerativa dessas sementes em comparagao com as sementes middas de E.
involucrata.

Talvez a maior quantidade de massa nutricional tenha favorecido sementes
mildas de E. brasiliensis, apresentando assim, valores mais elevados de regeneracgéo de

raizes que as sementes miudas de E. involucrata (figuras 12 e 17).

Tabela 3. Diametro das sementes (DS), teor de agua (TA), potencial hidrico (PH),
massa fresca (MF) e massa seca (MS) de sementes de E. involucrata de acordo
com a separacao em tamanho, gradudas e miudas.

Caracteristica Tamanho das sementes
avaliada Graldas Mildas
DS (mm) 12,7 (+ 0,5) 6,4 (£0,2)
TA (%) 56 (+0,3) 69 ( 0,0)
PH (-MPa) - 0,46 (+ 0,06) -0,86 (+0,17)
MF (g.semente™) 1,315 (+ 0,071) 0,145 (+ 0,009)
MS (g.semente™) 0,579 (+ 0,031) 0,045 (+ 0,003)

Para porcentagem de germinacéo e de desenvolvimento houve interacéo entre 0s
fatores tamanho das sementes e tipos de eliminacdes. Os dados para emissao de novas
raizes em sementes graudas de E. involucrata, que foram submetidas aos tratamentos
EPG, ESG e ETG, foram superiores a 90%. E quando submetidas a EPD, ESD e ETD, a
germinacao nos trés tratamentos também foi elevada, acima de 80% (figura 17).

Em sementes mildas a regeneracdo de novas raizes também ocorreu, porém
mais baixa (44% em EPG, 42% em ESG e 64% em ETG) em comparacdo com as
sementes graudas. Nos tratamentos EPD e ESD, ocorreu produgédo de novas raizes em
porcentagem menor (12% em EPD e 25% em ESD) quando comparada com sementes
gratdas (98% em EPD e 85% em ESD). Entretanto, quando se eliminou o terceiro

desenvolvimento (ETD), as sementes mitdas ndo produziram novas raizes (figura 17).
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Os dados indicam que, de maneira geral, a regeneracdo pode ser possivel para
germinagdo de novas raizes, mesmo sendo eliminadas sucessivas vezes tanto para
sementes graudas como miudas. Estes eventos podem estar associados as sementes de
maior tamanho poder armazenar maior quantidade de substancias de reserva durante a
fase de desenvolvimento, o que proporcionara embrides mais desenvolvidos,
aumentando a probabilidade de sucesso no estabelecimento da plantula (Delgado,
2010).
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Figura 17. Porcentagem de germinagdo de sementes de Eugenia involucrata de
diferentes tamanhos (gratdas nas colunas em preto, mitdas em cinza)
submetidas a eliminacdo de primeira, segunda e terceira germinacao
(EPG, ESG e ETG) e eliminacdo de primeiro, segundo e terceiro
desenvolvimento (EPD, ESD e ETD). Médias seguidas pela mesma
letra (mindsculas comparando graddas com middas e maidsculas
comparando os diferentes tipos de eliminacBes) ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.

No que se refere ao desenvolvimento de plantulas, pode-se verificar que a
producdo de plantulas foi maior, principalmente quando se elimina as raizes, em
sementes graudas (acima de 90%) que em sementes miudas (acima de 35%) (figura 18).

Os tratamentos EPG, ESG e ETG, em sementes graidas, demonstraram elevada
capacidade regenerativa na producdo de novas plantulas (98%, 94% e 92%,

respectivamente). O mesmo foi observado quando essas sementes foram submetidas aos
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tratamentos EPD, ESD e ETD em que obtiveram 93%, 82% e 71%, demonstrando altos
niveis de regenerabilidade.

No caso das sementes middas, ficou evidenciada a formacdo de novas plantulas
(42% em EPG, 60% em ESG e 35% em ETG), porém quando se eliminou os
desenvolvimentos, apenas para o tratamento EPD obteve formacéo de plantulas (12%).
N&o houve formacgéo de novas plantulas para os tratamentos ESD e ETD em sementes
miuddas.

Como dito anteriormente, a plantula se desenvolve a partir de carboidratos,
proteinas e lipidios (Castro et al., 2004), sendo assim, a quantidade de reserva
nutricional em sementes miudas é bem menor do que em sementes graidas o que pode
promover menor vigor e desenvolvimento de plantula (Carvalho e Nakagawa, 2012);
talvez por essa razdo, as sementes miudas dos tratamentos ESD e ETD, nao formaram
novas plantulas.

N&o deve ser descartada a possibilidade de que as sementes mildas tenham
consumido grande parte de suas reservas para manutencdo e estabelecimento das
plantulas que emitiram, ndo sendo capazes de produzir novas plantulas apds as
eliminagGes. Neste caso, a possibilidade do crescimento de plantulas pode estar
correlacionada com o tamanho da semente e quantidade de reservas (White e Gonzalés,
1990).

Sementes graudas foram capazes de regenerar até a quarta raiz e plantula,
indicando que a quantidade e qualidade das reservas nas sementes podem afetar
diretamente o desenvolvimento de uma plantula (Melo et al., 2004). Sendo assim, é
provavel que as sementes graldas de E. involucrata, pudessem ainda produzir
germinacOes e plantulas, submetidas a mais eliminag6es, pois as sementes graddas, ao
final do experimento, apresentavam-se firmes e vigorosas, diferente das miudas que

estavam vazias (ocas), apenas com o tegumento no substrato.
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Figura 18. Porcentagem de desenvolvimento de plantulas em sementes de Eugenia
involucrata de diferentes tamanhos (gratudas nas colunas em preto,
mildas em cinza) submetidas a eliminacdo de primeira, segunda e
terceira germinacdo (EPG, ESG e ETG) e eliminacdo de primeiro,
segundo e terceiro desenvolvimento (EPD, ESD e ETD). Médias
seguidas pela mesma letra (minusculas comparando graudas com midudas
e mailsculas comparando os diferentes tipos de eliminagdes) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tais resultados sugerem que as sementes graudas, por terem a quantidade de
massa maior que as miudas, possuem também quantidade de reserva nutricional maior
(Teixeira, 2009) e a regenerabilidade pode estar diretamente relacionada com
quantidade e a disponibilidade das reservas nas sementes.

Os valores de porcentagem de desenvolvimento de plantulas (figura 18) em E.
involucrata também apresentaram valores elevados quando comparados com os valores
de germinacdo (figura 17). Isso aconteceu, porque o calculo da formacéo de plantulas
foi baseado na quantidade de raizes que regeneraram, e ndo na quantidade de sementes
que foram semeadas inicialmente, como realizado também para E. candolleana e E.
brasiliensis nos experimentos anteriores.

Referente @ medicdo do comprimento de parte aérea e nimero de folhas em
plantulas de E. involucrata (tabela 4), foi possivel observar diferencas entre sementes
gratdas e mildas submetidas aos tratamentos EPG, ESG e ETG, em que graudas
apresentaram o0s valores mais elevados tanto em comprimento quanto em ndmero de

folhas. Este fato também foi observado em estudos anteriores (Klein et al., 2007,
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Vendramin et al., 2013) em que as sementes grandes de pitanga formaram plantulas
com maior massa seca que as sementes pequenas e que, as sementes pequenas geraram
plantulas de menor massa.

Estes dados corroboram com pesquisas anteriores (Aguiar et al., 1982; Frazao et
al., 1983; Aguiar et al., 1996; Costa et al., 2006) que designam que sementes menores
apresentam germinacdo menor do que sementes de tamanhos maiores e que uma plantula
proveniente de uma semente pequena tem seu desenvolvimento mais lento do que uma
proveniente de uma semente grande. Assim, o tamanho da semente parece influir
principalmente sobre o peso da plantula resultante, uma vez que as sementes grandes séo
aquelas que dispbem de maior quantidade de substancias de reserva para o

desenvolvimento do eixo embrionario (Carleton e Cooper, 1972).

Tabela 4. Medidas de comprimento da parte aérea e contagem do numero de folhas em

plantulas de E. involucrata, graddas (G) e miadas (M), que foram submetidas aos
tratamentos de eliminacdo de primeira germinacdo (EPG), eliminagdo de segunda
germinacdo (ESG), eliminacdo de terceira germinacdo (ETG) e sem eliminacgdes
(Controle) por 3 meses (iniciais) e 10 meses (finais).

Comprimento de parte aérea (cm)

Controle EPG ESG ETG
G M G M G M G M
Comprimento
Inicial 6,2a 26D 56a 05b 36a O0b Ob Ob
Comprimento
Final 89a 25b 75a 04b 7a 04D 6,6b 0,3b

Numero de folhas

0

N° Folhas 92a 58b 77a 08b  48a O0b Ob 0b
Inicial

N° Folhas
Final 82a 36D 71a 02b 8a 05b 75a 05b

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

Na contagem de tempo das regeneracdes das novas raizes e plantulas em sementes
de E. involucrata, foi possivel verificar que ocorre um aumento de dias para regeneragédo
de acordo com a eliminacg&o, fato também observado para E. candolleana e E. brasiliensis.
As sementes gratdas submetidas aos tratamentos EPG, ESG e ETG regeneraram entre 10 e
17 dias, as miudas entre 17 e 28 dias, diferente do controle, que em 7 dias, ja apresentou
emissdo de raizes (figura 19). Porém ao eliminar o desenvolvimento (EPD, ESD e ETD) o
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tempo se estendeu entre 15 a 31 dias para sementes graidas. As sementes miudas nao
apresentaram regeneracdo de raizes nos tratamentos ESD e ETD.

Regeneracdo de raizes
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mEED
| OEFD
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OESG
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100
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Figura 19. Tempo (dias) de regeneragdo de novas raizes provenientes de
sementes gratdas e midadas de E. involucrata, submetidas a
eliminacdo de primeira germinagdo (EPG), eliminagdo de
segunda germinacdo (ESG), eliminacdo de terceira
germinacdo (ETG), eliminagdo de primeiro desenvolvimento
(EPD), eliminacdo de segundo desenvolvimento (ESD),
eliminacdo de terceiro desenvolvimento (ETD), e sem
eliminac0es (SE).

Para a producdo de novas plantulas (figura 20), o tempo também aumentou em
comparacao ao tempo para formacdo de novas raizes (figura 19). Em EPG, ESG e ETG
a regeneracao de plantulas foi entre 21 e 49 dias em sementes graidas e entre 41 e 77
dias para miudas, diferente do tratamento controle que em 10 dias produziu plantulas.
Quando se eliminou o desenvolvimento (EPD, ESD e ETD) o tempo de regeneragédo de
novas plantulas foi entre 35 e 84 dias em sementes graudas. As sementes miudas
também ndo apresentaram regeneracao de plantulas nos tratamentos ESD e ETD.

Outras espécies de Eugenia também apresentaram variagdes no tempo para a
germinacdo, como E. pyriformis, de 66 dias (Neves, 2011) e E. dysenterica, de 103 dias
(Silva, 1999; Souza et al., 2002; Duarte et al., 2006), porém nenhuma das espécies

tiveram as raizes ou plantulas eliminadas. Estes dados indicam que o tempo de
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regeneracdo de novas raizes e plantulas pode estar associado aos processos de
desdiferenciacdo de células dos tecidos parenquimaticos presentes nos cotilédones,

responsaveis pela producdo de novos embribes, como elucidado por Delgado (2010).

- Regeneracao de plantulas
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Figura 20. Tempo (dias) de regeneracdo de novas plantulas provenientes
de sementes graidas e miudas de E. involucrata, submetidas a
eliminacdo de primeira germinacdo (EPG), eliminacdo de
segunda germinacdo (ESG), eliminacdo de terceira germinacéao
(ETG), eliminacdo de primeiro desenvolvimento (EPD),
eliminacdo de segundo desenvolvimento (ESD), eliminagéo de
terceiro desenvolvimento (ETD), e sem eliminacdes (SE).

Além disso, os experimentos realizados para as trés espécies de Eugenia
duraram em média 11 meses, para cada espécie. Desta maneira, sementes com pouca
durabilidade, em decorréncia a intolerancia a dessecacao, permaneceram em condicdes
favoraveis durante quase um ano, produzindo germinacGes sucessivas e permanecendo
viaveis, preservando sua longevidade, mantendo o potencial germinativo, sendo
possivel conserva-las sem que apresentem perda de viabilidade (Cardoso, 2004;
Teixeira e Barbedo, 2012).

O periodo no qual as sementes permanecem Vviaveis varia dentro de uma mesma

espéecie, devido a diferencas no genotipo, além da dependéncia por fatores de

56



armazenamento (Hong e Ellis, 1996; Barbedo et al., 2013). Entretanto, para Berjak e
Pammenter (2008) as principais maneiras de manter o vigor e a viabilidade de sementes
recalcitrantes € manté-las em condicdes que evitem perda de &gua, temperatura mais
baixa, bem como tratamentos que evitem a infestacdo ou minimizem a microflora
associada a sementes (Munaro, 2017). A partir dos resultados obtidos neste trabalho
pode-se observar que houve regeneracdo de novas raizes e plantulas em todos o0s
experimentos realizados com as trés espécies de sementes de Eugenia estudadas. Estes
dados corroboram com os estudos anteriormente realizados, respondendo a hipotese
deste estudo e evidenciando que essas espécies podem ter desenvolvido essa estratégia
de regeneracdo como forma de propagacdo da espécie no ambiente, alternativa a
tolerancia a dessecacao e também como protecdo contra a herbivoria.

Pdde-se, também, estabelecer a compreensdo dos processos tecnolégicos das
sementes recalcitrantes, contribuindo com o conhecimento das relagcdes ecoldgicas e
praticas do potencial regenerativo de sementes do género Eugenia, uma vez que as
mesmas possam regenerar sucessivas vezes depois de terem suas raizes e partes aéreas

extraidas.

57



5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que as sementes
de E. candolleana, E. brasiliensis e E. involucrata apresentaram capacidade em formar
novas plantulas quando as primeiras germinacdes e plantulas sdo eliminadas, reforgando
ideias de trabalhos anteriores quanto a ampla capacidade regenerativa das sementes do
género Eugenia. Ainda que se variem espécie, grau de maturacao, tamanho de sementes,
tipo de fracionamento, e quantidade de eliminagdes, com maior ou menor intensidade
sempre se observou a regeneracdo de novas raizes, inclusive com formagao de plantulas
normais. Portanto, é possivel concluir que a regeneracdo se apresenta como importante

estratégia de perpetuacdo da espécie, propagando-se a revelia da predagdo das sementes.
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