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RESUMO

Em varias espécies de Eugenia o fracionamento das sementes resulta na producéo de
mais de uma plantula. Contudo, ndo h& producdo de mais de uma plantula em cada fracéo,
sugerindo algum processo de autocontrole da formacéo de varias plantulas simultaneamente a
partir de uma mesma fracdo reprodutiva. 1sso poderia ser interpretado como uma estratégia de
ampliacdo, no tempo e no espaco, da disponibilidade de novas plantulas, como uma alternativa
a toleréncia a dessecagdo, uma vez que sdo recalcitrantes, e da dorméncia, demonstrada por
sementes de diversas espécies. Um dos fatores ambientais capazes de criar ciclos temporais
favoraveis e desfavoraveis ao desenvolvimento e estabelecimento de plantulas € a
disponibilidade hidrica do solo. Sementes recalcitrantes também podem enfrentar condicGes
ndo favoraveis ao desenvolvimento de plantulas, como periodos de seca. Em algumas regides
brasileiras, nas quais ocorre grande nimero de espécies do género Eugenia, ha ciclos de grande
precipitacdo pluvial seguidos de periodos de seca, resultando em grandes oscilacbes da
disponibilidade de &gua no solo. Neste trabalho, buscou-se analisar a capacidade regenerativa
de sementes de Eugenia como possivel estratégia de garantir a producdo de novas plantulas,
mesmo quando a semente ou as plantulas sofrem danos e a primeira germinacao néo resulta em
desenvolvimento de plantas por falta de suficiente disponibilidade hidrica no meio, bem como
verificar se essas sementes apresentam mecanismos de resisténcia a déficits hidricos do meio,
garantindo a manutencdo de tecidos totipotentes capazes de manter um nivel minimo de
hidratacdo que permita regenerar novas raizes e plantulas quando as condi¢cdes do meio se
tornam favoraveis. Para tanto, buscou-se simular condi¢des de déficit hidrico a fim de encontrar
o limite de tolerancia das sementes a seca e da possibilidade desse déficit induzir a regeneracao
das pléantulas. Foram utilizadas sementes de Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis
e E. uniflora. Os resultados evidenciaram a grande resisténcia das sementes de Eugenia ao
déficit hidrico, chegando a suportar -5,0 MPa por 60 dias, e ap0s isso continuar o
desenvolvimento. Também demonstraram a continuacdo do desenvolvimento de raizes e partes
aéreas a partir de um tecido aparentemente necrosado em sua superficie, evidenciando que, sob
situacdo de estresse hidrico, quando necessario, as sementes de Eugenia utilizam-se do
mecanismo de formacao de novas raizes e plantulas para garantir a sobrevivéncia do exemplar,
inclusive podendo germinar ndo s6 da semente, mas sendo capaz de emitir parte aérea a partir
daraiz.

Palavras-chave: estresse hidrico, resisténcia, regeneracao



ABSTRACT

Water deficit in seeds of Eugenia spp. (Myrtaceae): resistance and relationships with the
regenerability of roots and seedlings

Cutting seeds of several Eugenia species results in the production of more than one
seedling. However, there is no production of more than one seedling in each fraction, suggesting
some process of self-control of the formation of several seedlings simultaneously from the same
reproductive fraction. This could be understood as a strategy of spreading, in time and place,
the availability of new seedlings, as an alternative to the desiccation tolerance, since they are
recalcitrant, and of dormancy, demonstrated by seeds of several species. One of the
environmental factors that could create favorable and unfavorable time cycles for the
development and establishment of seedlings is the water availability of the soil. Recalcitrant
seeds may also find environmental conditions unsuitable for seedling development, such as
periods of drought. In some Brazilian regions, including those in which Eugenia species are
commonly found, cycles of high rainfall followed by periods of drought are found, resulting in
large fluctuations in the availability of water in the soil. This research aimed to analyze the
regenerative capacity of Eugenia seeds as a possible strategy to guarantee the production of
new seedlings even when the seed or seedlings suffer some damages and/or the first germination
does not result in plant development due to lack of sufficient water availability in the middle.
We also aimed to verify if these seeds present mechanisms of resistance to environment water
deficits, maintenance the hydration, and the viability as well, of totipotent tissues which are
capable of regenerate new roots and seedlings when the environment conditions become
suitable. Therefore, we tried to simulate conditions of water stress in order to find the limit of
tolerance of the seeds to the drought and the possibility of this stress to induce the regeneration
of the seedlings. Seeds of Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis and E. uniflora
were used. The results evidenced the amazing resistance of Eugenia seeds to the water deficit,
survinving to water potential as negative as -5.0 MPa, for 60 days, after which it continued the
development. They also demonstrated the continuation of the development of roots and aerial
parts from a tissue apparently necrotic on its surface, evidencing that, under water stress
situation, when necessary, Eugenia seeds can trigger mechanism of formation of new roots and
seedlings to guarantee the survival of the species; this is possible not only from the seed, but

also from the root.

Keywords: resistance, regeneration, water stress
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1. INTRODUCAO

As sementes sdo as grandes responsaveis pelo inicio da agricultura e, consequentemente,
pelo inicio das civilizagbes (Barbedo et al. 2013), permitindo que a humanidade pudesse
produzir sua prépria comida em diferentes momentos da producdo de sementes (Barbedo &
Bilia 1998, Barbedo & Marcos Filho 1998). A tolerancia a dessecacdo das sementes foi
essencial para permitir a0 homem armazenar sementes em tempos de escassez prolongada de
alimentos. Assim, a secagem natural ao final da maturagéo sempre foi compreendida como um
processo normal e a sobrevivéncia em um estado quase completamente seco foi sempre o
comportamento esperado para as sementes (Barbedo & Bilia 1998). No entanto, na natureza
este é um comportamento raro entre os seres vivos (Barbedo et al. 2013). O aumento no periodo
de viabilidade das sementes em armazenamento, portanto, sempre esteve associado a reducao
tanto da temperatura quanto do teor de 4gua das sementes, sendo inclusive previsivel desde que
fossem definidas a espécie, a temperatura de armazenamento e o teor de agua das sementes
(Roberts 1973).

Contudo, desde o inicio do século XX foi identificado um grupo de espécies cujas
sementes apresentaram caracteristicas diferentes, porque uma diminuicao no seu teor de agua
tende a diminuir o periodo de viabilidade (Kidd 1914, Jones 1920, Castro & Krug 1951, Bacchi
1961, Zink & Rochelle 1964, Prange 1964). Desde 1973, os pesquisadores vém estudando esse
comportamento, chamado recalcitrante, tanto visando a desenvolver tecnologias que permitam
armazenar tais sementes por escalas que variem de anos a décadas, quanto para compreender
suas estratégias evolutivas de perpetuacdo da espécie.

Uma das estratégias mais interessantes, encontradas em um grupo de espécies do género
Eugenia, que tem sementes recalcitrantes, € a capacidade de regenerar raizes e plantulas mesmo
guando parte de seus tecidos é removida. Essa capacidade foi estudada, neste trabalho,
procurando-se verificar sua relacdo com possiveis periodos de déficit hidrico, bem como sua
resisténcia a saida de dgua de areas vitais da semente para evitar a morte de tecidos capazes de

produzir novas plantulas e propagar a espécie.

1.1 Myrtaceae e suas Eugenias

A familia Myrtaceae é a segunda maior da ordem Myrtales e abrange cerca de 40% do
total das espécies (Souza & Lorenzi 2008). Apresenta ampla distribuicdo nas zonas tropicais e
subtropicais, concentrada principalmente na Oceania e Regi®es Neotropicais, que s&o
consideradas centros de diversidade (Wilson et al. 2001, Sytsma et al. 2004, Judd et al. 2007,
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Heywood et al. 2007, Souza & Lorenzi 2008). Na Oceania ocorre a subfamilia
Leptospermoideae, caracterizada por folhas alternas, frutos secos e sementes pequenas,
representada por géneros como Eucalyptus e Melaleuca. Nas Américas, ocorre a subfamilia
Myrtoideae, caracterizada por folhas opostas ou verticiladas, frutos carnosos e sementes
grandes, representada por géneros como Eugenia, Myrcia e Psidium (Barroso et al. 1984,
Lughadha & Proenga 1996, Lughadha & Snow 2000).

Na familia Myrtaceae, o género Eugenia encontra-se entre 0s mais importantes com
espeécies utilizadas na ornamentacdo urbana, na producdo comercial de frutos (in natura e
industrializados) e na obtencdo de farmacos com propriedades antioxidantes, antidiarréicas,
antifungicas, antibioticas e potencialidades para o controle da hipertensdo, da diminuicdo de
colesterol e &cido Urico, para emagrecimento e como adstringente e digestivo (Schmeda-
Hirschmann et al. 1987, Almeida et al. 1995, Nufiez et al. 2001, Holetz et al. 2002, Souza et
al. 2002, Roesler et al. 2007). Ademais, suas espécies sdo de grande importancia ecoldgica,
estando bem representadas em diversas formacdes vegetacionais do Brasil, como Cerrado e
Mata Atlantica (Leitdo Filho 1993, Barroso & Peron 1994, Rodrigues & Nave 2000, Arantes &
Monteiro 2002).

E. brasiliensis € uma arvoreta caracteristica e exclusiva da mata pluvial atlantica no
Sul do Brasil, bastante rara (Legrand & Klein 1969), com frutos de sabor agradavel (Delgado
& Barbedo 2007). E. pyriformis, de 5 a 15 m de altura, tem frutos com mesocarpo comestivel
de sabor adocicado e acidulado (Andrade & Ferreira 2000). E. involucrata € uma arvore de
vasta distribuicdo nas submatas mais desenvolvidas, em solos imidos e ndo muito acidentados
(Legrand & Klein 1969). E. uniflora apresenta compostos potencialmente farmacoldgicos de
efeito anti-inflamatério, diurético, antihipertensivo, anti-triglicérides e hipoglicémico (Pepato
et al. 2001), além de seus frutos serem comercializados na forma de sucos e distribuidos no

mercado nacional (Delgado & Barbedo 2007).

1.2 Potencial de regeneracao de raizes e plantulas em Eugenia

A baixa densidade de ocorréncia natural das espécies de Eugenia associada com a
producéo de poucas sementes por fruto (Corréa 1931, Ribeiro et al. 1985), dificulta a obtencao
de sementes em quantidade que permita a producdo de mudas em larga escala visando o
aproveitamento comercial, sendo necessario maximizar o uso das sementes obtidas. A fim de
ampliar a producdo de mudas a partir de um mesmo lote, Silva et al. (2003) fracionaram
sementes de Eugenia e observaram a manutencéo da capacidade germinativa e de producdo de

plantulas normais das partes fracionadas.
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Em vérias espécies de Eugenia o fracionamento das sementes resulta na producédo de
mais de uma plantula. Apesar da familia Myrtaceae possuir algumas espécies com sementes
poliembridnicas (Landrum & Kawasaki 1997), as espécies de Eugenia s&o monoembridnicas
(Gurgel & Soubihe Sobrinho 1951, Salomédo & Allem 2001), deste modo, o surgimento de
raizes e plantulas nas sementes fracionadas deve decorrer da formacao de novos tecidos e ndo
do desenvolvimento de embrides diferenciados ja existentes, o que demonstra a capacidade
regenerativa e totipotente dos tecidos cotiledonares dessas espécies (Silva et al. 2003, Justo et
al. 2007, Delgado et al. 2010, Prataviera et al. 2015).

Aparentemente, o desenvolvimento de novos tecidos nessas sementes depende do
fracionamento (Silva et al. 2003, 2005). E possivel, portanto, que as lesdes nas sementes
iniciem processos de indugdo da formacdo de novas raizes e plantulas. Contudo, tal inducéo,
caso existente, ndo € suficiente para a producdo de mais de uma plantula em cada fracao
resultante (Teixeira & Barbedo 2012), sugerindo algum processo de autocontrole da formacéo
de vérias plantulas simultaneamente a partir de uma mesma fracdo reprodutiva (Amador &
Barbedo 2011).

A presenca de substancias capazes de inibir a germinacéo e o desenvolvimento inicial
de plantulas de feijdo e alface foi observada em extratos de sementes germinantes de Eugenia
dysenterica e E. uniflora (Rizzini 1970, Delgado e Barbedo 2011). Amador & Barbedo (2015)
verificaram elevada correlacdo entre a evolucdo da germinacdo das sementes Eugenia
brasiliensis e E. uniflora e o potencial de inibir a formacdo de novas raizes e plantulas nestas
sementes. Além disso, Amador (2015) verificou que as concentracdes de acido galico e acido
elagico também oscilam com o avango da germinacdo, indicando alguma relacdo entre esses
4cidos e o controle de germinacdes simultaneas. E importante salientar que estes compostos
apresentam potencial de bloquear a acdo da alfa-glucosidase (Kam et al. 2013), enzima
essencial para que se complete a germinacdo de sementes de diversas espécies (Buckeridge et
al. 2004).

E possivel, portanto, que uma vez iniciada a germinagdo, as sementes iniciem, ou
aumentem, a producdo de substancias capazes de inibir a diferenciagdo de novos tecidos
embrionarios, pela migracdo de tais substancias da regido germinante para as demais regides da
semente (Silva et al. 2005, Amador & Barbedo 2011). Assim, uma fracdo da semente s6 poderia
comecar a desenvolver novas raizes e plantulas apds ser completamente separada da fracéo
germinante ou, ainda, apds a primeira germinacao ndo resultar em desenvolvimento de plantula
e culminar com a morte da raiz inicialmente formada (Amador & Barbedo 2011). Neste caso,
a associagéo entre a elevada capacidade regenerativa de sementes de Eugenia com o controle

de germinagdes multiplas, que esgotariam rapidamente as reservas da semente, poderia ser
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interpretada como uma estratégia de ampliacdo, no tempo e no espaco, da disponibilidade de
novas plantulas, aptas a garantirem a perpetuacdo da espécie (Silva et al. 2003, Amador &
Barbedo 2011). Esta estratégia poderia ser vista como uma alternativa a tolerancia a dessecacéo,
caracteristica das sementes ortodoxas, e da dorméncia, demonstrada por sementes de diversas

espécies.

1.3 Comportamento recalcitrante em sementes de Eugenia

Sementes de Eugenia apresentam comportamento de armazenamento classificado
como recalcitrante, ou seja, sdo sensiveis a dessecacdo, 0 que impede que sejam armazenadas
por longos periodos (Barbedo et al. 1998, Anjos & Ferraz 1999, Andrade & Ferreira 2000,
Andrade et al. 2003). Além disso, elas tém o potencial de gerar novas raizes e até plantas inteiras
mesmo apos a retirada de grande parte das suas reservas, o que € raro na natureza. Este recurso
pode estar relacionado, evolutivamente, a dois fatores: a perda de grande parte do material de
reserva decorrente do ataque de insetos, que chegam a consumir mais de trés quartos da semente
(Teixeira & Barbedo 2012), ou a necessidade de garantir sucessivas germinacdes ao longo do
tempo, sempre com reservas suficientes para o desenvolvimento de uma nova plantula.

Um dos fatores ambientais capazes de criar ciclos temporais favoraveis e
desfavoraveis ao desenvolvimento e estabelecimento de plantulas é a disponibilidade hidrica
do solo. A &agua é fundamental na ativacdo dos processos metabdlicos que resultam na
germinacao das sementes, agindo na expansao e divisao celular e como veiculo para os produtos
da fotossintese. O teor de 4gua das sementes mantém-se elevado até o final do desenvolvimento,
normalmente de 30 a 40% do peso Umido, ja ao final da maturacdo pode haver reducéo rapida
no teor até valores proximos a 10%, de acordo com a espécie, levando a quiescéncia ou
permanéncia do teor elevado, propiciando o inicio do processo germinativo, visto que as
sementes estdo completamente formadas, caracteristicas que podem ser observadas na maioria
das sementes ortodoxas e recalcitrantes, respectivamente (Barbedo & Marcos Filho 1998).

A diferenca no comportamento das sementes ortodoxas e recalcitrantes pode ser
decorrente do processo de selecdo natural em conformidade com as condi¢cdes ambientais no
momento do desenvolvimento da espécie. As sementes ortodoxas provavelmente passaram por
periodos inadequados ao desenvolvimento das plantulas, deste modo, aquelas que germinassem
logo apds a maturacdo seriam incapazes de sobreviver as condi¢Ges adversas do meio. Tendo
isto em vista, foram selecionadas as sementes que germinavam somente quando as condic¢oes
fossem favoraveis ao desenvolvimento das plantulas. O baixo teor de agua dessas sementes

limitou a germinagdo a estes periodos favoraveis e evitou a deterioragdo. Ja as sementes
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recalcitrantes teriam sido selecionadas em ambiente favoravel ao desenvolvimento das
plantulas ao longo de todo o ano, sendo necessario que estas germinassem logo apds a
dispersdo, devido a concorréncia com outras espécies. Assim seria desfavoravel a estas
sementes a perda de agua ao final da maturacao, pois tornar-se-iam dependentes de um fator
ambiental limitante: a presenca de agua suficiente no meio para iniciar o processo germinativo,
0 que prejudicaria a perpetuacdo da espécie (Barbedo & Marcos Filho 1998, Barbedo & Bilia
1998). Apesar disto, em campo, as sementes recalcitrantes podem enfrentar condi¢cdes néo
favoraveis ao desenvolvimento de plantulas, como por exemplo, periodos de seca, em que a

disponibilidade de 4gua no solo seria um fator limitante e causador de estresse.

1.4 Déficit hidrico

O déficit hidrico é um dos estresses ambientais mais comuns enfrentados pelas plantas,
além disto, é o fator que mais influencia o processo germinativo das sementes (Perez et al.
2001, Stefanello et al. 2006, Rego et al. 2011). Para que a germinacdo ocorra, € necessario que
haja disponibilidade de agua suficiente no meio, permitindo a ativacdo das reagdes quimicas
relacionadas ao metabolismo, e deste modo, a retomada do desenvolvimento do embriéo.

A reativacdo do metabolismo embrionario nas sementes da-se através da absorcéo de agua
em um processo denominado embebicdo. A absorcdo obedece a um padréo trifasico. Na fase I,
héa répida entrada de agua, devido a grande diferenca de potencial hidrico entre as sementes e 0
substrato. Esta fase caracteriza-se também pelo inicio da degradagdo das substancias de reserva
(carboidratos, proteinas, lipideos). Na fase |1, a velocidade de absor¢do de agua é mais lenta,
tendendo para o equilibrio entre os potenciais; ocorre também transporte ativo das substancias
do tecido de reserva para o tecido meristematico. Na fase Il1, ha reducdo no potencial hidrico
das sementes, devido a producédo de substancias osmoticamente ativas, o que resulta em rapida
absorcdo de agua do meio (Bewley & Black 1994, Carvalho & Nakagawa 2000).

O movimento de &gua para o interior da semente, regulado pelo potencial hidrico, ocorre
tanto por capilaridade quanto por difusdo, no sentido do maior para o menor potencial. Ha um
grau minimo de umidade que a semente deve alcancar para que a germinacdo ocorra. A
quantidade de agua absorvida depende da espécie, da composi¢do quimica da semente, do teor
de agua inicial, da permeabilidade do tegumento da semente ou do fruto a &gua, da temperatura,
da disponibilidade de dgua em forma liquida ou gasosa no meio e do tamanho e forma da
semente (&rea de contato solo-semente) (Mayer & Poljakoff-Mayber 1989, Calero et al. 1981,
Vertucci & Leopold 1983, Popinigis 1985, Bewley & Black 1994).
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O gradiente de potencial hidrico que existe entre a semente e 0 meio externo também
afeta a embebicdo, pois o fluxo de agua até a semente € influenciado pela caracteristica do
complexo coloidal do substrato (potencial matrico e osmatico e textura do solo) (Bewley &
Black 1994, Garcia et al. 1998). A textura influencia no grau de contato semente-solo e na
condutividade da agua, desta forma, para um mesmo potencial hidrico de solo, a resposta a
germinagcdo difere quando o solo € argiloso ou arenoso (Bewley & Black 1994). Além disto, 0s
padrGes de resposta de germinacdo podem diferir entre e dentre as espécies em faixas
equivalentes de potenciais osmaticos e matricos (McWilliam & Phillips 1971).

A embebicdo é um processo fisico relacionado com as caracteristicas de permeabilidade
do tegumento e com as propriedades dos coloides constituintes das sementes, e ocorre
independentemente do estado fisioldgico da semente (dormente, quiescente ou morta) (Mayer
& Poljakoff-Mayber 1989, Woodstock 1988, Copeland & McDonald 1995). E também
dependente da temperatura, ocorrendo com maior velocidade em temperaturas mais elevadas
(Mayer & Poljakoff-Mayber 1989).

A velocidade de entrada da 4gua nos tecidos € um fator decisivo no sucesso da germinacao
(Braccini et al. 1997). Ao serem submetidas a rapida hidratacdo, as sementes com baixo
conteddo de agua sofrem aumento na lixiviacdo de solutos decorrente da transi¢do imediata da
fase gel para liquido-cristalina dos fosfolipidios da membrana (Corréa & Junior 1999), o que
pode causar danos as sementes, acarretando em plantulas anormais e até auséncia total de
germinacdo (Lin 1990).

A velocidade de embebicao modifica-se com as variagfes ambientais, porém a quantidade
méaxima de agua a ser absorvida ndo se altera, pois, esse maximo é uma propriedade dos
coloides hidrofilicos da semente, determinada pela maturagdo e pelo armazenamento. Durante
a fase de absorcdo de &gua a respiracdo e a atividade metabdlica se intensificam, pois no
metabolismo celular a agua é essencial para a atividade enzimatica, solubilizacdo e transporte
de reagentes e digestdo hidrolitica (Woodstock & Lao 1981).

Potenciais hidricos muito negativos, principalmente no inicio da embebicao, influem na
absorcdo de agua pelas sementes, podendo impossibilitar a continuidade dos eventos do
processo germinativo (Bansal et al. 1980, Mikusinsk 1987). A diminuicdo do potencial
osmatico torna a absorcdo de 4gua mais lenta, deste modo, a semente inicia a germinagdo, mas
ndo havendo agua suficiente para dar continuidade, o processo ¢ cessado, podendo haver até a
morte do embrido (Stefanello et al. 2006).

Quando as sementes sdo submetidas a estresse pela falta de 4gua, ha reducéo do potencial
hidrico da célula, e consequente diminuicdo da presséo de turgor, o que afeta negativamente a

expansdo e o crescimento celular e o metabolismo (Popinigis 1985, Yasseen & Alomary 1994,
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Jaleel et al. 2009). Deste modo, potenciais hidricos muito negativos inibem o crescimento do
hipocétilo e da raiz primaria, embora as sementes estejam metabolicamente ativas e aptas para
a germinacéo (Santos et al. 2011).

A capacidade de germinar e a taxa de germinacdo em potenciais hidricos negativos varia
entre as espécies (Koller & Hadas 1982), de modo que para cada espécie ha um valor de
potencial hidrico limite no solo, abaixo do qual a germinacao ndo ocorre (Adegbuyi et al. 1981).

Além de ser importantissima para 0 processo germinativo, a presenga de agua também é
necessaria em todas as outras fases subsequentes do metabolismo da planta (Stefanello et al.
2006, Rego et al. 2011). E essencial nas reacdes enzimaticas, na solubilizacéo e no transporte
de metabdlitos e como reagente de hidrolise de proteinas, carboidratos e lipidios dos tecidos de
reserva da semente (Carvalno & Nakagawa 2000, Mayer & Poljakoff-Mayber 1989).
Entretanto, o excesso de agua é prejudicial a semente, pois impede a penetracdo do oxigénio
prejudicando a respiracdo, podendo haver atraso ou paralisa¢cdo do desenvolvimento, ocorréncia
de anormalidades nas plantulas e até a morte do embrido (Hobbs & Obendorf 1972, Marcos
Filho et al. 1987, Borges & Rena 1993).

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos empregando solugdes com diferentes
potenciais osmoticos, a fim de simular condicdes de baixa disponibilidade de 4gua no solo ou
visando a acelerar e uniformizar a germinacdo das sementes no campo (Delgado & Barbedo
2011, Carvalho et al. 2016, José et al. 2016, Matias et al. 2018). No osmocondicionamento
(priming), por exemplo, as sementes sdo hidratadas de forma controlada em uma solugéo
osmotica, de modo a permitir a ocorréncia das etapas iniciais da germinac¢do sem que haja a
protrusdo da raiz primaria (Carvalho et al. 2000). Isto ocorre porque o potencial osmético da
solucdo utilizada regula a quantidade de agua a ser absorvida pelas sementes durante o processo
de embebicéo (Fanti e Perez 2003).

O Polietilenoglicol (PEG) 6000 cuja formula € HOCH2 (CH20CH2)n CH20H é o agente
osmotico mais utilizado para simular os efeitos do déficit hidrico nas plantas por ser
quimicamente inerte, ndo penetrar nas células, ndo ser degradado e ndo causar toxidez, devido

ao seu peso molecular (Hasegawa et al. 1984, Villela et al. 1991).

1.5 Estratégias de perpetuacéo das espécies pelas sementes

A distribuicdo geografica das espécies depende, principalmente, da capacidade de suas
sementes de germinar em diversas condi¢des climaticas, estabelecendo-se no clima que melhor
se adaptam (Borghetti & Ferreira 2004). Em algumas regi0es brasileiras, nas quais ocorre

grande numero de espécies do género Eugenia, ha ciclos de grande precipitacdo pluvial
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seguidos de periodos de seca, resultando em grandes oscilages da disponibilidade de agua no
solo.

O periodo de germinacao e estabelecimento das plantulas é essencial a sobrevivéncia das
especies florestais, especialmente em locais onde a disponibilidade hidrica esta limitada durante
um periodo do ano (Rego et al. 2007). A tolerancia a seca € uma caracteristica importante a se
considerar quando visa-se a recomendacao de espécies capazes de suportar condigdes adversas
de potenciais osmoticos em varias situagdes ecoldgicas, principalmente ao considerar os solos
salinos e areas com baixa disponibilidade hidrica (Rego et al. 2011). A capacidade de germinar
sob condicdes de estresse hidrico que as sementes de algumas espécies apresentam, confere
vantagens ecoldgicas em relacdo a outras espécies que sdo sensiveis a seca (Bewley & Black
1994, Rosa et al. 2005).

O estresse hidrico pode atuar positivamente ao estabelecimento das espécies, quando
em condi¢Oes naturais, uma vez que provoca consideravel atraso no tempo de germinacédo das
sementes (Borges et al. 1991, Fanti & Perez 2004), acarretando na distribuigdo da germinacgéo
no tempo e no espacgo, e assim, elevando a chance das plantulas encontrarem condigdes
ambientais favoraveis ao seu estabelecimento e desenvolvimento (Bewley & Black 1994).
Assim, no presente projeto, tem-se como hipdteses que: 1) a capacidade regenerativa de
sementes de Eugenia estd relacionada com a estratégia de garantir a producdo de novas
plantulas, mesmo quando a semente ou as plantulas sofrem danos e a primeira germinagéo nao
resulta em desenvolvimento de plantas por falta de suficiente disponibilidade hidrica no meio;
2) sementes de Eugenia tem mecanismos de resisténcia a déficits hidricos do meio, garantindo
a manutencdo de tecidos totipotentes capazes de manter um nivel minimo de hidrata¢do que

permita formar novas raizes e plantulas quando as condi¢des do meio se tornam favoraveis.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo verificar a resisténcia das sementes de diferentes
espécies de Eugenia ao déficit hidrico e a possibilidade de uma segunda germinacdo em
sementes de Eugenia quando a primeira é perdida, pela falta de agua disponivel no meio,
decorrente do periodo de déficit. Para isto foram definidos os seguintes objetivos especificos:

- Analisar a absorcdo de agua pelas sementes em funcéo da disponibilidade hidrica;

- Determinar o limite de tolerancia a seca das espécies de Eugenia;

- Verificar a capacidade regenerativa sobre diferentes condigdes de déficit hidrico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao do material bioldgico

Frutos de Eugenia brasiliensis Lam., E. involucrata DC., E. pyriformis Camb. e E.
uniflora L. (figura 1) foram coletados no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, em Sé&o Paulo,
SP (23°38’S ¢ 46°37°W, 785 m de altitude), nos meses de outubro e novembro de 2017, a partir
de, respectivamente, trés, duas, quatro e trés matrizes (tabela 1). O clima da regido de coleta
dos frutos caracteriza-se como clima temperado Cwhb, de acordo com a classificacdo de Képpen

(Santos & Funari 2002), ou seja, clima subtropical de altitude, com inverno seco e verdo ameno.

Figura 1. Frutos de Eugenia sp. utilizados neste trabalho. A. E. brasiliensis, B. E. involucrata, C. E. pyriformis,
D. E. uniflora.

Tabela 1. Coordenadas geogréficas das matrizes de Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis e
E. uniflora, no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, SP, das quais foram obtidos os frutos
utilizados neste trabalho.

Matriz 1 Matriz 2 Matriz 3 Matriz 4

E. brasiliensis  23°38°20,43”S e 23°38°23,27”S e 23°38°21,72”S e
46°37°14,57°W  46°37°30,34”W  46°37°32,36”W

E. involucrata 23°38°21,74”S e 23°38°22,09”S e
46°37°36,09°W  46°37°36,02°W

E. pyriformis  23°38°26,48”S e 23°38°26,16”S e 23°38°28,88”S e 23°38°24,16”S e
46°37°29,92”W  46°37°25,94”W  46°37°26,79"W  46°37°30,29"W

E. uniflora 23°38°21,06”S e 23°38°22,24”S e 23°38°22,83”S e
46°37°32,12”W  46°37°33,63”W  46°37°36,67°W

Para a obtencdo dos frutos, no dia anterior a primeira colheita, todos os frutos presentes
no solo, sob a copa das arvores, foram removidos. A seguir, telas de sombreamento (sombrite)
foram colocadas sob a copa dessas arvores. A partir do dia seguinte, e por cerca de sete dias

consecutivos, para cada espécie, todos os frutos dispersos foram recolhidos do sombrite e
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levados imediatamente ao laboratério. Uma primeira selecdo de frutos foi realizada,
eliminando-se frutos muito imaturos ou danificados por passaros, insetos e microrganismos.
As sementes foram, entdo, extraidas manualmente, por friccdo em peneira, seguido por
lavagem em agua corrente para remoc¢édo da polpa e separacdo das sementes. A separacdo da
polpa foi feita, inicialmente, por decantacdo e ao final, os residuos foram removidos
manualmente. Para retirada da agua superficial residual, as sementes permaneceram em repouso
sobre papel de germinacdo (Germitest® tipo CEL - 065) por periodo ndo superior a uma hora.
Sementes visualmente danificadas (mecanicamente ou por insetos) ou fora do padréo
(excessivamente pequenas ou visualmente chochas) foram descartadas. Até o0 momento de seu
uso, as sementes ficaram acondicionadas a 10°C em sacos plasticos de polietileno (0,10 pm)

perfurados.

3.2 Determinacao do teor de agua e potencial hidrico das sementes

Apbs extracdo e beneficiamento, as sementes foram caracterizadas quanto ao teor de dgua
e ao potencial hidrico. O conteddo de agua, expresso em porcentagem (em base Umida), foi
determinado pelo método de estufa a 103+3°C/17h conforme descrito nas Regras Internacionais
para Andlise de Sementes (ISTA 2015), utilizando-se quatro repeticdes de dez sementes cada.
O potencial hidrico, expresso em megapascal (MPa), foi medido utilizando-se quatro repeticoes
de dez sementes cada, cortadas ao meio, colocadas em potencidmetro WP4 (Dewpoint
Potentiameter, Decagon Devices, Pullmann). A medida do potencial hidrico foi obtida
indiretamente, considerando-se o equilibrio higroscépico entre a amostra e 0 ar da camara e

analisando-se a temperatura do ponto de orvalho do ar.

3.3 Analise das alteracdes do potencial hidrico de solugdes de PEG

Ensaios deste trabalho utilizaram solucGes aquosas de polietileno glicol 6000 (PEG)
(marca Synth) em diferentes concentragdes, produzindo diferencas no potencial osmotico a fim
de simular condicGes de limitacdo hidrica no substrato. Inicialmente, portanto, estudou-se a
relacdo hidrica do substrato para uma correta avaliacdo das condi¢des de deficit hidrico.

O preparo das solucbes foi baseado nos calculos e recomendacbes de Michel &
Kaufman (1973) e Vilella et al. (1991), com os potenciais osmoticos de 0,0 (Agua pura, utilizada
como controle) até -10,0 MPa, em intervalos de -0,5 MPa. O potencial hidrico das solucdes foi
aferido por meio de potencidmetro WP4, conforme descrito anteriormente. Utilizou-se 1,92 mL

das solucGes de PEG (ou &gua, para 0,0 MPa). As amostras foram colocadas nas capsulas e



24

mantidas em area de estabilizacdo térmica do aparelho para, entdo, serem colocadas na cAmara
hermética para avaliagdo do potencial hidrico (figura 2). Apds a afericdo do potencial das
solugdes puras, foram adicionados 0,433g de papel de germinacdo cortados em discos de 2,5
cm. Assim que todo o papel estava visualmente umedecido pela solucdo, o potencial foi

novamente verificado. Para cada concentracdao de potencial osmatico foram utilizadas quatro

repeticdes.

OPEN/LOAD

Figura 2. Avaliacdo do potencial hidrico de solugGes de PEG. A. Solucéo de PEG pipetada na capsula de avaliagéo;
B. Capsulas com as amostras aguardando estabilizacdo térmica; C. Capsula com a solugdo de PEG prestes
a ser inserida na cadmara de avaliacao.

3.4 Resisténcia de sementes Eugenia spp. submetidas a déficit hidrico

3.4.1 Germinacdo de sementes de Eugenia spp. submetidas a déficit hidrico

Sementes de Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis e E. uniflora foram
semeadas em rolos de papel umedecidos com agua (0,0 MPa) ou com solugfes aquosas de PEG
em diferentes concentrac¢des, proporcionando 0s potenciais osméticos de -0,5, -1,0, -1,5, -2,0,
-3,0, -4,0 e -5,0 MPa. A quantidade de solugdo utilizada no umedecimento do substrato foi
calculada e padronizada para todos os tratamentos, de modo que ndo houvesse necessidade de
reposicdo até o final do experimento. As folhas de papel de germinagdo foram umedecidas
previamente. Em seguida, foram utilizadas duas folhas para a base, nas quais as sementes foram
semeadas, e uma folha para cobertura, para entdo se formarem os rolos. Estes foram colocados
dentro de sacos plasticos e incubados em sala de germinacdo com luz branca continua e
temperatura constante de 25°C (figura 3).

Semanalmente, durante 60 dias, foi avaliada a germinacdo das sementes. Foram
consideradas como germinadas aquelas que apresentaram comprimento radicular maior ou
igual a 2 mm. Para E. brasiliensis e E. pyriformis foi analisada também a formacéo de plantulas

normais. Para cada tratamento houve quatro repeti¢fes de 16 sementes cada.
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Figura 3. Sala de germinagdo utilizada para a conducgdo dos testes. A. vista geral da sala; B. Detalhe do germinador
com porta de vidro, dentro do qual permaneceram as sementes durante o teste de germinag&o.

A porcentagem de germinacéao (%G) foi determinada pela equacédo descrita por Labouriau
(1983):
G% = (N/A)*100; onde:
N = nimero de sementes germinadas;
A = nimero total de sementes colocadas para germinar.

Ao final do experimento as sementes que ndo germinaram em cada tratamento foram
divididas em dois grupos. As sementes do Grupo 1 continuaram na condicdo de déficit hidrico,
com a finalidade de verificar se apds um periodo maior de incubacdo a germinagéo ocorreria.
As sementes do Grupo 2 foram lavadas em agua corrente, até a remocdo total de residuos da
solucdo de PEG, e colocadas em substrato umedecido com agua, a fim de verificar se

continuavam viaveis. A avaliacdo final foi realizada apds 30 dias.

3.4.2 Resisténcia das sementes as variac6es hidricas do substrato

Sementes de Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis e E. uniflora foram
colocadas para germinar em caixas plasticas tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) contendo como
substrato areia umedecida com &gua. Devido a variacdo de tamanho, as sementes de E.
pyriformis foram divididas em dois grupos: pequenas (0,5 a 1,0 cm) e grandes (1,0 a 2,0 cm).

Inicialmente os gerbox vazios foram pesados individualmente em balanca analitica (tara
- T). Em cada caixa foi adicionada areia (300 g) saturada com agua de torneira e, entdo, o
conjunto gerbox + areia umedecida foi pesado (Peso inicial - Pi). Ap6s a adicdo das sementes

0s gerbox foram pesados novamente (Peso inicial + sementes - Pis).
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A partir desse momento, os gerbox com as sementes foram divididos nos tratamentos de
frequéncia de rega. Assim, a areia foi re-umedecida a cada 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6), 8 (T8), 10
(T10), 12 (T12), 14 (T14), 16 (T16) e 34 (T34) dias. Antes de cada re-umedecimento do
substrato, as sementes foram retiradas dos gerbox, que foi pesado (Peso final - Pf). Em seguida,
as sementes foram recolocadas nos mesmos gerbox e o conjunto foi novamente pesado (Peso
final + sementes - Pfs). A diferenca entre Pi e Pf, correspondendo a quantidade de agua perdida
no periodo, foi utilizada para a reposicdo da quantidade de 4gua que permitisse que o gerbox
retornasse ao peso inicial, com a mesma saturacéo inicial de areia.

O potencial hidrico do substrato foi medido por meio de potenciémetro WP4 no inicio e
ao final do experimento e antes da primeira rega. As avaliagdes foram realizadas antes da
reposicdo de &gua, exceto para a condigdo inicial que foi avaliada ap6s a saturagdo da areia. A
amostra de substrato coletada foi devolvida ao gerbox apds a afericdo. Ao final do experimento
foi avaliada também a umidade do substrato, pelo método de estufa a 103°C£3/17h (ISTA,
2015). Cada tratamento foi composto por trés repeticoes de 9 sementes cada.

Apo6s o periodo regular do experimento (34 dias), com a finalidade de verificar se as
sementes que ndo germinaram ou ndo formaram plantulas durante o periodo de estresse estavam
viaveis, 0 substrato passou a ser umedecido regularmente, sempre que havia necessidade de
reposicéo de agua, e ap6s 30 dias foi realizada nova avaliagao.

Durante todo o periodo do experimento, foram monitoradas a temperatura do ar da sala
de germinacdo, a umidade relativa e a temperatura do ponto de orvalho, utilizando-se datalloger

RR (Rhino Research Group, Prichit, Tailandia), com registros a cada 30 minutos.

3.5 Formacéo de novas raizes e plantulas em sementes de Eugenia spp. submetidas ao
estresse hidrico

Sementes de Eugenia involucrata armazenadas pelo periodo de 1 ano a 10 °C e que
apresentavam protrusdo de raiz, pois germinaram durante o armazenamento, foram diretamente
semeadas (sem remocdo da raiz) em rolos de papel umedecidos com agua (0,0 MPa) e com
solucdes aquosas de PEG, conforme descrito anteriormente, nos potenciais osmaticos de -2,
-3, -4 e -5 MPa.

Em intervalos de 10 dias, em um periodo total de 60 dias, foram retiradas amostras de 10
sementes acondicionadas nas solugfes osmoticas e transferidas para substrato umedecido com
agua. As sementes foram colocadas em caixas plasticas do tipo gerbox com vermiculita.

A avaliacdo final foi realizada apds 30 dias, no qual foram contabilizadas as sementes que

apresentaram algum tipo de regeneracdo, de acordo com a seguinte classificagéo, ilustrada na
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Figura 13A: | - semente que apresentava crescimento de nova raiz e/ou parte aérea a partir da
estrutura pré existente oriunda da primeira germinacéo; Il -semente que apresentava formacao
de nova raiz e/ou parte aérea devido a perda da primeira germinacdo; Il - semente que
apresentava formacdo de mais de uma nova raiz e/ou parte aérea devido a perda da primeira

germinacao.

3.6 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F ao nivel de 5% e as
médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, também a 5% (Santana & Ranal 2004),
utilizando o Sistema de Andlise Estatistica (SANEST).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo do teor de a4gua e potencial hidrico das sementes

O teor de &gua das espeécies estudadas variou de 50,6% (Eugenia brasiliensis Lam.) a
79,0% (E. pyriformis Camb.) (Tabela 2). Valores elevados no contetdo de 4gua sdo comuns as
sementes recalcitrantes e foram observados em diversas espécies do género Eugenia, como E.
cerasiflora Mig. (62,8%, Delgado & Barbedo 2007), E. dysenterica DC. (47-53%, Andrade et
al. 2003), E. stipitata ssp. sororia Mc Vaugh (58,8%, Gentil & Ferreira 1999; 59-66%, Anjos
& Ferraz 1999), E. umbelliflora Berg. (42,5%, Delgado & Barbedo 2007) e E. rostrifolia Legr.
(43%, Santos et al. 2004).

Tabela 2. Conteudo de &gua (%) e potencial hidrico (MPa) de sementes
de Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis e E.
uniflora.Valores apresentados em meédia (desvio padrdo)

o Teor de agua Potencial
Espécies o
(%) hidrico (MPa)
E. brasiliensis 50,6+1,0 -0,53+0,1
E. involucrata 62,2+0,9 -0,49+0,2
E. pyriformis 79,0+0,9 -0,47+0,1
E. uniflora 57,4+1,4 -0,55+01

Valores de teor de agua semelhantes aos encontrados neste estudo foram observados por
outros autores para E. brasiliensis (48,9%, Kohama et al. 2006; 49,6%, Delgado & Barbedo
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2007; 47-47,5%, Amador & Barbedo 2015), E. involucrata (63,4%, Barbedo et al. 1998;
60,7%, Maluf et al. 2003) e E. uniflora (52,2-57,7%, Amador & Barbedo, 2015). Em
contrapartida, Delgado & Barbedo (2007), Lamarca et al. (2011) e Amador & Barbedo (2011)
observaram em E. pyriformis teores de agua mais baixos, 66,8%, 60,4-66,4% e 57,8-59,4%,
respectivamente. Segundo Barbedo et al. (2013), diferencas no teor de agua de sementes
dispersas, de uma mesma espécie, podem significar diferencas no grau de maturacéo quando se
desligam da planta-mde. Isso condicionaria, inclusive, o grau de recalcitrancia da semente. O
elevado teor de agua das sementes de E. pyriformis estudadas distancia-se tanto do teor de agua
encontrado por outros autores para a mesma espécie, quanto para outras especies do mesmo

género, 0 que poderia sugerir que essas sementes foram dispersas mais imaturas.

4.2 Analise das alteracdes do potencial hidrico de solugdes de PEG

A avaliacdo dos potenciais hidricos (¥w) das diferentes solu¢bes de PEG (Figura 4)
demonstrou que ao serem colocadas em papel de germinacéo, o potencial real das solucGes foi
extremamente proximo ao potencial-alvo, porém quando as solugdes sdo aferidas sem um
substrato, hd maior diferenca entre estes potenciais, o potencial real sendo sempre mais positivo
do que o potencial-alvo, com variacdo em média de -0,4 MPa, alcancando -0,7 MPa no
potencial mais negativo. A partir de -4,5 MPa o distanciamento entre o potencial-alvo e real é
mais evidente. Diversos fatores podem contribuir para essas diferencas. Primeiramente, o valor
do potencial hidrico é dependente da temperatura. O equipamento utilizado neste trabalho
(WP4) trabalha em temperatura ambiente, sem regulagem interna. Dessa forma, dependendo da
temperatura da sala de leitura pode-se ter pequenas variagdes nesse potencial.

H4, ainda, uma relacdo entre 0 aumento da negatividade e o aumento da diferenca entre
o potencial almejado e o potencial real das solugdes, o que pode ser decorrente do aumento da
viscosidade da solucdo. De acordo com Michel & Kaufmann (1973) a viscosidade aumenta de
forma exponencial com a concentracdo de PEG, decorrente das mudancas estruturais no
polimero. Deste modo, quanto mais negativo o potencial, maior sera a concentracao de PEG da
solucgéo e consequentemente maior a viscosidade.

Tendo em vista que os potenciais hidricos obtidos quando a solugéo estava em papel de
germinacdo foram equivalentes ao potencial-alvo e que, neste trabalho, as solugdes de PEG
sempre foram utilizadas em conjunto com este substrato, pode-se garantir que as sementes
foram submetidas aos potenciais-alvo e que foi possivel obter o gradiente de déficit hidrico

proposto.
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Concentracgdes das solucdes de PEG 6000 (MPa)
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Figura 4. Potencial hidrico real das solu¢es de PEG 6000 avaliadas com e sem papel de germinacdo em relagéo
ao potencial hidrico alvo.

4.3 Resisténcia de sementes Eugenia spp. submetidas a déficit hidrico

As sementes de E. involucrata submetidas a potenciais hidricos de até -1,0 MPa,
germinaram acima de 70% e potenciais mais negativos impediram a germinacao (figura 5). Para
as sementes de E. uniflora ndo houve diferenga na germinagéo a 0,0 e -0,5 MPa, e quando
submetidas a -1,0 e -1,5 MPa a germinagdo manteve-se entre 39 e 61%, respectivamente.

Potenciais hidricos mais negativos que 0,0 MPa afetaram a germinacdo das sementes e a
producdo de plantulas normais de E. brasiliensis e E. pyriformis, de modo que, para E.
brasiliensis em potenciais de até -1,5 MPa a germinacdo manteve-se entre 44% e 63%, porém
a -0,5 MPa apenas 19% das sementes formaram plantulas. Enquanto isto, a -0,5 MPa a
germinacdo das sementes de E. pyriformis foi préxima de zero e ndo houve formacdo de
plantulas normais. Para nenhuma espécie houve germinacdo das sementes em potenciais mais
negativos que -1,5 MPa. Os baixos valores de germinacdo de E. pyriformis podem sugerir que,
nessa safra, as sementes foram dispersas mais imaturas, conforme apontado anteriormente.

Em 4gua, a germinacdo das sementes de E. involucrata e E. uniflora concentrou-se nos
primeiros 21 dias, ja para E. brasiliensis e E. pyriformis o periodo estendeu-se aos 56 e 35 dias,
respectivamente (figura 6). Potenciais inferiores a 0,0 MPa acarretaram em atraso no inicio da

germinacdo e em maior distribuicdo ao longo do tempo, de modo que quanto mais negativo o
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potencial hidrico do substrato, um maior numero de dias foi necessario para que as sementes

emitissem raiz priméria, espalhando a germinacéo.
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Figura 5. Germinagdo de sementes Eugenia brasiliensis, E.involucrata, E. pyriformis e E. uniflora e plantulas
normais de E. brasiliensis e E. pyriformis submetidas a diferentes regimes de déficit hidrico: -0,0, -0,5,
-1,0,-1,5, -2,0, -3,0, -4,0 e -5,0 MPa. Na tabela sdo apresentados os resultados da Gltima avaliagdo, com
a anélise de variancia para germinacdo (E. brasiliensis (Eb): F=59.12, p<0,05; E. involucrata (Ei): F=
81,71, p<0,05; E. pyriformis (Ep): F= 31,40, p<0,05; E. uniflora (Eu): F= 47,29, p<0,05) e plantulas
normais (E. brasiliensis (Eb): F= 127,06, p<0,05; E. pyriformis (Ep): F= 32,40, p<0,05) e os resultados

do teste de Tukey a 5% (médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, para cada espécie).

As sementes de E. uniflora (Grupo 2), previamente submetidas aos potenciais hidricos de

-2,0 e -3,0 MPa e que ndo germinaram, ao serem colocadas em substrato umedecido com agua,

apresentaram germinacao elevada, chegando a 100% (figura 7). Até mesmo naquelas oriundas
dos potenciais mais negativos, -4,0 e -5,0 MPa, verificou-se germinacéo superior a 50% quando
retornaram para 0,0 MPa, o que foi também observado na producéo de plantulas normais até

-4,0, demonstrando que as sementes que ndo germinaram no condicionamento fisioldgico

continuaram viaveis e aptas a germinar assim que encontrassem agua disponivel.
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Comportamento semelhante foi observado em E. involucrata. Contudo, a partir de -4,0 MPa
houve reducgéo da formacéo de plantulas normais, bem como da germinacgao.

As sementes de E. brasiliensis provenientes dos potenciais osmoticos de -2,0 e -3,0 MPa
apresentaram germinacdo inferior a 35% e 15%, respectivamente, quando em substrato
umedecido com agua. Nos potenciais mais negativos ndo houve germinacao. Tendo isto em
vista, pode-se inferir que o condicionamento fisioldgico afetou a viabilidade das sementes, visto
que a testemunha (0,0 MPa) germinou 100% e até em solucdo osmotica de -1,5 MPa houve

germinacao.
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Figura 6. Distribuicdo temporal de frequéncia da germinagdo de Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis
e E. uniflora nos tratamentos -0,0 MPa, -0,5 MPa, -1,0, -1,5 MPa e -2,0 MPa. Os valores sd0 expressos
em nimero médio de sementes germinadas.

Para E. pyriformis pode-se observar que as sementes que ndo germinaram nas solucées
de PEG até -2,0 MPa, ao serem colocadas em &gua apresentaram germinacao e produziram
plantulas normais. Exemplo disto sdo as sementes do tratamento de -1,0 MPa que na solugédo
de PEG apresentaram germinacdo proxima de 0% e na agua conseguiram germinar 30% e

formar plantulas normais. Apesar disto, tendo-se em vista que 40% do lote ja estava morto no
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inicio do experimento, aquelas sementes ainda vidveis foram extremamente afetadas pelo
condicionamento osmotico. Para nenhuma das espécies houve germinagdo das sementes que

permaneceram por mais 30 dias em substrato umedecido com solucbes de PEG (Grupo 1).
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Figura 7. Germinacéo e plantulas normais de Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis e E. uniflora,
em agua, oriundas de sementes previamente submetidas a diferentes regimes de déficit hidrico.

Quando as sementes encontravam-se em substrato com variagdes hidricas, de modo geral,
p6de-se observar que, independente do regime de rega, a germinacao das sementes de Eugenia
foi elevada, mantendo-se acima de 70% (figura 8). Em E. involucrata, E. pyriformis e E.
uniflora ndo houve diferenca na germinacgéo entre os tratamentos.

As sementes grandes de E. pyriformis germinaram acima de 88% em todos 0s
tratamentos, contrastando com as sementes pequenas, que apresentaram germinagdo entre 40-
50% em T2 e T16 e inferiores nos demais tratamentos. Isto pode ter ocorrido devido ao tamanho
das sementes ou a diferenca no grau de maturidade entre elas. Sementes menores podem, em
alguns casos, representar sementes que ndo acumularam toda a massa seca necessaria para seu
completo desenvolvimento (Carvalho & Nakagawa 2000). Deve-se lembrar que as sementes de
E. pyriformis ndo separadas por tamanho apresentaram germinagéo baixa em relacéo a outros
trabalhos com a mesma espécie, por exemplo, Silva et al. (2003), Lamarca et al. (2011) e
Teixeira & Barbedo (2012) observaram germinacao proxima a 100%.
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Figura 8. Germinagdo (G) e plantulas normais (PN) de Eugenia brasiliensis (G: F=2,81, p<0,05; PN: F=7,25,
p<0,05), E. involucrata (G: F=1,20, p<0,35691; PN: F=5,90, p<0,05), E. pyriformis (sementes grandes
(G: F=0,48, p<0,85421; PN: F=6,36, p<0,05) e pequenas (G: F=2,11, p<0,08956; PN: F=1,76,
p<0,15271)) e E. uniflora (G: F=0,37, p<0,92012; PN: F=8,50, p<0,05) em diferentes regimes de
oscilagdo hidrica e reposicao de agua do substrato em cada regime hidrico. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, para cada espécie, pelo teste de Tukey a 5%.

Levando em consideragdo que no inicio do experimento o substrato estava saturado com
agua, pode-se perceber que as variagcoes hidricas ndo foram suficientes para impedir ou reduzir
drasticamente a germinacdo das sementes. Porém, o desenvolvimento de plantulas normais foi
afetado. Com isto, sugere-se que as sementes conseguiram aproveitar a agua disponibilizada
inicialmente para iniciar a germinacdo e que, provavelmente, nos tratamentos em que o
intervalo de rega foi maior e o substrato estava mais seco, as sementes acionaram mecanismos
de protecdo a perda de &gua. Essas sementes sdo recalcitrantes e, portanto, intolerantes a
dessecacgdo (Delgado & Barbedo 2007, 2012). Deste modo, evolutivamente ndo investiram na
tolerancia a dessecacdo para manutencdo de sua viabilidade em periodos secos. Podem, por

outro lado, ter investido na resisténcia a desseca¢do, com mecanismos para evitar a perda de
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agua em tecidos vitais, essenciais para a continuidade do desenvolvimento de plantulas quando
a disponibilidade hidrica do meio se torna favoravel.

A distribuicdo temporal de frequéncia (figura 9) mostrou que, além das sementes de
Eugenia demonstrarem resisténcia a secas prolongadas, por outro lado néo toleram tdo bem o
excesso de 4gua, ou ao menos a manutencgdo do substrato em nivel hidratado. Quando o regime
de regas foi de dois em dois dias, ou até mesmo a cada quatro dias, os resultados de germinagao
foram inferiores, em velocidade e em porcentagem, aos das sementes mantidas em turnos de
rega de seis dias ou mais. Portanto, aparentemente 0s mecanismos de preservacdo da agua em

tecidos essenciais parecem ser mais efetivos do que 0s que evitam o excesso hidrico.
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Figura 9. Distribuicdo temporal de frequéncia da germinacdo de sementes Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E.
pyriformis (sementes grandes e pequenas) e E. uniflora em diferentes regimes de oscila¢éo hidrica (2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16 e 34 dias). Os valores sdo expressos em nimero médio de sementes germinadas.
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Em relacdo ao substrato, pbde-se observar que com o aumento do intervalo de regas, o
teor de agua foi reduzido e maior quantidade de agua foi necessaria para saturar novamente o
substrato (figura 10). Até os 16 dias a reposi¢do de dgua aumenta de forma linear, ja aos 34 dias
h& uma ligeira diminuicéo. Essa reducéo da necessidade de agua pode estar relacionada ao fato
do potencial hidrico do substrato (tabela 3) aos 34 dias ser muito negativo em relagdo ao
potencial hidrico do ar e também a umidade relativa do ar (figura 11) estar sempre elevada, de
modo que ndo havia evaporacdo de quantidades muito elevadas da agua do substrato.
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Figura 10. Teor de agua (%) do substrato (areia) e quantidade de 4gua (mL) necessaria a saturacdo do substrato
sob diferentes regimes de rega (dias).

A diminuicdo do teor de 4gua e o aumento da negatividade do potencial hidrico do
substrato tornam-se mais expressivos a partir dos 12 dias. De modo geral, ndo houve grandes
diferencas no teor de dgua e potencial hidrico dos substratos entre as espécies (figura 10, tabela
3). Apesar da diferenca de tamanho entre as sementes de E. pyriformis grandes e pequenas, 0
teor de agua, o potencial hidrico e quantidade de agua reposta no substrato foi semelhante. A
maior diferenca mostrou-se aos 34 dias, em que o potencial hidrico do substrato das sementes

grandes estava em -32 MPa e das sementes pequenas em -50 MPa (tabela 3).
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Tabela 3. Potencial hidrico (¥w, MPa) do ar e da areia utilizada como substrato para sementes de Eugenia
brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis (grandes e pequenas) e E. uniflora, avaliados em diferentes
intervalos (dias) de umedecimento do substrato.

Regimes de rega (dias) 2 4 6 8 10 12 14 16 34

Ywar -131 -956 -10,73 -95%6 -956 -10,73 -739 -9,56 -10,58

E. brasiliensis -0,17 -0,09 -0,12 -0,12 -0,45 -0,34 -0,71 -0,94 -47551
E. involucrata -0,13 -0,14 -0,14 -0,19 -040 -256 -2,29 -3,87 -50,53
E. pyrifomis Fw
. -0,11 -009 -0,12 -0,16 -0,18 -041 -045 -1,65 -32,60
(grandes) areia
E. pyrifomis
-009 -0,12 -0,18 -0,10 -0,17 -043 -054 -1,65 -53,98

(pequenas)

E. uniflora -0,07 -007 -0,16 -005 -0,20 -062 -0,47 -0,70 -49,55
28 1 r 100
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Figura 11. Temperatura (°C), umidade relativa (%) e ponto de orvalho (°C) do ar na sala de germinagédo em um
intervalo de 48 dias.

Apos 34 dias sem rega as sementes perderam a primeira germinagdo e apresentaram
caracteristicas de estarem secas, com tecidos escurecidos na superficie, como se necrosados.
Apdbs voltarem para a agua, apenas as sementes de E. pyriformis grandes e E. uniflora
conseguiram germinar novamente e formar plantulas normais. Portanto, foram necessarios 34
dias para que se verificassem manifestacdes de estresse hidrico nas sementes de Eugenia, pois
até o regime de 16 dias de rega, simulando intervalos de 16 dias sem chuva, ndo haveria danos

evidentes a germinag&o e ao desenvolvimento inicial das plantulas. Tal fato sugere a existéncia
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de mecanismos para conservar a pouca agua existente no ambiente em estruturas essenciais,
preservando alguns tecidos vitais.

As sementes de Eugenia estudadas apresentaram diferenca na resisténcia a déficits
hidricos, a qual foi evidenciada ndo s6 por meio da capacidade de germinar sob amplo espectro
de potenciais hidricos, mas também na sobrevivéncia das sementes a estes potenciais.

Niveis distintos de tolerdncia a dessecacdo, baseados no conteudo de agua, foram
observados entre as sementes do género Eugenia (Barbedo et al. 1998, Anjos & Ferraz 1999,
Andrade & Ferreira 2000, Andrade et al. 2003, Delgado & Barbedo 2007, Masetto et al. 2008).
Delgado & Barbedo (2007), identificaram trés niveis criticos de teor de agua, nos quais inicia-
se a perda da viabilidade das sementes de Eugenia. De acordo com estes niveis E. pyriformis
foi considerada a mais sensivel a perda de 4gua e E. brasiliensis, E. involucrata e E. uniflora
apresentaram sensibilidade intermediéria.

A sensibilidade a dessecacdo das sementes recalcitrantes ndo ¢ um fator “tudo ou nada”
e sim um fator quantitativo, que permite caracterizar niveis de recalcitrancia (Berjak &
Pammenter 2000, Walters 2000) e classificar as sementes de acordo com o potencial hidrico
minimo suportado (Walters 2000). As diferencas na tolerancia a dessecacdo das sementes de
diferentes espécies podem estar relacionadas ao nivel de maturacdo em que se encontram
quando sdo dispersas, pois a relacdo entre o potencial hidrico e os niveis de hidratacdo é
dependente da maturidade (Vertucci & Farrant 1995, Walters et al. 2005). E possivel, conforme
0s resultados observados no presente trabalho, que tal gradiente também exista para a
resisténcia aos déficits hidricos do ambiente.

Estudo realizado por Delgado e Barbedo (2012) demonstrou que, para 0 mesmo teor de
agua, os embrides das sementes de diferentes espécies de Eugenia apresentam alta variacdo no
potencial hidrico, o que poderia explicar as diferencas entre os comportamentos apresentados
por essas espéecies em relacdo a tolerancia a dessecacdo e ao conteudo de agua. Braz & Mattos
(2010) observaram reducédo de 50% na germinacao de sementes de Eugenia umbelliflora, em
relacdo ao controle, quando submetidas a potencial hidrico de -0,37 MPa, entretanto as mesmas
sementes apresentaram baixa sensibilidade a secagem. Tendo isto em vista, sementes de
Eugenia apresentam diferenca ndo s6 na tolerancia a dessecacdo, mas na resisténcia ao estresse
hidrico.

No presente estudo verificou-se que as sementes de Eugenia que ndo sdo capazes de
germinar durante o estresse hidrico, conseguem manter-se viaveis até determinado potencial
hidrico, viabilizando a germinacdo e o desenvolvimento de plantulas quando ha novamente

disponibilidade de 4gua no meio. Com isto, pode-se sugerir que durante o estresse a semente
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desenvolve ou ativa algum processo para evitar a perda de dgua do embrido, mantendo-o vivo
mesmo que a semente ndo consiga absorver agua do meio.

Delgado & Barbedo (2012) observaram para seis espécies de Eugenia, que apds a
secagem os valores de potencial hidrico do embrido sdo sempre maiores do que aqueles
apresentados para o tegumento da semente, e que supostamente ha um equilibrio higroscépico
entre esses tecidos. Assim, pode-se considerar a presenca de algum processo ativo com a
finalidade de manter um nivel minimo de hidratacdo do embrido e, também, que a diferenca
nos potenciais hidricos entre essas partes das sementes seja uma estratégia para reduzir o risco
de morte do embrido por dessecacao.

Algumas espécies de clima temperado poderiam reduzir o risco de morte do embri&o,
dispersando suas sementes recalcitrantes durante o outono e o inverno, de modo que as baixas
temperaturas e baixo déficit de pressdo de vapor retardariam a perda de dgua (Pammenter &
Berjak 2000). Provavelmente, as espécies de Eugenia desenvolveram seus proprios
mecanismos para evitar a perda de &gua, dispersando suas sementes nas estacbes mais quentes
(Delgado & Barbedo 2012).

Estudos avaliaram o efeito do estresse hidrico em sementes florestais classificadas como
ortodoxas e demonstraram que, para algumas espécies, o potencial hidrico limitante no qual a
germinagdo ndo ocorre se concentra em valores proximos a -1,0 MPa, como nos casos de
Bowdichia virgilioides (-0,9 MPa, Silva et al. 2001), Adenanthera pavonina, Ateleia
glazioviana (-1,0 MPa, Fonseca & Perez 2003, Rosa et al. 2005) e Anadenanthera colubrina (-
1,2 MPa, Rego et al. 2011). Deste modo, pode-se considerar que as sementes de Eugenia séo
bastante resistentes ao estresse hidrico, visto que algumas espécies germinam em potencial de
-1,5 MPa. Além disto, sementes de Eugenia parecem ser mais tolerantes a dessecacao do que a
maioria das sementes recalcitrantes, visto que mantém a viabilidade mesmo quando o potencial
hidrico do embrido estd a -20 MPa (Delgado & Barbedo 2012), e geralmente embribes de
sementes recalcitrantes ndo toleram potenciais tdo negativos quanto -15 MPa (Walters 2000).

Calvi et al. (2017) observaram que sementes de Eugenia stipitata (espécie endémica da
Amazonia) sdo capazes de germinar submersas em agua sob diferentes profundidades e manter
a viabilidade apds 12 meses de submersdo. Deste modo, aparentemente, sementes de Eugenia
sdo resistentes tanto a falta de 4gua quanto ao alagamento, conseguindo germinar em amplo
espectro de potenciais hidricos e adaptando suas sementes as mais variadas condicOes. Esta
variabilidade deve estar relacionada as condi¢fes ambientais nas quais as sementes sdo
desenvolvidas, visto que isto ocorre em relacdo aos diferentes niveis de toleréncia a dessecacao

entre ou dentre espécies (Berjak & Pammenter 1994, Walters 2000, Daws et al. 2004).



39

Lamarca et al. (2013) observaram que as variacdes hidricas e térmicas do ambiente
durante o desenvolvimento das sementes de Eugenia pyriformis, influenciam ndo sé na
maturagao, mas sdo capazes de determinar o ciclo de formagéo e a qualidade final da semente,
0 que evidencia a capacidade do ambiente de moldar o comportamento da semente. Durante o
desenvolvimento e maturacdo dos frutos e sementes de Eugenia, pode-se observar ampla
variacdo fisica e fisiologica (Pio et al. 2005, Avila et al. 2009, Cardoso & Loménaco 2003,
Borges et al. 2010, Braz e Mattos 2010, Lamarca et al. 2011), o que demonstra a capacidade
adaptativa do género para sobreviver em diversos ambientes

As caracteristicas de germinacdo das espécies em uma comunidade podem ser
determinadas ndo so atraves dos efeitos das condi¢Ges ambientais tipicas de um habitat, mas
também, devido a origem geogréfica das espécies (Baskin & Baskin 2001). De acordo com
Braz & Mattos (2010) ao considerar-se que a colonizacdo de novos habitats pode, de algum
modo estar relacionada ao conservadorismo de nicho, as caracteristicas das espécies estardo
mais relacionadas a sua origem geogréafica do que ao surgimento de novidades evolutivas que
podem propiciar a ocupacdo de um habitat semelhante ao habitat de origem.

As espécies de florestas imidas tropicais muitas vezes dispersam sementes ao longo de
todo 0 ano, enquanto a maioria das espécies que ocorrem em habitats secos e/ou sazonais
dispersam as sementes durante a estacdo seca (Oliveira 1998, Morellato et al. 2000). Isto foi
observado para sementes de E. umbelliflora da restinga, que dispersam suas sementes durante
a estacdo seca (Braz & Mattos 2010). Espécies que ocorrem em habitats secos frequentemente
apresentam maior capacidade de germinar sob potenciais hidricos negativos do que aquelas de
florestas imidas (Facelli & Ladel 1996, Sy et al. 2001, Zheng et al. 2004). Porém, algumas
espécies de ambientes secos também podem apresentar diminuicdo na germinacdo quando
expostas a potenciais hidricos negativos. SupBe-se que, nestes casos, a germinacao elevada das
sementes ndo seria suficiente para conferir vantagens ao recrutamento em solos arenosos, pois
a exposicdo das plantulas a baixa disponibilidade de agua aumenta as taxas de mortalidade
(Evans & Etherington 1990, Tobe et al. 2005).

A capacidade de germinar e se estabelecer em solos com baixa disponibilidade hidrica,
pode aumentar a ocorréncia das espécies em ambientes secos, enquanto que a elevada
necessidade de &gua para que ocorra a germinacdo pode restringir a distribuicdo das espécies
aos ambientes imidos (Adams 1999, Sy et al. 2001, Schiitz et al. 2002, Zheng et al. 2004).
Quanto maior a amplitude de tolerancia a seca maior seré a plasticidade da espécie e mais ampla
sua distribuicdo geografica (Hartmann et al. 2011).

E provéavel que exista diferenca na resisténcia ao estresse hidrico ndo somente entre

sementes de Eugenia, mas também em relagéo as plantulas. Calvi et al. (2017) notaram maior
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concentracdo de glutationa dissulfeto (GSSG) em sementes de Eugenia que desenvolveram
plantulas embaixo da agua, do que naquelas que ndo germinaram submersas, sugerindo que o
estresse por alagamento foi mais intenso para as plantulas do que para as sementes.
Considerando as diferencas na resisténcia ao déficit hidrico observadas nas sementes das
espécies de Eugenia estudadas, sugere-se que caso as sementes encontrassem restri¢cao hidrica
no ambiente logo apds a dispersdo, E. uniflora e E. involucrata seriam menos afetadas pela falta
de 4gua no inicio da germinacao, e assim que agua estivesse disponivel novamente as sementes
poderiam retomar o processo germinativo. As sementes de E. brasiliensis poderiam garantir o

desenvolvimento de alguns exemplares desde que o periodo de escassez ndo fosse prolongado.

4.4 Formacdo de novas raizes e plantulas em sementes de Eugenia spp. submetidas a
déficit hidrico

Sementes de Eugenia involucrata germinadas durante 0 armazenamento e que
posteriormente foram submetidas a diferentes niveis e intervalos de déficit hidrico,
mantiveram-se viaveis e aptas a formar plantulas normais quando colocadas em substrato com
disponibilidade de &gua (tabela 4). Nos potenciais hidricos mais positivos houve maior taxa de
sementes viaveis do que em potenciais hidricos mais negativos. Este fato também foi observado
guanto ao tempo de exposicao ao déficit hidrico, de modo que as maiores taxas de sementes

viaveis deram-se nos menores periodos de déficit.

Essa relacdo deu-se também quanto a quantidade de sementes viaveis que apresentaram
algum tipo de regeneracdo (I, Il ou Ill). Isto demonstra a relacdo entre a negatividade do
substrato e a periodicidade do estresse, pois, de modo geral, quanto mais negativo o potencial

hidrico e maior o tempo de exposicao, mais a semente e a germinacdo sdo afetadas.

Em todos os tratamentos de déficit hidrico foi possivel observar formacao de novas raizes
elou partes aéreas, ap0s as sementes serem acondicionadas em substrato com disponibilidade
hidrica (Figura 12). Em relacdo as categorias de regenerabilidade (Figura 13 A), notou-se que
I ocorreu naquelas sementes em que houve a desidratacdo parcial da raiz e/ou parte aérea ja

existente, ja Il e Il ocorreram em caso de morte da primeira germinacao.

De modo geral a categoria | foi predominante. Em 19 dos 24 tratamentos essa categoria
representou mais de 70% do total das demais categorias (figura 13 B). Aparentemente, ndo
houve um padrdo de distribuicdo das categorias de acordo com o0s tratamentos prévios de
estresse hidrico, mas nota-se que a categoria Il foi mais frequente nas sementes previamente

submetidas a -5,0 MPa. Considerando que as categorias Il e Il incluem sementes que
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apresentaram segunda germinacéo, verifica-se que o estresse hidrico pode induzir, com certa

frequéncia, a formacéo de novas raizes e plantulas.

Tabela 4. Porcentagem de sementes viaveis e inviaveis ap6s diferentes niveis (-2,0 a -5,0 MPa) e
intervalos (10 a 60 dias) de estresse hidrico e porcentagem das sementes vidveis que
apresentaram regeneracdo (formacdo de nova raiz e/ou parte aérea).

Sementes viaveis

Dias sob Sementes Sementes apresentaram
déficit hidrico  inviaveis (%) viaveis (%) «
regeneracao (%)
10 0 100 20
20 0 100 50
-2,0 30 10 90 70
MPa 40 20 80 90
50 10 90 100
60 20 80 100
10 0 100 20
20 0 100 60
-3,0 30 20 80 90
MPa 40 30 70 90
50 10 90 100
60 20 80 100
10 0 100 60
20 0 100 60
-4,0 30 40 60 100
MPa 40 30 70 100
50 40 60 100
60 10 90 100
10 0 100 70
20 20 80 80
-5,0 30 50 50 70
MPa 40 30 70 100
50 80 20 100
60 40 60 100

Durante as avaliac@es, um fato curioso foi observado: ap06s a perda da primeira parte aérea
(devida ao déficit hidrico), houve a emissdo de uma nova parte aérea a partir de um ponto
diferente (Figura 14). Isso demonstra que o deficit hidrico pode induzir as sementes de Eugenia
a utilizarem o mecanismo de formag&o de novas raizes e plantulas para garantir a sobrevivéncia
do individuo. Além disso, este mecanismo pode ser empregado ndo apenas para formar novas

raizes a partir da raiz antiga mas, também, emitir parte aérea a partir desta raiz.
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Figura 12. Figura ilustrativa demonstrando a formagdo de nova raiz e/ou parte aérea, apds sementes
germinadas de Eugenia involucrata serem submetidas a diferentes niveis (-2,0, -3,0, -4,0 € -5,0
MPa) e intervalos (10-60 dias) de déficit hidrico e retornarem para substrato saturado com agua.
Setas vermelhas indicam as raizes e partes aéreas oriundas da primeira germinacao. Setas azuis
indicam novas raizes e partes aéreas formadas ap6s o periodo de déficit hidrico.
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Figura 13. Categorias de regenerabilidade (A) e frequéncia da distribuicdo dos modelos (B) em sementes de
Eugenia involucrata germinadas durante armazenamento e posteriormente submetidas a diferentes
niveis (-2,0, -3,0, -4,0 e -5,0 MPa) e intervalos (10-60 dias) de déficit hidrico. I (preto): semente que
apresentou crescimento de nova raiz e/ou parte aérea a partir da estrutura pré-existente oriunda da
primeira germinacdo; Il (cinza): semente que apresentou formagdo de nova raiz e/ou parte aérea
devido a perda da primeira germinacéo; I11: semente que apresentou formagdo de mais de uma nova
raiz e/ou parte aérea devido a perda da primeira germinacéo.
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Figura 14. Sementes de Eugenia involucrata, evidenciando emissdo da parte aérea a partir da raiz
(indicado pela seta vermelha)

A capacidade de produzir novas raizes e plantulas a partir de fracdes da mesma semente
ou sementes fissuradas foi bem estudada em espécies de Eugenia domesticadas (E. brasiliensis,
E. involucrata, E. pyriformis, E. stipitata e E. uniflora) e ndo domesticadas (E. cerasiflora, E.
pruinosa, E. umbelliflora) (Anjos & Ferraz 1999, Silva et al. 2003, 2005, Delgado et al. 2010,
Amador & Barbedo 2011, Teixeira & Barbedo 2012, Amador & Barbedo 2015, Pratavieira et
al. 2015). Este mecanismo também foi observado em sementes fracionadas de Myrcianthes (M.
coquimbensis), Allanblackia (A. parviflora) e Garcinia (G. cambogia, G. gummi-guta, G.
indica, G. kola e G. xanthochymus) (Malik et al. 2005, Joshi et al. 2006, Asomaning et al. 2011,
Loayza et al. 2015, Ofori et al. 2015).

A formacao de novas raizes e partes aéreas a partir de um tecido aparentemente necrosado
em sua superficie (categoria ), ressalta a capacidade que as sementes de Eugenia possuem de
evitar a perda de agua de tecidos essenciais para a continuidade do desenvolvimento de
plantulas. Isto possibilita prosseguir o desenvolvimento sem a necessidade de iniciar uma nova
germinacao a partir do zero, como ocorre em fragdes ndo germinantes quando as sementes séo
fracionadas ou quando ha a perda da primeira germinacéo.

Quando as sementes de Eugenia sdo fracionadas ha o estimulo para que a fracdo
diferencie um novo individuo, semelhante ao eixo hipocétilo-radicula original (Silva et al.
2005). Considerando, nas sementes de Eugenia, que ha substancias inibidoras (Rizzini 1970,
Amador & Barbedo 2011, Delgado & Barbedo 2011), que o balanco entre os inibidores e
promotores da germinacdo governam a formagdo de novas raizes e partes aéreas e impedem
multiplas germinaces (Amador & Barbedo 2011, 2015) e que uma nova germinagdo s6 ocorre
apos a perda da primeira (Teixeira & Barbedo 2012), é provavel que, em uma situacéo de déficit

hidrico em que a raiz e/ou parte aerea sofrem desidratacdo parcial, esses inibidores impecam a
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formacgédo de uma nova estrutura a partir do zero, visto que ndo houve perda da germinagéo
inicial, de modo que é necessario aproveitar a estrutura ja existente para a nova germinagao.

Estudos anteriores demonstraram que a formacéao de novas raizes e plantulas em Eugenia,
ocorre somente ap6s o fracionamento das sementes (Silva et al. 2003, 2005). Também foi
demonstrado que, em sementes intactas (ndo fracionadas), ha a protruséo de apenas uma raiz e
o desenvolvimento de apenas uma plantula, porém quando submetidas ao fracionamento, mais
de uma raiz priméria ou parte aérea podem ser desenvolvidas a partir da mesma fragao (Delgado
et al. 2010). Neste estudo verificou-se ndo s6 a formacdo de novas raizes e plantulas em
sementes intactas de Eugenia involucrata, mas também a formacdo de mais de uma dessas
estruturas. E possivel, portanto, que o efeito do déficit hidrico seja equivalente ao estimulo
causado pela lesdo quando h& fracionamento e, por isso, as sementes intactas apresentaram
comportamento semelhante as sementes fracionadas em relacdo a formacéao de novas estruturas.

Ressalta-se que, neste estudo, uma segunda germinacdo s6 ocorreu quando a primeira foi
perdida devido ao déficit hidrico, corroborando com o observado por Teixeira & Barbedo
(2012). Em sementes intactas de Eugenia stipitata também foi observada a formacéo de uma
nova plantula apos a eliminacdo da primeira germinacédo (Calvi et al. 2017), o que reforca o
mecanismo de autocontrole de multiplas germinacGes que essas sementes apresentam, que evita
a perda das reservas em germinacdes simultaneas.

O sucesso reprodutivo de uma espécie esté relacionado a sua dindmica populacional, pois
sua estabilidade no ambiente depende principalmente da quantidade e qualidade de seus
descendentes (Wiens 1984, Wiens et al. 1987). Contudo, fatores limitantes podem ocorrer
durante o processo reprodutivo, reduzindo sua eficiéncia e influenciando diretamente no
recrutamento populacional como, por exemplo, a predacdo de flores, frutos e sementes
(Cunnigham 2000, Wenny 2000, Mahoro 2003, Cardoso & Lomonaco 2003).

Silva & Pinheiro (2009) observaram, em frutos e sementes de Eugenia uniflora, E.
neonitida, E. punicifolia e E. rotundifolia, elevada taxa de predacdo: mais de 97% das sementes
de trés espécies estavam consumidas. A predacdo deu-se, principalmente, pelo
desenvolvimento de larvas de Coleoptera, Diptera e Hymenoptera dentro das sementes, mas
também foi observada a predacédo por formigas cortadeiras da espécie Atta sexdens rubropilora
Forel. Teixeira & Barbedo (2012) também notaram intenso ataque de larvas de insetos em
sementes de Eugenia cerasiflora. Em ambos estudos verificou-se que a maior parte das
sementes tiveram seu conteudo total ou parcialmente consumido. Tendo em vista que a fauna €
atraida pelos frutos carnosos das espécies de Eugenia e, consequentemente, injdrias as sementes
podem ser causadas, a capacidade de formar novas raizes e partes aéreas confere alguma

seguranca para a reproducéo, dispersao e propagacdo do género (Silva et al. 2003).
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Aparentemente, a capacidade que as sementes de Eugenia possuem de formar novas
raizes e plantulas foi desenvolvida ao longo da evolucéo, com a finalidade de repor uma perda
por lesdo devido a intensa predacdo das sementes (Silva et al. 2003, Delgado et al. 2010,
Teixeira & Barbedo 2012). Considerando que essas sementes apresentam elevada resisténcia a
falta de agua e, ainda, elevada capacidade de impedir a saida de agua de regides vitais, €
provavel que a capacidade regenerativa dessas sementes tenha sido desenvolvida mais em
funcdo de uma adaptacdo a predacdo do que propriamente uma adaptacdo a déficits hidricos.
Contudo, ficou evidente que, sob situacao de estresse hidrico, as sementes de Eugenia podem
utilizar-se dessa capacidade regenerativa para garantir o desenvolvimento de novas raizes e
plantulas.

No presente trabalho demonstrou-se a excepcional capacidade que essas espécies
desenvolveram em criar situacOes alternativas para fugir de estresses. Primeiramente, mostrou-
se a resisténcia das sementes a déficits hidricos severos e prolongados e, em seguida,
demonstrou-se que mesmo quando esse sistema de resisténcia falha é possivel acionar um
segundo sistema, o de regeneracdo de qualquer fragmento de sementes ou plantulas que tenha

sobrevivido, sendo capazes de formar raiz e parte aérea novamente.

5. CONCLUSAO

Sementes de Eugenia spp. apresentam grande resisténcia a déficits hidricos, tanto em
intensidade quanto em duracdo, preservando tecidos vitais capazes de continuar o
desenvolvimento das plantulas e garantir a propagacao da espécie. Embora aparentemente a
capacidade de formar novas raizes e plantulas, demonstrada por sementes de espécies de
Eugenia que sofrem algum tipo de lesdo, ndo seja decorrente do processo de selecdo para a
resisténcia a déficits hidricos, sementes de Eugenia podem, eventualmente, se utilizar dessa
caracteristica para garantir novos desenvolvimentos de plantulas quando os mecanismos de

resisténcia a seca falham.
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