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A minha mae,
por me ensinar o amor pela natureza.

Dedico



Just like the seed

I'm chasing the water

I unravel myself

Growing in slow motion
'Cause just like the seed
Everything wants to live
We are burning our fingers
But we never forget

AURORA — The See
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RESUMO

As sementes representam um ganho evolutivo extraordinario para as plantas,
pois além de carregarem informacdes para o desenvolvimento de uma planta completa
podem, ainda, permanecerem Viaveis por centenas a milhares de anos. Nao ha,
atualmente, tecnologias que permitam prolongar o tempo de armazenamento de
sementes recalcitrantes, como as de espécies de Eugenia, em condicdes artificiais
viaveis econdmica e funcionalmente, para inclui-las em bancos de germoplasma. Mais
do que isso, ndo h& sequer suficiente conhecimento quanto a fisiologia e 0s processos
envolvidos na deterioragdo das sementes recalcitrantes. Assim, o objetivo deste trabalho
foi compreender a relacdo entre as taxas respiratorias e a velocidade de deterioracdo das
sementes com diferentes niveis de hidratacdo e sob diferentes temperaturas, visando a
reduzir estas taxas de deterioragdo, utilizando, como modelo, duas espécies de Eugenia.
No Capitulo 1, procurou-se desenvolver metodologia que permita avaliar as taxas
respiratdrias dessas sementes, ajustando-se os tempos de incubacdo das sementes em
respirbmetros e, no Capitulo 2, analisou-se as taxas respiratdrias e a capacidade
germinativa dessas sementes com diferentes niveis de hidratacdo e sob diferentes
temperaturas. Os resultados obtidos no Capitulo 1 mostraram que o aumento da
concentracdo de CO2 a partir de 2% alterou a atmosfera em que as sementes de E.
brasiliensis estavam incubadas, diminuindo seu metabolismo respiratério. No Capitulo
2, vimos que tanto a elevacdo da temperatura de incubacdo quanto a diminuicdo do teor
de agua das sementes de E. brasileiensis e E. involucrata aumentaram suas atividades
respiratdrias. No entanto, sementes de E. brasiliensis tiveram sua longevidade
favorecida com a secagem, permanecendo viaveis mesmo ap6s 720 dias armazenadas a
8 °C em saco plastico, quando provenientes do E2. J& sementes de E. involucrata,
apesar de também permanecerem com elevadas taxas de germinacéo apds 720 dias, isso
sO foi possivel quando provenientes do E2 e mantidas imidas a 8 °C em saco plastico.
Apesar do avanco no armazenamento das sementes de E. brasiliensis e E. involucrata,
ndo foi possivel identificar um padréo na deterioracdo a partir de suas taxas metabdlicas,
0 que reforca o qudo complexas sdo e 0 quanto ainda se tem a estuda-las, principalmente

com relacdo ao seu metabolismo.

Palavras-chave: conservacao de sementes, metabolismo respiratorio, Mata Atlantica
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ABSTRACT

The seeds represent an extraordinary evolutionary gain for the plants, because in
addition to carrying information to the development of the one complete plant, they can
also remain viable for hundreds to thousands of years. Currently, there are not
technologies to extend the storage of recalcitrant seeds, such as those of Eugenia
species, in economically and functionally viable artificial conditions, to include them in
germplasm banks. More than that, there is not even enough knowledge about the
physiology and the process involved in deterioration of recalcitrant seeds. Thus, the
objective of this work was to understand the relationship between the respiratory rates
and the velocity deterioration of the seeds with different levels of hydration and under
different temperatures, aiming to reduce this deterioration rates, using, as a model, two
species of Eugenia. In Chapter 1, sought to develop methodology that allows to evaluate
the respiratory rates of these seeds adjusting the incubation times of the seeds in
respirometers, and in Chapter 2, analyzed the respiratory rates and the germination
capacity of these seeds with different levels of hydration and under different incubation
temperatures. The results obtained in Chapter 1 showed that the increase in CO>
concentration from 2% changed the atmosphere in which E. brasiliensis seeds were
incubated, decreasing their respiratory metabolism. In Chapter 2, we saw that both the
increase in the incubation temperature and the decrease in the water content of the seeds
of E. brasiliensis and E. involucrate increased their respiratory activities. However, E.
brasiliensis seeds had their longevity favored with drying remaining viable even after
720 days at 8 °C in plastic bag when coming from E2. E. involucrata seeds, although
they also remain with high germination rates after 720 days, it was only possible when
they came from E2 and kept moist at 8 °C in plastic bag. Despite the advance in the
storage of E. brasiliensis and E. involucrata seeds it was not possible identify a pattern
in the deterioration from their metabolic rates, which reinforces how complex they are

and how much we has yet to be studied, mainly regarding to their metabolism.

Keywords: seeds conservation, respiratory metabolism, Mata Atlantica
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acordo com o teste de Tukey a0 NIVEl de 5%..........cccoveiiiiiiiiciicie e
Tabela 18. Germinagdo e plantula normal de sementes de Eugenia involucrata de dois
estadios de maturagdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas) armazenadas
por 540 dias em duas embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Meédias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maiuscula nas linhas e italico entre umidas e

secas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%......cccccceviiieiiieiicic i,
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Tabela 19. Germinacdo e plantula normal de sementes de Eugenia involucrata de dois
estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas) armazenadas
por 720 dias em duas embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maiuscula nas linhas e italico entre Umidas e

secas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%
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Introducéo geral

Sementes representam um ganho evolutivo extraordinario por carregarem informacdes
para o desenvolvimento de uma planta completa e, ainda, permanecerem viaveis por centenas
a milhares de anos (Silva et al. 2018). Além de ser a mais complexa e bem-sucedida forma de
reproducdo sexual em plantas vasculares (Linkies et al. 2010), as sementes estdo entre 0s
contribuintes mais importantes para o estabelecimento de aldeias, cidades e paises (Barbedo et
al. 2013). Com a mudanca do habito ndmade para o sedentario € 0 consequente
desenvolvimento da agricultura, as civilizacbes puderam permanecer no mesmo local por
longos periodos, produzindo sua propria comida em diferentes momentos da producdo de
sementes. Contudo, essas sementes deveriam ser capazes de ser armazenadas por longos
periodos e, portanto, serem tolerantes a dessecacdo (Barbedo et al. 2013, Barbedo 2018).

Sementes tolerantes a dessecacdo, ao final de seu desenvolvimento, passam por um
processo de secagem natural, em que atingem um estado minimo de hidratacdo. Com isso, a
mobilidade de compostos nas sementes praticamente cessa, 0 que resulta em sua
sobrevivéncia por longos periodos (Pagnotta & Bruni 2006, Alpert 2005). Um exemplo de
espécie com sementes tolerante a dessecacdo € a Miconia albicans (Sw.) Triana
(Melastomataceae) conhecida como canela-de-velho, que tem suas sementes dispersas com
aproximadamente 9% de agua e sdo tolerantes a -18 °C, podendo ser armazenadas por muitos
anos (Mayrinck et al. 2016). H& aproximadamente 100 anos atras, sementes de
comportamento inverso a este, ou seja, intolerantes a dessecacdo, comecaram a ser estudadas,
como sementes de Hevea brasiliensis (Kidd 1914), Acer saccharum Marsh., A. saccharinum
L. (Jones 1920) e Inga edulis Mart. (Castro & Krug 1951). Essas sementes ndo passam pela
secagem natural ao final da maturacéo e, se secas artificialmente, perdem sua capacidade de

sobrevivéncia.



Em 1973, Roberts observou que o periodo de viabilidade da maioria das sementes
pode ser estendido com a diminuigéo de seu teor de agua e da temperatura do ambiente e que
isso pode ser previsivel. Diante disso, as sementes que seguiam esse padrdo, sendo tolerantes
a dessecacdo e a temperaturas de congelamento e de longevidade alta e previsivel, foram
chamadas de ortodoxas. Ja as sementes que ndo se enquadravam nesse padrdo, ou seja,
intolerantes a dessecacéo e a temperaturas de congelamento e, portanto, de longevidade baixa
e imprevisivel, foram classificadas como recalcitrantes (Roberts 1973). Atualmente, sabe-se
que existe um gradiente de tolerancia a dessecacdo entre as sementes de diferentes espécies e,
além disso, que esta caracteristica € adquirida progressivamente durante a maturacdo da
semente (Walters 2000, Manfre et al. 2009, Ellis 2011).

Ao longo da maturacdo, diversas modificagdes acontecem de forma geral com as
sementes. No inicio do desenvolvimento, quando o teor de agua das sementes ainda é muito
elevado, devido a intensa divisdo e multiplicacdo celular, as taxas metabdlicas e respiratorias
das sementes sdo também elevadas. Com o aumento do acumulo de massa seca ocorre a
expansdo e vacuolizacdo celular das sementes devido a deposicdo de reservas como
carboidratos, proteinas e lipideos (Bewley et al. 2013, Marcos Filho 2015, Guardia et al.
2018). Na fase de maturacdo, caracteristicas como a capacidade de germinar, a tolerancia a
dessecacdo e o0 vigor vao sendo adquiridas e a antecipacdo ou o atraso dessas aquisicdes
resultam na grande diversidade de comportamentos das sementes. Ao final do
desenvolvimento, etapa também conhecida como maturacdo tardia, ocorre uma acentuada
perda de agua das sementes (das tolerantes a dessecacao) que pode chegar a 10% ou menos de
agua. Nesse estado, o metabolismo das sementes € quase cessado, 0 que aumenta sua
longevidade em armazenamento (Bewley et al. 2013, Barbedo et al. 2018).

Segundo Barbedo et al. (2013), sementes recalcitrantes poderiam ser ortodoxas

dispersas antes de completar seu desenvolvimento, ou seja, ainda imaturas. Além disso, que



essa dispersdo, antecipada ou tardia, seria dependente das condi¢bes ambientais em que as
sementes foram formadas. Ou seja, se a condi¢cdo ambiental for favoravel para germinacéo e
desenvolvimento ao longo do ano, a espécie investiria em rapida aquisi¢do da capacidade em
germinar e produzir plantulas, mesmo em sementes bem imaturas, como visto em sementes de
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, Inga vera Willd. e Eugenia pyriformis Cambess.
(Barbedo et al. 2013, Barbedo 2018). Por outro lado, em ambientes com periodos do ano
desfavoraveis para a germinacgdo, a espécie investiria na aquisicdo de tolerancia a dessecacao
e na longevidade, para que pudessem sobreviver em condi¢fes adversas até que o ambiente
fosse favoravel para seu estabelecimento (Barbedo et al. 2013, Barbedo et al. 2018 Barbedo
2018). Alguns estudos tém mostrado que essa interferéncia ambiental pode ainda ocorrer entre
sementes da mesma espécie coletadas em diferentes regides ou periodos, dentro, inclusive, da
mesma matriz (Daws et al. 2004, Martins et al. 2009, Lamarca et al. 2013, Lamarca &
Barbedo 2015, Lamarca et al. 2016).

Assim que as sementes sdo dispersas no ambiente estdo sujeitas a diversas condicdes
desfavoraveis a sua sobrevivéncia como estresse hidrico, baixas temperaturas, excesso de
radiacdo e até mesmo competicdo com outras espécies (Hilhorst et al. 2001). O vigor das
sementes, adquirido ao longo da maturacdo, € definido como a soma das propriedades da
semente que garantem uma emergéncia rapida, uniforme e com desenvolvimento de plantulas
normais sob uma ampla faixa de condi¢Ges ambientais. Além disso, é considerado um indice
do grau de deterioracdo fisioldgica das sementes (ISTA 1981, AOSA 1983).

A deterioracdo é considerada qualquer transformagdo degenerativa da semente que
acarreta, ao final do processo, a queda de seu poder germinativo (Popinigis 1977). Assim que
se desprende da planta mae, ocorre a queda progressiva na qualidade da semente (devido a
deterioracdo), que tem seus sistemas de membranas prejudicados, com perda do controle da

permeabilidade e, consequentemente, de eletrdlitos, agucares e muitas outras substancias.



Além disso, mecanismos energeéticos e de sintese comecam a ser afetados, diminuindo taxas
respiratorias e atividade de enzimas das sementes (Carvalho & Nakagawa 2000, Delouche
2002). Ao final do processo de deterioracdo, a germinacdo e o crescimento das plantulas
estardo mais lentos e com baixa uniformidade de emergéncia, as sementes serdo mais
susceptiveis as adversidades ambientais e o potencial de armazenamento serd reduzido
(Popinigis 1977).

Apesar do processo de deterioracdo das sementes ser inevitavel, ele pode ser
minimizado com um armazenamento em condi¢fes adequadas (Carneiro & Aguiar 1993).
Para tanto, a associacdo da reducdo do teor de &gua das sementes e da temperatura do
ambiente sdo técnicas que contribuem para a reducdo da atividade metabdlica e respiratoria
das sementes e de outros organismos a elas associados (Barbedo el al. 2018). Para 0 sucesso
do armazenamento, é necessario a reducdo do teor de dgua das sementes para até pelo menos
10%, acompanhado da refrigeracdo ou congelamento das sementes (Marcos-Filho 2015).
Contudo, esse tipo de armazenamento sO € eficiente para sementes tolerantes a dessecacao
pois a reducdo da temperatura do ambiente para tecidos hidratados pode resultar em
cristalizacdo do contetdo celular, rompendo membranas e levando as sementes a morte
(Barbedo & Marcos Filho 1998). Para o armazenamento de sementes intolerantes a
dessecacdo é importante manté-las hidratadas ou realizar pequenas secagens, dependendo da
espécie, e em temperaturas de refrigeracdo suportada (Marcos-Filho 2015, Barbedo et al.
2018).

O armazenamento de sementes € indispensavel tanto para o setor agricola quanto para
programas de conservacdo e restauracdo ambiental, pois além de garantir o fornecimento de
sementes para a instalacdo de lavouras em épocas diferentes das quais as sementes sdo
produzidas, sendo armazenamentos de curtos a médios periodos, é fundamental para a

conservacao ex situ de espécies vegetais em bancos de germoplasma, ferramenta necessaria



para a preservacao da biodiversidade devido aos danos causados pela acdo antropica sobre o
meio ambiente (Barbedo et al. 2013, FAO 2013, Silva & Ferraz 2015). Diante disso, a
conservacdo ex situ (manutencdo genética das espécies em condi¢cBes artificiais) vem
ganhando importancia cada vez maior, visto que a falta de conhecimento e tecnologia nao
permite a utilizacdo de muitas espécies vegetais brasileiras (Botanic Gardens Conservation
International 2001, Aradjo 2017).

Na ciéncia da conservacdo das sementes, o principal desafio, atualmente, é justamente
a inclusdo de espécies com sementes intolerantes a dessecacdo em bancos de germoplasma
(Barbedo et al. 2013, 2018). Os atuais bancos de germoplasma que procuram preservar
espécies de todo o mundo, como o Millenium Seed Bank e o Svalbard Global Seed Vault
(Eastwood et al. 2015), conseguem armazenar apenas sementes tolerantes a dessecacdo. Ja
para a conservacdo de espécies com sementes intolerantes a dessecacdo, 0s metodos existentes
atualmente envolvem a criopreservacdo de embrides, a cultura de tecidos e a manutencgédo de
individuos adultos (Botanic Gardens Conservation International 2001, Nunes et al. 2012,
MMA 2020). Contudo, além da utilizacdo desses métodos exigirem méao de obra tecnificada,
sdo de custo elevadissimo (Barbedo et al. 2018).

Estima-se que 20 a 25% das espécies espermatofitas existentes produzam sementes
recalcitrantes e essa proporcdo aumenta para espécies arboreas de florestas Umidas tropicais
(Walters et al. 2013). Portanto, estudos que envolvam o conhecimento sobre a fisiologia e a
deterioracdo de sementes recalcitrantes visando sua conservacao sdo de extrema importancia.

O bioma Mata Atlantica, um dos maiores e mais diversificados do Brasil, € 0 mais
devastado e seriamente ameacado, além de ser reconhecido como um dos 25 hotspots (&reas
que perderam pelo menos 70% de sua biodiversidade original, mas que, juntas, abrigam mais
de 60% de todas as espécies terrestres do planeta) de biodiversidade presentes no nosso

planeta (Galindo-Leal & Camara 2005, Barbosa & Mansano 2018).



A familia Myrtaceae Juss. abrange cerca de 40% do total das espécies, com ampla
distribuicdo em zonas tropicais e subtropicais (Souza & Lorenzi 2008) e bem representada em
diversas formacOes vegetais do Brasil, como Cerrado e Mata Atlantica (Rodrigues & Nave
2000, Arantes & Monteiro 2002). Um dos principais e mais importantes géneros dessa familia
é o Eugenia L., com espécies utilizadas na ornamentacao urbana, na producdo comercial de
frutos (in natura ou industrializados) e na obtencdo de farmacos com diversas propriedades
(Schmeda-Hirschmann et al. 1987, Holetz et al. 2002, Roesler et al. 2007).

Dentre as espécies frutiferas nativas do Brasil, as do género Eugenia vém despertando
interesse econdmico cada vez maior frente a crescente diversidade de usos descobertos para
cada parte da planta. Eugenia brasiliensis Lam. (grumixameira) por exemplo, produz, na
época natalina, frutas muito semelhantes em forma, cor e sabor as comumente importadas
nesse mesmo periodo, mas sua producdo em pomares comerciais ainda é reduzida e a espécie
chegou a ser incluida nas listas das ameacadas de extin¢do (Francoso & Barbedo 2016). E.
involucrata DC., conhecida popularmente como cerejeira-do-mato ou cerejeira-do-rio-grande,
é uma frutifera capaz de produzir mais de mil frutos por safra entre 0s meses de setembro e
janeiro, dependendo da regido (Carvalho 2009) e € cultivada em pomares domésticos nas
regides sul e sudeste do pais (Lorenzi et al. 2006, Souza & Lorenzi 2008). Apesar de
apresentarem potencial para cultivo em larga escala, ha, ainda, necessidade de conhecer a
fisiologia e os processos envolvidos na deterioracdo de sementes de grumixameiras e
cerejeiras, uma vez que problemas quanto a conservacdo da viabilidade dessas sementes para
producdo de mudas ainda nao foram solucionados.

N&o ha, atualmente, tecnologias que permitam prolongar o tempo de armazenamento
de sementes recalcitrantes, como as de espécies de Eugenia, em condicdes artificiais vidveis
econbmica e funcionalmente, para inclui-las em bancos de germoplasma. Mais do que isso,

ndo ha sequer suficiente conhecimento da fisiologia dessas sementes que permita vislumbrar o



desenvolvimento dessas tecnologias em curto a médio prazo. E fundamental, portanto, que se
procure compreender 0s processos envolvidos na deterioracdo das sementes recalcitrantes que
as diferenciam das ortodoxas. Assim, o objetivo deste trabalho foi compreender a relacédo
entre as taxas respiratdrias e a velocidade de deterioracdo das sementes com diferentes niveis
de hidratacdo e sob diferentes temperaturas, visando a reduzir estas taxas de deterioracéo,
utilizando, como modelo, duas espécies de Eugenia. Essas informacgdes poderdo, de médio a
longo prazo, serem essenciais para o desenvolvimento de tecnologias que permitam incluir
espécies com sementes recalcitrantes em bancos de germoplasma. Para tanto, inicialmente se
procurou desenvolver metodologia que permita avaliar as taxas respiratorias dessas sementes
a partir de modelos desenvolvidos por Lamarca & Barbedo (2012), ajustando-se os tempos de
incubacdo das sementes em respirdmetros (capitulo 1) e, posteriormente, analisando-se as
taxas respiratdrias e a capacidade germinativa dessas sementes com diferentes niveis de

hidratacdo e sob diferentes temperaturas (capitulo 2).



CAPITULO 1
Taxas respiratorias de sementes de Eugenia brasiliensis Lam. (Myrtaceae)
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ABSTRACT - (Respiratory rates of Eugenia brasiliensis Lam. (Myrtaceae) seeds at different
CO2 concentrations). Successful seed conservation depends on reducing the metabolism of
both the seeds and other associated organisms. The metabolic activity can be analyzed by the
respiratory rates but it depends on the developing of methodological protocols. In addition,
modified atmosphere has shown some control in respiration when O, and CO_ concentrations
are changed. This work evaluated the effect of changes in O, and CO2 concentrations on the
inhibition of the respiratory metabolism of Eugenia brasiliensis Lam seeds. The results
showed that in atmospheres with CO2 concentration between 2% and 3.5% it is possible to
decrease the metabolism of these seeds. In addition, a model that allows controlling the
factors involved in the analysis of respiratory rates in seeds is presented.

Key words: grumixama, seed conservation, respiratory metabolism, recalcitrant seeds.
RESUMO - O sucesso da conservacao de sementes se resume a reducdo tanto do seu
metabolismo quanto de outros organismos associados a elas. Uma das formas de se avaliar a
intensidade metabdlica é analisando-se as taxas respiratdrias, mas had necessidade de se
desenvolver protocolos metodol6gicos para isso. Além disso, atmosfera modificada tem
demonstrado algum controle na respiracdo quando as concentracfes de O, e CO. sdo
alteradas. Neste trabalho avaliou-se o efeito da alteracdo das concentracdes de Oz e CO2 na
inibicdo do metabolismo respiratério das sementes de Eugenia brasiliensis Lam. Os
resultados demonstraram que em atmosferas com concentracdo de CO2 entre 2% e 3,5% é
possivel diminuir o metabolismo respiratorio dessas sementes. Além disso, € apresentado um
modelo que permite controlar os fatores envolvidos na analise das taxas respiratorias em
sementes.

Palavras-chave: grumixama, conservacdo de sementes, metabolismo respiratdrio, sementes

recalcitrantes.
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Introducéo

Sementes sensiveis a dessecacdo, dispersas com conteudo elevado de agua,
assim como as tolerantes a dessecacdo coletadas ainda imaturas, apresentam menor
tempo de vida util em armazenamento, uma vez que seu metabolismo se encontra
acelerado levando ao consumo de reservas e, caso ndo germinem, desencadeiam
processos oxidativos com formacédo de radicais livres que aceleram sua deterioracdo
(Barbedo et al. 2013, 2018).

O sucesso da conservacdo de sementes se resume a reducdo tanto do seu
metabolismo, atrasando reacfes quimicas prejudiciais a manutencdo da viabilidade,
guanto de outros organismos associados a elas como insetos e fungos, que acabam
contribuindo para sua deterioracdo. Para evitar esses danos é fundamental que se reduza
tanto o teor de &gua das sementes quanto a temperatura em que serdo armazenadas
(Barbedo et al. 2018). Contudo, quando se trabalha com sementes recalcitrantes (de
elevados conteddos de agua, sensiveis a dessecacdo e a baixas temperaturas), os estudos
sobre sua conservacado ainda sdo inconclusivos, principalmente por ainda néo terem sido
desvendados os fatores que atuam em seu metabolismo durante o armazenamento
(Bonjovani & Barbedo 2019). Como ndo se pode “desligar” esse metabolismo, as
melhores condi¢des de armazenamento devem considerar uma atividade fisiologica
suficiente para manté-las vivas e ainda evitar a germinacdo. Uma das formas de se
avaliar a intensidade metabdlica é analisando-se as taxas respiratorias, pois todo o
metabolismo necessita energia. As alteragdes das concentracdes de CO2 e Oz no
ambiente em que as sementes se encontram podem ser Uteis tanto para o diagnostico das
taxas respiratdrias (aerobicas ou ndo) e de outros processos de oxidacdo quanto para
controle desse metabolismo (lbrahim et al. 1983, Walters et al. 2001, Barbedo 2018).

Na criopreservacdo de embrides de sementes recalcitrantes, por exemplo, que
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necessitam prévia reducdo no teor de agua, uma taxa respiratéria que ndo ultrapasse o
valor de 5.000 pmols de O2 consumido durante o processe de secagem evita 0s danos
comuns a dessecacdo de sementes recalcitrantes (Walters et al. 2001).

Uma atmosfera modificada rica em CO2 e pobre em O pode reduzir tanto a
infestacdo por insetos e fungos, seja pela toxicidade causada pela alta concentracéo de
CO2 ou mesmo pela diminuicdo de seus metabolismos, como também a atividade
metabolica de grdos armazenados, com reducdo de sua taxa respiratoria e,
consequentemente, das perdas por processos oxidativos (Aguiar et al. 2004, Villers et
al. 2006). Um dos principais efeitos da baixa concentracdo de O, e elevada
concentragdo de CO> é na respiracdo, em nivel do ciclo dos &cidos tricarboxilicos e na
cadeia transportadora de elétrons, além de afetar a sintese e a atividade de enzimas. para
a conservacao de frutas, por exemplo, a concentracdo adequada de cada gas varia de
acordo com a espécie e o produto armazenado, mas geralmente o Oz é reduzido a
valores entre 1% e 3% e 0 CO; elevado a niveis entre 2% e 20% (Brackmann 2007). Em
sementes, trabalhos realizados com arroz (Oryza sativa L.) e feijdo (Phaseolus vulgaris
L.), por exemplo, tem demonstrado algum controle na respiracdo quando as
concentragdes de O» e CO> sdo alteradas (Aguiar et al. 2015, Coelho et al. 2020).
Contudo, na maioria das vezes 0 objetivo € o controle de insetos e microrganismos
(Jayas & Jeyamkondan 2002), e ndo propriamente as taxas respiratorias das sementes.

Apesar dos diversos estudos quanto ao armazenamento de produtos vegetais sob
atmosfera controlada, inclusive sementes, frequentemente os materiais sédo colocados
em atmosfera j& modificada. Pouco se conhece quanto as mudangas nas taxas
respiratdrias das sementes a medida em que a concentracdo de CO é progressivamente
aumentada, e/ou a de O é reduzida, seja pela adi¢cdo/remoc¢do do g&s ou como resultado

da propria respiracdo das sementes. Isso dificulta diretamente dois aspectos importantes
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na conservacdo das sementes: a andlise das alteracbes metabolicas durante o
armazenamento e o desenvolvimento de tecnologia que permita monitorar as alteracdes
nas taxas metabdlicas durante a incubacdo das sementes sob diferentes condi¢es.

Em relacdo ao primeiro aspecto, deve-se lembrar que sementes da maioria das
espécies sdo tolerantes a dessecacao e, por isso, podem ser armazenadas com teor de
agua bastante reduzido, frequentemente abaixo de 8-10%. Nessa condicdo, o
metabolismo € quase inexistente, bem como a respiracdo e, dessa forma, héa
pouquissima reducdo na viabilidade das sementes (Barbedo et al. 2013). Contudo, para
as sementes sensiveis a dessecacao essa respiracao torna-se um dos principais fatores a
ser controlado (lbrahim et al. 1983, Walters et al. 2001). Em relacdo ao segundo,
quando se pretende analisar as taxas respiratorias das sementes sob diferentes
condicdes, a alteracdo que a propria respiracdo das sementes pode promover na
atmosfera da incubacdo pode alterar seu padrdo respiratorio e, até 0 momento, pouco se
sabe sobre os limites (ou seja, as concentragdes de Oz e CO») até os quais essa padrao
ndo é afetado, prejudicando a correta interpretacdo dos resultados especificos de cada
tratamento.

E. brasiliensis Lam., a grumixameira, produz sementes sensiveis a dessecacao
(recalcitrantes), com capacidade de armazenamento de poucos meses (Kohama et al.
2006, Delgado & Barbedo 2007) e produz frutos de sabor agradavel que podem ser
consumidos in natura ou na forma de conservas e doces. Apresenta-se, portanto, como
interessante material vegetal para o estudo das taxas respiratorias durante seu
armazenamento, podendo auxiliar na busca por uma possivel alternativa para o controle
do metabolismo das sementes recalcitrantes pela modificagdo da atmosfera em que séo

armazenadas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da alteracdo das



13

concentragfes de O, e CO2 na inibigdo do metabolismo respiratorio das sementes de
Eugenia brasiliensis Lam.

Material e Métodos

Obtencdo do material vegetal - frutos de Eugenia brasiliensis Lam. foram
coletados de matrizes do Jardim Botanico de Sao Paulo (23°38'21,2"S 46°37'37,1"W) e
levados ao Laboratorio de Sementes do Instituto de Botanica (23°38'20,8"S
46°37'31,6"W) para extracdo, beneficiamento e lavagem das sementes em agua
corrente. Apds a secagem superficial das sementes em bandejas forradas com papel
Germitest®, estas foram acondicionadas em saco plastico perfurado com agulha e
colocadas em geladeira a 8 °C até o inicio dos experimentos, ndo ultrapassando 15 dias.

Avaliacdes fisicas e fisiologicas - Inicialmente, as sementes foram caracterizadas
quanto ao teor de &gua, conteldo de massa seca e germinacdo. O teor de &gua e o
conteldo de massa seca foram determinados gravimetricamente pelo método de estufa
com circulacdo de ar for¢ada regulada a 103 £ 1 °C por 17 horas (Brasil 2009). Foram
utilizadas 4 repeticdes de 10 sementes cada e 0s resultados foram expressos em
porcentagem (base Umida) para o teor de 4gua e em g . semente™! para o contetido de
massa seca.

O teste de germinacéo foi realizado em caixas plésticas tipo Gerbox® com 200
ml de vermiculita saturada com agua e utilizadas 4 repeticdes de 10 sementes cada. O
material foi acondicionado em sala de germinacdo com temperatura constante de 25 °C,
umidade relativa do ar de 90% e luz continua. Os resultados foram expressos em
porcentagem de sementes com protrusdo de raiz priméaria de pelo menos 5 mm de
comprimento (Delgado & Barbedo 2007).

Para avaliar o consumo de O: e a liberacdo de CO> pelas sementes, estas tiveram

sua massa fresca e volume medidos e em seguida foram colocadas em respirdmetros
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(frascos de 600 ml com fechamento hermético e tampa perfurada, recoberta por septo,
por onde se fez a coleta da amostra de ar, como mostra a Figura 1), iniciando o
experimento assim que os frascos foram fechados, assumindo uma composicédo
atmosfeérica de 20,9% de O e 0,03% de CO: (Lamarca & Barbedo 2012, Bonjovani &
Barbedo 2019). As amostras de ar foram avaliadas em analisador de gases Modelo 6600
(Ilinois Instruments, Inc., Johnsburg, USA) e o0 consumo de O e a liberagdo de CO foi
calculado pela diferenca entre os valores medidos pelo analisador e os valores da
atmosfera inicial. Quando necessario, os resultados convertidos em micromols de Oz e
CO; pela equacdo de Clapeyron e expressos em pmol . g massa fresca? . hora®
(Lamarca & Barbedo 2012, Bonjovani & Barbedo 2019). O quociente respiratorio (QR)
também foi calculado dividindo a quantidade de CO: produzido pelo O2 consumido
(Kader & Saltveit 2003).

Incubacdo das sementes nos respirdbmetros com atmosfera modificada - para
analisar a atividade respiratoria das sementes em atmosfera modificada, almejou-se
obter concentracdes de 0,03% (controle), 1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5% e 3,5% de CO2, em
volume, por injecdo direta de CO2 nos respirdbmetros de 600 ml, com imediato
fechamento hermético. Apos a injecdo de COz, e fechamento hermético dos
respirdbmetros, as concentracdes de O, e CO, foram novamente avaliadas, conforme
descrito anteriormente, obtendo-se 0s valores apresentados na Tabela 1, que ficaram
muito proximos aos almejados. Os respirdmetros foram, entdo, colocados a 25 °C, no
escuro.

As avaliacBes das taxas respiratorias das sementes incubadas nas diferentes
atmosferas foram realizadas ap6s 17 e 41 horas. Apds esse periodo os frascos foram
abertos por alguns minutos para recompor a atmosfera normal de 20,9% de O, e 0,03%

de CO2 e novamente fechados, incubados a 25 °C e avaliados apds 24 horas para
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verificar as taxas respiratorias dessas sementes apds a incubacdo em diferentes

concentragdes de CO..

Figura 1. Frascos de vidro de 600 mL com fechamento hermético (A) e tampa
perfurada (B), recoberta por septo de borracha (C), por onde se fez a coleta da amostra
de ar (D).

Tabela 1. Valores de Oz e CO almejados e registrados no
interior dos frascos com sementes de E. brasiliensis.

Atmosfera almejada Concentraces atingidas (%)

o7} CO>

Normal 20,9 0,0
1,0 % de CO 19,5 0,9
1,5 % de CO2 18,3 1,4
2,0 % de CO2 17,9 1,9
2,5 % de CO2 15,9 2,6
3,5 % de CO2 11,8 3,7

Ao final do experimento, as sementes incubadas nas diferentes concentracdes de
CO- foram avaliadas quanto ao teor de agua e germinacao, como descrito anteriormente,
para verificar sua viabilidade final.

Delineamento experimental e analise dos dados - utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado e os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F, a

5%), com médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% (Santana & Ranal 2004).
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Resultados e Discussao

As sementes coletadas estavam com 51% de agua, 0,142 g . semente™ de massa
seca e 100% de germinacao, valores comuns para sementes consideradas recalcitrantes e
relatados por diversos autores para E. brasiliensis (Delgado & Barbedo 2007, Amador
& Barbedo 2015, Inocente & Barbedo 2019).

Apo6s 17 horas de incubacdo em atmosfera normal, as sementes apresentaram
elevado consumo de O2 (6,26% . kg massa fresca™ . hora) e liberagdo de CO- (4,68% .
kg massa fresca . hora), evidenciando sua intensa atividade metabdlica (Figura 2A).
Esses valores correspondem, respectivamente, 1,38 e 1,03 pmol . gMF™ . hl, ou seja,
pouco abaixo dos verificados para Inga vera, entre 2 a 3 umol . gMF? . h'! (Bonjovani
& Barbedo 2019, Parisi et al. 2019), cujos embrides estdo entre 0s com maior grau de
recalcitrancia (Bilia et al. 1998), mas bem acima dos apresentados por sementes de
Caesalpinia echinata, em torno de 0,2 umol . gMF? . h(Lamarca & Barbedo 2012),
que sdo ortodoxas (Barbedo et al. 2002). Considerando o conteddo de agua elevado e a
temperatura de incubacdo dessas sementes é esperado que sua atividade respiratoria seja
elevada, uma vez que diversas rea¢fes metabolicas ocorrem nessas condi¢fes (Taiz et
al. 2017, Barbedo et al. 2018). Quando sementes ortodoxas tem seu teor de agua
elevado, as taxas respiratdrias também chegam a valores proximos aos obtidos para E.
brasiliensis, como descrito para Phaseolus vulgaris L. (Bonjovani & Barbedo 2019) e
Caesalpinia echinata (Lamarca & Barbedo 2012, Araujo & Barbedo 2017). Na
atmosfera normal, o QR foi de 0,75 (Figura 2B), valor que poderia indicar a utilizagéo
de lipideos como substrato da respiracdo, uma vez que a oxidacdo dessas moléculas
produz menos CO2 por molécula de O2 (Tcherkez et al. 2003, Taiz et al. 2017), ou

algum outro processo oxidativo diferente da respiracao.
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Figura 2. Porcentagem de CO- registrada no frasco de 600 mL (A, barras verdes),
consumo de Oz (A, barras pretas) e liberacdo de CO2 (A, barras cinzas) registrados
nesse mesmo frasco e quociente respiratorio (B) das sementes de Eugenia brasiliensis
incubadas a 25 °C por 17 horas em atmosferas com diferentes concentracdes de CO..
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente, de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 5%.

Alguns estudos tém demostrado que o aumento da concentracdo de CO, pode
inibir a captacdo de O2 de mitocondrias isoladas em até 15%, além de afetar a atividade
de enzimas mitocondriais em tecidos vegetais (Reuveni et al. 1995, Gonzalez-Meler et
al. 1996a). Aparentemente, isso pode ter ocorrido com as sementes do presente trabalho
quando se aumentou a concentragdo de CO2, pois houve declinio no consumo de O, a
partir da atmosfera com 2% de CO», mas de forma mais expressiva na atmosfera com
3,5% de CO2, chegando a quase zerar o consumo de Oz (0,5% . kg massa fresca™ . hora

! Figura 2A, equivalendo a 0,3 pmol . gMF?! . h'}). Gonzalez-Meler et al. (1996b)
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verificaram que, ao dobrar o CO. atmosférico, a atividade do citocromo c oxidase e
succinato desidrogenase (complexos proteicos que participam do transporte de elétrons)
de mitocdndrias isoladas de cotilédones e raizes de Glicine max (Fabaceae) foi reduzida
e, consequentemente, também foi reduzido seu metabolismo respiratério. Outros
estudos relacionam a reducdo da atividade respiratoria com a diminuicdo da
concentragdo externa de O (Stiles 1960, Raymond & Pradet 1980, Saglio et al. 1983).
Estudando fatias de batata incubadas por duas horas em diferentes concentracdes de O>
(diminuindo de 40% a 1%), Geigenberger et al. (2000) verificaram uma continua
reducdo do estado energético celular com a diminuicdo da concentracdo de O,
especialmente quando o O cai para 12% ou 8%. Além disso, essa reducdo também
resulta na inibicdo de atividades biosintéticas, economizando ATP e permitindo a
diminuigdo no consumo de Oz (Geigenberger 2003).

Apds as primeiras 17 horas de incubacéo os valores da concentracdo de CO2 nos
respirdbmetros havia subido (Figura 2A). A partir desse ponto, com mais 24 horas de
incubacdo as sementes tiveram reducdo ainda maior nas taxas de respiracdo e,
especialmente para as sementes incubadas inicialmente com 2,0% e 2,5%, houve
mudanca nos valores de QR, indicando presenca de reacdes oxidativas nao respiratdrias
(Figura 3), como também observado por Lamarca & Barbedo (2012) para sementes de
Caesalpinia echinata. Surpreendentemente, porém, essas reacdes ndo foram deletérias
para as sementes, pois ao final da incubacéo todas estavam vivas e capazes de germinar
(Tabela 2). Quando o substrato respiratorio passou a ser acidos organicos, indicado
pelos valores de QR acima de 1,0, como mostra a Figura 2B (Taiz et al. 2017), a
atmosfera com 2,5% e 3,5% também ndo foi prejudicial. Nesse caso, a respira¢do dessas
sementes pode ter sido reduzida a uma concentracao critica, resultando em respiracdo

anaerobica ao invés de aerdbica (Kays 1991). A reducdo nas taxas respiratorias com o
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aumento na concentracdo de CO, e reducdo de O, ndo se traduziu em perda da
viabilidade das sementes, mas sim um provavel estado de dorméncia ou hibernacéo,
pois quando as sementes voltaram a atmosfera normal, voltaram a apresentar os niveis
iniciais de respiracdo (Figura 4A), inclusive com valores de QR mais estaveis e

proximos de 1,0 (Figura 4B).
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Figura 3. Porcentagem de CO: registrada no frasco de 600 mL (A, barras verdes),
consumo de Oz (A, barras pretas) e liberacdo de CO (A, barras cinzas) registrados
nesse mesmo frasco e quociente respiratério (B) das sementes de Eugenia brasiliensis
incubadas a 25 °C por 41 horas em atmosferas com diferentes concentragdes de CO..
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente, de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 2. Teor de agua (%) e germinacdo (%) de sementes
de E. brasiliensis ap6s o periodo de incubacdo a 25 °C em
diferentes atmosferas.

Atmosfera inicial Teor de agua (%) Germinacdo (%)

0,0 % de CO2 45,2 100
0,9 % de CO2 43,3 99
1,4 % de CO2 45,9 99
1,9 % de CO. 43,5 95
2,6 % de CO2 47,8 99
3,7 % de CO2 47,4 99
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Figura 4. Porcentagem de CO- registrada no frasco de 600 mL (A, barras verdes),
consumo de Oz (A, barras pretas) e liberacdo de CO (A, barras cinzas) registrados
nesse mesmo frasco e quociente respiratorio (B) das sementes de Eugenia brasiliensis
incubadas a 25 °C por 24 horas ap0s reabertura dos frascos para normalizar a atmosfera.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente, de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 5%.
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No presente estudo, as sementes de E. brasiliensis incubadas na concentracéo
mais alta de CO2 (3,5%) e mais baixa de O, (12%), tiveram seu metabolismo
respiratorio desacelerado, indicando dois aspectos importantes: o primeiro, a
perspectiva de controle do metabolismo de sementes sensiveis a dessecacdo, durante seu
armazenamento, pelo aumento da concentracdo de CO> (e/ou reducdo da concentracédo
de 0O2); o segundo, uma maior garantia metodologica para a andlise das taxas
respiratorias enquanto a concentragdo de CO> da atmosfera do respirdmetro estiver
abaixo de 2%, e a de O, acima de 18%. Neste segundo aspecto, as taxas medias
observadas para aumento na concentragio de CO2 (0,0047% . gMF . h'l) e reducéo de
02 (0,0063% . gMF* . h!) permitiram obter uma excelente estimativa da faixa de tempo
em que as sementes devem permanecer incubadas para, a0 mesmo tempo em que se
evita valores muito pequenos, que poderiam ser incluidos na faixa de erro de medida
dos gases do equipamento, também se evita que a alteracdo na concentracdo dos gases
do respirdbmetro cause alguma alteracdo significativa nas taxas respiratorias das
sementes incubadas. De acordo com essas taxas obtiveram-se duas equacoes:
1) COgz,0v =100 . (MF . t. 0,0282) . V/1, onde CO2,%v é a concentracéo final
de CO2 no respirdbmetro, em porcentagem do volume, MF ¢é a massa fresca
em g, t € o tempo em horas e V; € o volume do respirdmetro em mL

2) Oz,%v =100. (MF .t.0,0378) .V, onde O2,0v € a concentragdo final de O
no respirbmetro, em porcentagem do volume, MF é a massa frescaem g, t €
o tempo em horas e V; é o volume do respirdbmetro em mL.

De acordo com essas equagOes, algumas simulagfes podem ser feitas, como as
da Tabela 3. Se, por exemplo, se for analisar as taxas respiratorias de sementes de E.
brasiliensis, colocando-se 10 sementes em um respirdmetro com capacidade para 500 a

1.000 mL, a 25 °C, pode-se incuba-las por 72 horas, evitando-se a margem de erro do
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equipamento mas garantindo que ndo havera alteracdo no padrdo respiratorio das
sementes. Ja em um respirdmetro de 100 mL deve-se incubar por apenas 24 horas.
Aumentando-se o numero de sementes para 20, as 72 horas de incubacdo somente seria
possivel se se utilizar respirbmetro de 1.000 mL. Pela Tabela 3 pode-se verificar
diferentes situacOes para escolha do melhor modelo de anélise das taxas respiratorias,
mas é possivel construir mais modelos, inclusive variando-se a temperatura. Com isso
pode-se ter maior confiabilidade nos resultados e na metodologia adotada para estudos

de respiracdo de sementes.

Tabela 3. SimulacGes de alteracdo nas concentragdes de Oz e CO2 em frascos fechados
hermeticamente conforme a massa de sementes de E. brasiliensis e o periodo de
incubacdo a 25 °C.

NUumero Massa Incubacdo Concentracdo O (%) Concentracdo CO> (%)
de fresca volume do frasco (mL) volume do frasco (mL)

sementes  (9) (h) 100 500 1.000 100 500  1.000
10 3,0 24 182 20,4 206 20 04 0,2
10 3,0 72 12,7 193 20,1 6,1 1,2 0,6
20 6,0 12 18,2 20,4 206 20 04 0,2
20 6,0 72 146 176 193 122 24 1,2
30 9,0 12 16,8 20,1 205 30 0,6 0,3
50 15,0 12 141 195 20,2 51 10 0,5

A atmosfera modificada com altas pressdes parciais de CO; ja é muito utilizada
para a conservacdo de frutos como macd, péssego e caqui, diminuindo taxas
respiratorias, retardando processos de maturacdo e o consumo de reservas durante o
armazenamento (Donazzolo & Brackmann 2002, Jayas & Jayamkondan 2002, Nava &
Brackmann 2002). No armazenamento de sementes, 0 uso da adi¢cdo de CO> é usado,
principalmente, por possuir um efeito tdxico na maioria dos organismos presentes nas
sementes (Cirio & Lima 2003, Zardetto 2005, Aguiar et al. 2010), além de ser eficiente
na manutencdo do vigor e longevidade das sementes durante o0 armazenamento (Aguiar

et al. 2012). No presente trabalho se verificou que em atmosferas com concentracdo de
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CO: entre 2% e 3,5% é possivel diminuir o metabolismo respiratorio das sementes de
Eugenia brasiliensis. 1sso pode trazer importante contribuicdo para o desenvolvimento
de tecnologia que permita armazenar sementes recalcitrantes por longos periodos que,
atualmente, € o maior desafio para os profissionais da conservacdo de sementes em

bancos de germoplasma.
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CAPITULO 2
Armazenamento e taxas respiratorias de sementes de Eugenia brasiliensis Lam. e

Eugenia involucrata DC. (Myrtaceae) sob diferentes condi¢des ambientais
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ABSTRACT - Seeds with recalcitrant behavior are difficult to store due mainly to their
high water content. The objective of this work was to evaluate the conservation of
Eugenia brasiliensis and E. involucrata seeds stored under different environmental
conditions. Seeds of the two species and of two different maturation stages were stored
with two different water contents, in semipermeable and impermeable packaging and at
8 and 25 °C. Physical and physiological seed evaluations were performed periodically.
In addition, respiratory rates of seeds incubated with different water contents and at
different temperatures were evaluated. E. brasiliensis seeds remained with a high
germination rate after 720 days when stored dry, in semipermeable packaging and at 8
°C. E. involucrata seeds remained with high germination rates after 720 days when
stored moist, in semi-permeable packaging and at 8 °C. The lowest respiratory rates
were observed at 8 °C.

Key words: seeds conservation, desiccation sensitivity, deterioration, respiratory

metabolism

RESUMO - Sementes com comportamento recalcitrante sdo de dificil conservacéao
devido, principalmente, ao seu elevado conteudo de agua. Objetivou-se neste trabalho
avaliar a conservacdo de sementes de Eugenia brasiliensis e E.involucrata armazenadas
em diferentes condi¢des ambientais. Sementes das duas espécies e de dois estadios de
maturacdo distintos foram armazenadas com dois teores de agua diferentes, em
embalagem semipermeavel e impermeavel e a 8 e 25 °C. Periodicamente foram
realizadas avaliaces fisicas e fisioldgicas das sementes. Além disso, foram avaliadas as
taxas respiratorias das sementes incubadas com diferentes teores de éagua e em
diferentes temperaturas. Sementes de E. brasiliensis permaneceram com elevada taxa de
germinacdo apos 720 dias quando armazenadas secas, em embalagem semipermeavel e
a 8 °C. Ja sementes de E. involucrata permaneceram com elevadas taxas de germinagdo
apos 720 dias quando armazenadas Umidas, em embalagem semipermeével e a 8 °C. As
menores taxas respiratorias foram observadas a 8 °C.

Palavras-chave: conservacdo de sementes, sensibilidade & dessecacdo, deterioracéo,

metabolismo respiratorio
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Introducéo

O sucesso da conservagdo de sementes se resume a reducdo tanto do seu
metabolismo, atrasando reagdes quimicas prejudiciais & manutencdo da viabilidade,
quanto de outros organismos associados a elas como insetos e fungos, que acabam
contribuindo para sua deterioracdo. Para evitar esses danos é fundamental que se reduza
tanto o teor de &4gua das sementes quanto a temperatura em que serdo armazenadas
(Barbedo et al. 2018).

Contudo, sementes sensiveis a dessecacdo devem ser mantidas com altos teores
de &gua e, consequentemente, em temperaturas préxima, ou acima, de 0 °C (Bonjovani
& Barbedo 2008, Sershen et al. 2012a). Estas condi¢fes permitem que as sementes
mantenham seu metabolismo acelerado e, particularmente quando as sementes nao
dispdem de suficiente dgua para germinar, pode haver grande liberacdo de radicais
livres, como espécies reativas de oxigénio (Walters et al. 2002, Sershen et al. 2012b).
Além disso, também pode haver intenso crescimento de microrganismos que acabam
favorecendo a deterioracdo e dificultando a conservacdo das sementes (Frangoso &
Barbedo 2016, Parisi et al. 2016). Quando se trabalha com sementes recalcitrantes (de
elevados conteudos de agua, sensiveis a dessecacdo e a baixas temperaturas), os estudos
sobre sua conservacéo ainda séo inconclusivos, principalmente por ainda ndo terem sido
desvendados os fatores que atuam em seu metabolismo durante o armazenamento
(Bonjovani & Barbedo 2019).

Recentemente, alguns grupos tém dedicado atencéo aos processos fisiologicos e
bioquimicos que acontecem durante a deterioracdo de sementes recalcitrantes como, por
exemplo, as taxas respiratorias e outros processos oxidativos envolvidos nessa
deterioracdo (Lamarca & Barbedo 2012, Parisi et al. 2016, Aradjo & Barbedo 2017,

Bonjovani & Barbedo 2019). Apesar das poucas informagdes sobre a relagao entre taxas
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respiratorias e deterioracdo e a interferéncia do grau de hidratacdo e da temperatura
nesses processos, € evidente o efeito acelerador de processos oxidativos, respiratorios
ou ndo, na deterioracao de sementes. Portanto, o estabelecimento de relacdes entre esses
processos pode trazer uma contribuicdo substancial para a conservacdo de sementes e,
consequentemente, da conservacdao em germoplasma (Lamarca & Barbedo 2012).

Dentre as espécies frutiferas nativas do Brasil, as do género Eugenia
(Myrtaceae) vém despertando interesse econdémico cada vez maior frente a crescente
diversidade de usos descobertos para cada parte da planta. Eugenia uniflora
(pitangueira), por exemplo, que ja ha algum tempo era explorada pela industria de sucos
e sorvetes, foi recentemente incluida na cadeia de producdo de cosméticos e tém
comprovadas suas potencialidades farmacéuticas (Schmeda-Hirschmann et al. 1987,
Delgado et al. 2010, Amador & Barbedo 2011, Delgado & Barbedo 2012). Ja E.
brasiliensis (grumixameira) produz frutas muito semelhantes em forma, cor e sabor as
comumente importadas, mas sua producdo em pomares comerciais ainda € reduzida e a
espécie chegou a ser incluida nas listas das ameacadas de extincdo (Francoso &
Barbedo 2016).

Objetivou-se neste trabalho avaliar a conservacdo de sementes de Eugenia
brasiliensis e Eugenia involucrata armazenadas em diferentes condicdes ambientais,
visando a reducdo das taxas de deterioracdo com a associacdo da reducdo do teor de

aguas das sementes e da temperatura de armazenamento.

Material e métodos
Obtencéo do material vegetal - frutos de Eugenia brasiliensis (Figura 1A e C) e
Eugenia involucrata (Figura 1B e D) foram coletados em dois anos (2017 e 2018) de
matrizes do Jardim Boténico de S&o Paulo (23°38'21,2"S 46°37'37,1"W), em duas fases

distintas: 1) E1 - estadio 1, frutos imaturos, de coloragdo predominante vermelha
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(Figura 1A e B), com sementes ja capazes de germinar e 2) E2 - estadio 2, frutos
maduros ja dispersos, de coloracdo predominante roxa (Figura 1C e D). Os frutos foram
levados ao Laboratorio de Sementes do Instituto de Botanica (23°38'20,8"S
46°37'31,6"W) para extracdo, beneficiamento e lavagem das sementes em agua
corrente. Apds a secagem superficial das sementes, estas foram acondicionadas em saco
plastico perfurado com agulha e colocadas em geladeira a 8 °C até o inicio dos

experimentos, ndo ultrapassando 15 dias.

Figura 1. Frutos de E. brasiliensis coletados no estadio 1 (A) e no estadio 2 (C) de
maturacdo e frutos de E. involucrata coletados no estadio 1 (B) e no estadio 2 (D) de
maturacao.

Avaliag0es fisicas e fisioldgicas - inicialmente, as sementes foram caracterizadas
quanto ao teor de &gua, germinacdo e formacdo de plantulas normais. O teor de agua foi

determinado gravimetricamente pelo método de estufa com circulacdo de ar forcada
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regulada a 103 £ 1 °C por 17 horas (Brasil 2009). Foram utilizadas 3 repeticdes de 5
sementes cada e os resultados foram expressos em porcentagem (base Umida).

O teste de germinacéo foi realizado utilizando-se 3 repeticdes de 10 sementes
em rolos de papel Germitest®, com duas folhas para a base e uma para a cobertura,
umedecidas sem excesso visivel de agua (Brasil 2009) O material foi acondicionado em
sala de germinacdo com temperatura constante de 25 °C, umidade relativa do ar de 90%
e luz continua. Os resultados foram expressos em porcentagem de sementes com
protrusdo de raiz primaria de pelo menos 5 mm de comprimento para germinagdo e em
porcentagem de sementes que produziram plantula normal com sistema radicular
presente e eodfilos desenvolvidos e sem defeitos aparentes, como mostra a Figura 2

(Delgado & Barbedo 2007).

" eofilos
desenvolvidos e

sem defeitos

sistema
radicular ——
presente

Figura 2. Plantula normal de Eugenia involucrata (A) e esquema de uma plantula
considerada normal no presente estudo, com sistema radicular presente e eofilos
desenvolvidos e sem defeitos (B).
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O potencial de agua das sementes foi medido em potenciémetro WP4 (Decagon
Devices, Pullman, EUA), que se baseia na temperatura do ponto de orvalho do ar em
equilibrio com a amostra examinada (Decagon 2001), seguindo metodologia descrita
por Delgado & Barbedo (2012), com resultados apresentados em MPa.

Para avaliar o consumo de O e a liberagdo de CO> pelas sementes, as sementes
das duas espécies tiveram sua massa fresca e volume medidos e em seguida foram
colocadas em respirdmetros (frascos de 600 mL com fechamento hermético e tampa
perfurada, recoberta por septo, por onde se fez a coleta da amostra de ar), iniciando o
experimento assim que os frascos foram fechados, assumindo uma composicdo
atmosférica normal de 20,9% de Oz e 0,03% de CO. (Lamarca & Barbedo 2012,
Bonjovani & Barbedo 2019). As amostras de ar foram avaliadas em analisador de gases
Illinois 6600 (Illinois Instruments, Inc., Johnsburg, USA) e o consumo de Oz e a
liberacdo de CO: foi calculado pela diferenca entre os valores medidos pelo analisador e
os valores da atmosfera inicial. Os resultados foram convertidos em micromols de Oz e
CO; pela equacdo de Clapeyron e expressos em pumol . g massa seca™ . hora™® (Lamarca
& Barbedo 2012, Bonjovani & Barbedo 2019). Além disso, o quociente respiratdrio
(QR) foi calculado dividindo a quantidade de CO- produzido pelo Oz consumido (Kader
& Saltveit 2003) e a taxa de oxidacdo foi calculada dividindo a diferenca de O; e CO>
pela massa seca (MS) das sementes incubadas.

Secagem e armazenamento das sementes de E. brasiliensis e E. involucrata —
sementes das suas espécies provenientes do E1 e E2 foram divididas em dois grupos.
No primeiro, as sementes foram mantidas Umidas, sem nenhum tratamento. No
segundo, foram secas até atingirem teores de agua proximos aos considerados criticos
para essas espécies (entre 45 e 50%) por Delgado & Barbedo (2007). Para tanto, foram

colocadas em estufa regulada a 50 °C (Delgado & Barbedo 2007) e, conforme a perda
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de peso, foram monitoradas até atingirem os valores de teor de agua desejados. Ao final
das secagens, as sementes (Umidas e secas) foram armazenadas em duas embalagens
distintas: frascos de vidro herméticos (vidro - embalagem impermeavel) e sacos de
polietileno perfurados com agulha (plastico - embalagem semipermeéavel). As sementes
de todos os tratamentos, obtidas em 2018, foram armazenadas a 8 e 25 °C e amostras
foram retiradas e avaliadas aos 60 e 120 dias quanto ao teor de &gua, potencial hidrico,
germinacdo e formacdo de plantulas normais, como descrito anteriormente. Ja as
sementes obtidas em 2017 foram armazenadas a 8 °C e amostras foram retiradas e
avaliadas aos 180, 360, 540 e 720 dias.

Incubacdo das sementes nos respirometros em diferentes condi¢cdes ambientais —
para avaliar a atividade respiratoria das sementes de E. brasiliensis em diferentes
condi¢cdes ambientais, foram realizados trés experimentos: 1) sementes com trés teores
de agua distintos (51, 44 e 39%) foram colocadas em respirdmetros de 600 mL, com
fechamento hermético. Esse material foi incubado em camaras do tipo BOD reguladas a
8, 15 e 25 °C e, apbs 6 horas, realizada avaliacdo das taxas respiratorias das sementes
em analisador de gases Illinois 6600; 2) sementes com trés teores de agua distintos (50,
44 e 38%) foram colocadas em respirdmetros de 600 mL, com fechamento hermético e
incubadas a 8, 15, 25 e 35 °C e, ap06s 24 horas (25 e 35 °C) e 360 horas (8 e 15 °C),
realizada avaliacdo das taxas respiratdrias; 3) sementes com dois teores de agua
distintos (51 e 44%) foram colocadas também em respirdmetros de 600 mL, com
fechamento hermético e incubadas a 8, 15, 18, 21 e 25 °C e, apds 24 horas, realizada
avaliacdo das taxas respiratorias. Para avaliar a atividade respiratoria das sementes de E.
involucrata em diferentes condi¢cdes ambientais foram realizados dois experimentos: 1)
sementes com trés teores de a&gua distintos (64, 55 e 46%) foram colocadas em

respirdmetros de 600 mL, com fechamento hermético e incubadas a 8, 15, 25 e 35 °C e,
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apos 24 horas (25 e 35 °C) e 360 horas (8 e 15 °C), realizada avaliacdo das taxas
respiratorias; 2) sementes com dois teores de agua distintos diferentes (61 e 46%)
foram colocadas em respirdmetros de 600 mL, com fechamento hermético e incubadas
a8, 15, 18, 21 e 25 °C e, apbs 24 horas, realizada avaliacdo das taxas respiratorias. Para
a secagem das sementes, estas foram colocadas em estufa regulada a 50 °C e, conforme
a perda de peso, foram monitoradas até atingirem os valores de teor de agua desejados.
Delineamento experimental e analise dos dados - utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado para as duas espécies estudadas, com esquema fatorial foi 2 x
2 X 2 (anos de coleta x estadios de maturacdo X niveis de secagem) para 0os dados
iniciais, 2 x 2 x 2 x 2 (estadios de maturacdo X niveis de secagem x embalagens x
temperaturas) para os dados de armazenamento inicial ( 60 e 120 dias) e 2 X 2 x 2
(estddios de maturacdo X niveis de secagem X embalagens) para os dados de
armazenamento final (de 180 a 720 dias). Para os dados de respiracdo de E. brasiliensis,
0 esquema fatorial foi 3 x 3 (niveis de secagem x temperaturas) para o experimento 1, 3
X 4 (niveis de secagem x temperaturas) para o experimento 2 e 2 x 5 (niveis de secagem
X temperaturas) para o experimento 3. Para os dados de respiracdo de E. involucrata, o
esquema fatorial foi 3 x 4 (niveis de secagem x temperatura) para o0 experimento 1 e 2 X
5 (niveis de secagem X temperatura) para o experimento 2. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia (teste F, a 5%), com médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%

(Santana & Ranal 2004).

Resultados e discussao
Caracterizacéo inicial das sementes nos dois anos de coleta — inicialmente o teor
de a4gua das sementes das duas espécies, dos dois estadios de maturacao e nos dois anos

de coleta foram elevados, bem como as taxas de germinacdo e formacdo de plantulas
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normais, como mostra a Tabela 1. Contudo os teores de agua das sementes de E.
brasiliensis apresentaram diferenca de um ano para o outro, coincidindo com maior
formacdo de plantulas normais em 2018 quando o teor de &gua dessas sementes foi
menor (Tabela 2). Essa diferenca entre os anos de coleta pode estar relacionada as
condicdes temporais do ambiente em que as sementes foram formadas, uma vez que a
coleta realizada em 2018 ocorreu no més de dezembro, dois meses depois do periodo da
coleta realizada em 2017, que ocorreu em outubro. Segundo Barbedo (2018), essas
variaces na época de coleta e, consequentemente, nas condicbes do ambiente,
condicionariam o comportamento das sementes a cada nova formacdo podendo, assim,
antecipar ou atrasar desde a dispersdo das sementes até os valores maximos de
germinacao e plantulas normais. Tanto para o teor de agua quanto para a viabilidade das
sementes ndo houve diferenca significativa entre os dois estddios de maturacdo, que
mostraram valores elevados de germinacdo e plantulas normais, sugerindo uma
maturidade muito préxima entre eles. Apesar da secagem ter sido eficiente e diminuido
0 teor de agua das sementes, ndo houve prejuizos a sua viabilidade, apresentando taxas

elevadas de germinacdo e plantulas normais.

Tabela 1. Teor de &gua, germinacdo e plantula normal de sementes de
Eugenia brasiliensis e Eugenia involucrata coletadas em 2017 e 2018 em
dois estadios de maturagdo (E1 e E2).

Periodo de Estdgiode Teorde Germinacd Plantula

Espécie

coleta  maturagdo &agua (%) 0 (%) normal (%)
_ out/17 El 51,6 97,2 66,7
Eugenia E2 51,6 97,2 69,4
brasiliensis dez/18 El 49,0 100,0 93,3
E2 482 100,0 93,3
_ out/17 E1l 63,5 83,3 58,4
Eugenia E2 63,3 94,4 86,1
involucrata El 68,3 63,3 36,7

out/18

E2 66,2 83,3 50,0
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Tabela 2. Teor de dgua, germinacao e plantula normal de sementes
de Eugenia brasiliensis coletadas em 2017 e 2018, de dois estadios
de maturacio (E1 e E2) e submetidas & secagem (Umidas e Secas).
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, de acordo
com o teste de Tukey ao nivel de 5%.

Teor de 4gua  Germinacao Plantula

Fator Niveis (%) (%) normal (%)
Ano 2017 49,1a 952 a 64,6 b

2018 470b 98,3 a 883 a
Maturagdo E1 479 a 972a 75,6 a

E2 482 a 96,3 a 774 a
Secagem  Umidas 50,1a 98,6 a 790a

Secas 46,0 b 949 a 739a

Sementes de E. involucrata, inicialmente, apresentaram teor de agua elevado nos
dois anos de coleta, como mostra a Tabela 3. No entanto, em 2018, esse teor foi maior
do que em 2017, coincidindo com menor germinacgéo e formacao de plantulas normais.
Além disso, maior sensibilidade a dessecacdo foi observada em sementes dispersas em
2018, que perderam quase completamente a germinagéo quando foram secas. De acordo
com os resultados de germinacdo e formacdo de plantulas normais, houve diferenca
entre os comportamentos das sementes do E1 e E2, sendo este Gltimo um estadio mais
maduro com maior germinacao e formacéo de plantulas normais.

Apesar de pertencerem ao mesmo género e apresentaram sementes com
caracteristicas muito proximas, como a capacidade de germinar e produzir plantulas
mesmo quando mais da metade de seu tecido de reserva é removido (Silva et al. 2005),
neste trabalho as sementes de E. brasiliensis e E. involucrata mostraram
comportamentos distintos, a comecar pela diferenca no teor de agua inicial, que foi bem
mais elevado em sementes de E. involucrata, nos dois anos de coleta. Além disso, se
mostraram mais sensiveis a dessecacdo do que as sementes de E. brasiliensis,

principalmente em 2018, quando perderam radicalmente sua viabilidade ao serem secas.
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Tabela 3. Teor de dgua, germinacao e plantula normal de sementes
de Eugenia involucrata coletadas em 2017 e 2018, em dois estadios
de maturacdo (E1 e E2) e submetidas & secagem (Umidas e Secas).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (mindsculas
nas colunas e mailsculas nas linhas), de acordo com o teste de
Tukey ao nivel de 5%.

Secagem
Fator Niveis Umidas Secas
Ano Teor de agua (%)
2017 63,4 bA 479 aB
2018 67,2 aA 454 aB
‘Maturagdo E1 56,6 a
E2 55,4 a
Ano Germinacéao (%)
2017 89,0 aA 73,6 aB
2018 73,3 bA 8,3 bB
Maturagdo E1 559 b
E2 66,3 a
‘Maturagéao Plantula normal (%)
El 47,5 bA 27,2 aB
E2 68,1 aA 28,1 aB
Ano 2017 604 a
2018 250b

Portanto, de acordo com os resultados obtidos para as duas espécies e com a
teoria proposta por Barbedo (2018), sementes de E. brasiliensis seriam dispersas mais
maduras do que as sementes de E. involucrata, apresentando valores menores de teor de
agua, elevadas taxas de germinacdo e plantulas normais e menor sensibilidade a
dessecacdo comparadas as sementes de E. involucrata. Resultados semelhantes foram
observados por Lamarca et al. (2016) em sementes de E. pyriformis que apresentaram
diferentes graus de tolerancia & dessecagéo entre as regides e épocas de coleta, inclusive
dentro da mesma matriz, quando as sementes sdo coletadas em anos distintos. Outros
autores também observaram essas variagfes em sementes de Aesculus hippocastanum

(Daws et al. 2004) e Inga vera (Lamarca & Barbedo 2015).
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Armazenamento de sementes de Eugenia brasiliensis em diferentes condicdes -
o teor de d4gua das sementes de E. brasiliesnis, até 120 dias de armazenamento, pouco se
alterou nas diferentes condi¢des, exceto quando foram armazenadas em embalagem
semipermeavel (plastico) a 25 °C, apresentando uma reducéo significativa apos 120 dias
(Figura 3B). Como esperado, o potencial hidrico das sementes permaneceu menor em
sementes secas e, apos 120 dias, mostrou uma drastica reducao quando armazenadas em

plastico a 25 °C (Figura 4B), coincidindo com os resultados do teor de gua.
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Figura 3. Teor de &4gua (%) de sementes de Eugenia brasiliensis de dois estadios de
maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas) armazenadas até
120 dias em duas embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C (A) e 25 °C (B).
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Figura 4. Potencial hidrico (MPa) de sementes de Eugenia brasiliensis de dois estadios
de maturacéo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por
até 120 dias em duas embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C (A) e 25 °C (B).

De forma geral, ao longo dos 720 dias, o teor de agua das sementes armazenadas
em plastico foi maior do que quando em vidro (embalagem impermeéavel), bem como
quando armazenadas Umidas, como é possivel observar na Figura 5. Nesses periodos, 0s
potenciais hidricos das sementes foram bem irregulares, mas, geralmente, sempre

maiores quando armazenadas umidas em embalagem semipermeavel (Figura 6).
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Figura 5. Teor de agua (%) de sementes de Eugenia brasiliensis de dois estadios de
maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por
até 720 dias em duas embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C.
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Figura 6. Potencial hidrico (MPa) de sementes de Eugenia brasiliensis de dois estadios
de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por
até 720 dias em duas embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C.
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As taxas de germinacdo e plantulas normais se mantiveram altas em todas as
condicdes a 8 °C e apresentaram melhora em sementes do E1 quando foram secas
(Tabela 4). Comumente, sementes de comportamento recalcitrante apresentam reducao
de sua viabilidade com a reducéo do teor de 4gua (Delgado & Barbedo 2007, Masetto et
al. 2008, Martins et al. 2009, Souto et al. 2017), no entanto, alguns autores tém relatado
uma possivel melhora na conservacdo de sementes recalcitrantes com uma pequena
reducdo em seu teor de 4gua, como observado para embrides de Inga vera (Faria et al.

2006, Bonjovani & Barbedo 2008) e sementes de acai (Nascimento et al. 2010).

Tabela 4. Germinagdo e plantula normal de sementes de Eugenia
brasiliensis de dois estadios de maturacdo (E1 e E2) e com dois niveis
de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 60 dias em duas
embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maiuscula nas
linhas e italico entre imidas e secas), de acordo com o teste de Tukey
ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas

Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéao (%)

Plastico 833aAa 900aAa 933aAa 833aAa

Vidro 76,7aAb 86,7aAa 100,0aAa 833aBa
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 700aBb 86,7aAa 86,7aAa 76,7aAa

Vidro 733aAb 76,7aAa 1000aAa 833aBa

J& no armazenamento em plastico a 25 °C, a germinacao e formacéo de plantulas
normais se mantiveram altas nos dois estddios de maturacdo e nos dois niveis de
secagem, como Vvisto na Tabela 5. Em sementes recalcitrantes de Araucaria angustifolia
(Araucariaceae) foram observadas elevadas taxas de germinacdo aos 60 dias de
armazenamento em temperatura ambiente. No entanto, antes mesmo da instalacdo do

teste de germinacdo, essas taxas ja eram altas, diferentemente de quando armazenadas
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em temperatura proxima de 5 °C (Garcia et al. 2014), fato também observado em
sementes de E. brasiliensis no presente estudo. Segundo Pammenter et al. (1984), o
metabolismo de sementes recalcitrantes ndo é interrompido durante o armazenamento,
podendo inclusive apresentar diferenciacdo celular similar a que ocorre durante a
germinacdo. Quando armazenadas em vidro, a 25 °C, apenas sementes do E2
submetidas a secagem mantiveram alta viabilidade, evidenciando seu grau de maturagédo
avancado comparado ao E1 que teve a germinacao zerada nessa condi¢do. Inicialmente,
as sementes de E. brasiliensis ndo apresentaram diferencas entre os dois estadios de
maturacdo, contudo, ap0s 60 dias de armazenamento em condi¢cBes ambientais
estressantes (secagem, embalagem hermética e temperatura elevada) as sementes do E2
se mostraram mais resistentes a esses estresses, apresentando valores elevados de

germinacao e plantulas normais.

Tabela 5. Germinagdo e plantula normal de sementes de Eugenia
brasiliensis de dois estadios de maturacdo (E1 e E2) e com dois niveis
de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 60 dias em duas
embalagens (Pléstico e Vidro) a 25 °C. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maidscula nas
linhas e italico entre Umidas e secas), de acordo com o teste de Tukey
ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas

Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéo (%)

Plastico 100,0 aAa 1000 aAa 933aAa 76,7bBb

Vidro 0,0 bAa 0,0 bAb 00bBa 96,7 aAa
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 933aAa 933aAa 933aAa 733bBb

Vidro 0,0 bAa 0,0 bAb 0,0 bBa 96,7 aAa

Ap0s esse periodo, a germinacdo e formagdo de plantulas normais das sementes

armazenadas a 8 °C permaneceu alta, exceto quando Umidas, provenientes do E1 e
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armazenadas em vidro (Tabela 6). Nessa condicdo a viabilidade dessas sementes

reduziu significativamente e produziu apenas 17% de plantulas normais.

Tabela 6. Germinagdo e plantula normal de sementes de Eugenia
brasiliensis de dois estadios de maturacdo (E1 e E2) e com dois niveis
de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 120 dias em duas
embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, mailscula nas
linhas e italico entre imidas e secas), de acordo com o teste de Tukey
ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas

Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéao (%)

Plastico 833aAa 933aAa 1000aAa 833aAa

Vidro 16,7bBb 86,7aAa 86,7aAa 76,7aAa
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 800aAa 933aAa 1000aAa 76,7aBa

Vidro 16,7bBb  76,7aAa 86,7aAa 66,7 aAa

Mesmo apds 120 dias em plastico a 25 °C, sementes Umidas permaneceram com
altas taxas de germinacdo nos dois estadios de maturacdo, como pode ser visto na
Tabela 7. Esse fato foi observado para sementes de Adonidia merrillii (Arecaceae),
classificadas também como recalcitrantes, que se mantiveram vigorosas ap6s 120 dias
de armazenamento em condicGes de ambiente (Féliz et al. 2017). No entanto, quando as
sementes foram secas, houve uma reducéo significativa na germinacédo e na formacéo de
plantulas normais nos dois estadios de maturacdo (que coincide com a reducdo no teor
de &gua das sementes armazenadas em plastico), como mostra a Tabela 7. Esses
resultados podem estar relacionados com o teor de agua e o potencial hidrico em que
essas sementes se encontravam. De acordo com Delgado & Barbedo (2012), o inicio da
perda da viabilidade de sementes de E. brasiliensis ocorre entre -5 e -10 MPa e atingem

o limite de tolerdncia a dessecacdo em -19,6 MPa, este Ultimo atingido no presente
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trabalno em sementes do E1 secas e armazenadas em plastico, que perderam
radicalmente sua viabilidade apds esse periodo. Ja em vidro, as sementes secas do E2

permaneceram com alta viabilidade apresentando mais de 90% de plantulas normais.

Tabela 7. Germinagdo e plantula normal de sementes de Eugenia
brasiliensis de dois estadios de maturacdo (E1 e E2) e com dois niveis
de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 120 dias em duas
embalagens (Pléstico e Vidro) a 25 °C. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, mailscula nas
linhas e italico entre imidas e secas), de acordo com o teste de Tukey
ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas

Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéo (%)

Plastico 100,0 aAa 1000aAa 20,0aBb 433 bAb

Vidro 0,0 bAa 0,0 bAb 0,0 bBa 96,7 aAa
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 933aAa 700aBa 20,0aAb 333bAb

Vidro 0,0 bAa 0,0 bAb 00aBa 96,7 aAa

Tabela 8. Germinagdo e plantula normal de sementes de Eugenia
brasiliensis de dois estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis
de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 180 dias em duas
embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maiuscula nas
linhas e italico entre imidas e secas), de acordo com o teste de Tukey
ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas
Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéo (%)
Plastico 733aAa 30,0aBb 800aAa 933aAa
Vidro 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 60,0aAa 233aBb 600aBa 833aAa
Vidro 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa
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E importante ressaltar que, aos 120 dias, a maioria das sementes Umidas, dos
dois estadios de maturacdo, armazenadas em plastico ja haviam germinado durante o
armazenamento e apresentavam raizes com sinais de secagem, como mostra a Figura 7.
Bem como, as sementes secas provenientes do E2 armazenadas em vidro (Figura 8). No
entanto, quando colocadas para germinar, rebrotavam novas raizes a partir da raiz seca e
continuavam seu desenvolvimento, como € possivel ver na Figura 9. Esse fato foi
também observado por Inocente & Barbedo (2019), apo6s colocar sementes de Eugenia
submetidas a estresses hidricos, novamente em condi¢fes hidricas normais e elas
continuarem seu desenvolvimento, sugerindo algum mecanismo que previna a perda de

agua dos tecidos essenciais dessas sementes.

Figura 7. Sementes de Eugenia brasiliensis provenientes do E1 umidas (A) e secas (B)
e provenientes do E2 umidas (C) e secas (D), armazenadas por 120 dias em plastico a
25 °C.

Curiosamente, ap0s 180 dias armazenadas em plastico, sementes umidas do E1

mostraram maior viabilidade do que as do E2 que formaram apenas 23% de plantulas
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normais (Tabela 8). Considerando que as sementes do E2 foram coletadas ja dispersas,
ou seja, caidas no chdo, é possivel que esses resultados estejam relacionados com a
qualidade inicial das sementes. Oro et al. 2012 observou em sementes de E. pyriformis e
E. involucrata os menores valores de plantulas normais formadas quando estas foram
coletadas do chdo, sugerindo que a queda dos frutos pode ter favorecido a taxa de
deterioracdo dessas sementes. Por outro lado, a secagem favoreceu as sementes do E2
que apresentaram valores altos de germinacdo e plantulas normais, ainda maiores do
que as sementes secas do E1, indicando maturidade mais avancada e,
consequentemente, maior tolerancia a dessecacdo. Ja as sementes armazenadas em vidro

a 8 °C perderam completamente sua viabilidade aos 180 dias.

Figura 8. Sementes de Eugenia brasiliensis provenientes do E1 umidas (A) e secas (B)
e provenientes do E2 imidas (C) e secas (D), armazenadas por 120 dias em vidro a 25
°C.

Apesar de embalagens totalmente impermeéveis, como vidros herméticos,

manterem as condic¢des iniciais das sementes, como, por exemplo, o teor de agua,
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impedem também a saida de gases como o CO2 ou o vapor de agua liberado pela
respiracdo (Barbedo et al. 2018), o que pode ter prejudicado a conservacdo das
sementes de E. brasiliensis armazenadas hermeticamente. Portanto, embalagens
semipermeaveis, como sacos de polietileno, se mostram adequadas para o
armazenamento de sementes de elevado conteudo de agua, uma vez que preservam a

umidade das sementes e ndo impede completamente as trocas gasosas com 0 meio.

Figura 9. Semente de Eugenia brasiliensis, armazenada por 120 dias a 25 °C,
rebrotando uma nova raiz a partir da raiz seca.

Estudos sobre a conservagdo de sementes recalcitrantes tém mostrado a
eficiéncia desse tipo de embalagem, como em sementes de Geoffroea spinosa (Souza et
al. 2011), Eriobotrya japonica (Brasileiro et al. 2011) e Calophyllum brasiliense (Nery
et al. 2017).

Apds 270 dias a secagem permaneceu favorecendo as sementes dos dois estadios

de maturagdo armazenadas em plastico, como mostra a Tabela 9. Quando passam pela



52

secagem e sdo armazenadas em plastico, as sementes apresentam maior formacéo de
plantulas normais (47%) do que as sementes Umidas (10%) ou quando armazenadas em
embalagem hermética (0%). Essa observacdo permanece aos 360 dias, quando as
sementes apresentaram 60 e 48% de germinacgdo e plantulas normais, respectivamente,
ao serem armazenadas secas em embalagem semipermedvel. Fowler (2018) também
verificou elevadas taxas de germinacdo em sementes recalcitrantes de Araucaria
angustifolia armazenadas, parcialmente secas, em embalagens de polietileno de

diferentes espessuras, mesmo apés 270 dias nessas condi¢oes.

Para algumas espécies de Eugenia, como E. involucrata (Maluf et al. 2003), e E.
pyriformis (Scalon et al. 2012) e E. uniflora (Comin et al. 2014), a secagem das
sementes prejudicou 0 armazenamento, visto inclusive para sementes de E. brasiliensis
(Kohama et al. 2006). Possivelmente, as sementes coletadas por Kohama et al. (2006)
naquele ano e naquela regido, devido a diferengcas ambientais, como sugere Barbedo
(2018), foram mais sensiveis a secagem e ao armazenamento do que as sementes

coletadas neste trabalho.

Tabela 9. Germinacédo (%) de sementes de Eugenia brasiliensis de dois
estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas
e Secas) armazenadas por 270 dias em duas embalagens (Plastico e
Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
(minuscula nas colunas, maidscula nas linhas e italico entre imidas e
secas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas
Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Plastico 50,0aAb 10,0aBb 66,7aBa 90,0 aAa
Vidro 0,0 bAa 0,0 aAa 0,0 bAa 0,0 bAa

Na Tabela 10 é possivel notar a diferenca nas taxas de germinacao das sementes

armazenadas umidas e secas em embalagem plastica ap6s 540 dias de armazenamento,
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evidenciando a reducdo de sua longevidade quando mantidas Umidas. Sementes
armazenadas com elevado grau de umidade e, consequentemente, elevado metabolismo
tem sua qualidade fisioldgica reduzida devido a intensificacdo do processo de
deterioracdo, gerando prejuizos fisioldgicos e bioquimicos, uma vez que nao apresentam
mecanismos de reparo ou manutencdo ao longo do tempo, caracteristicas comuns em

sementes recalcitrantes (Marcos-Filho 2015).

Tabela 10. Germinacdo (%) de sementes de Eugenia brasiliensis de
dois estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem
(Umidas e Secas) armazenadas por 540 dias em duas embalagens
(Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem entre si (minuscula nas colunas, maiuscula nas linhas e italico
entre Umidas e secas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas
Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Plastico 400aAb 00aBb 633aAa 70,0aAa
Vidro 0,0 bAa 0,0 aAa 0,0 bAa 0,0 bAa

Apds 720 dias, sementes de E. brasiliensis secas e armazenadas em embalagem
semipermeavel mantiveram elevadas taxas de germinacdo, principalmente quando
provenientes do E2 (Tabela 11). Apesar de, apds esse periodo, a producdo de plantulas
normais ficar abaixo de 50% em sementes do E2, essa taxa foi maior do que a
observada no E1, provavelmente pela diferenca do estadio de maturacdo entre elas.
Sementes com comportamento recalcitrante, como € o caso da Eugenia brasiliensis, sdo
sensiveis a dessecacdo e, consequentemente, a baixas temperaturas, apresentando baixa
longevidade (Delgado & Barbedo 2007, Barbedo et al. 2013). Contudo, no presente

trabalho, essas sementes se mostraram tolerantes a dessecacdo até valores proximos de
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45% e a temperatura de armazenamento de 8 °C, apresentando elevada taxa de

germinacdo, quando provenientes do E2, mesmo apds 720 dias nessas condicdes.

Tabela 11. Germinacdo e plantula normal de sementes de Eugenia
brasiliensis de dois estadios de maturagdo (E1 e E2), com dois niveis
de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 720 dias em duas
embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maiuscula nas
linhas e italico entre imidas e secas), de acordo com o teste de Tukey
ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas

Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéao (%)

Plastico 23,3 aAb 0,0 aBb 66,7 aAa 80,0 aAa

Vidro 0,0 bAa 0,0 aAa 0,0 bAa 0,0 bAa
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 3,3aAb 00aAb 26,7aBa 433aAa

Vidro 0,0 aAa 0,0 aAa 0,0 bAa 0,0 bAa

Armazenamento de sementes de Eugenia involucrata em diferentes condicdes -
0 teor de agua das sementes de E. involucrata pouco variaram até os 120 dias de
armazenamento nas diferentes condi¢des, sendo significativamente maior em sementes
Umidas do que em sementes secas (Figura 10), bem como seu potencial hidrico,
apresentado na Figura 11.

De forma geral, ao longo dos 720 dias de armazenamento, o teor de agua e 0
potencial hidrico das sementes, apresentados na Figura 12 e 13, respectivamente,
permaneceram maiores quando mantidas Umidas ou quando armazenadas em
embalagem semipermeavel.

Aos 60 dias de armazenamento, as sementes mantidas a 25 °C, nas duas
embalagens, perderam radicalmente sua viabilidade, bem como as mantidas secas a 8

°C, como mostra a Tabela 12. Ao armazenar sementes de E. involucrata em temperatura
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ambiente, Maluf et al. (2003) também verificaram uma drastica reducdo na germinacao
e no vigor dessas sementes logo nos primeiros 60 dias de armazenamento. Esses
resultados evidenciam o alto grau de sensibilidade a dessecacdo das sementes de E.
involucrata, que s6 mantiveram alta viabilidade em condi¢Ges que garantiram sua
umidade, como a associacdo da embalagem impermeavel (vidro) com a baixa

temperatura (8 °C).
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Figura 10. Teor de &gua (%) de sementes de Eugenia involucrata de dois estadios de
maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas) armazenadas até
120 dias em duas embalagens (Pléastico e Vidro) a 8 °C (A) e 25 °C (B).
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Figura 11. Potencial hidrico (MPa) de sementes de Eugenia involucrata de dois
estadios de maturacio (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas)
armazenadas por até 120 dias em duas embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C (A) e 25 °C

(B).
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Figura 12. Teor de agua (%) de sementes de Eugenia involucrata de dois estadios de
maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por
até 720 dias em duas embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C.
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Figura 13. Potencial hidrico (MPa) de sementes de Eugenia involucrata de dois
estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem (Umidas e Secas)
armazenadas por até 720 dias em duas embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C.
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Tabela 12. Germinagdo e plantula normal de sementes de Eugenia
involucrata de dois estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de
secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 60 dias em duas embalagens
(Plastico e Vidro) a 8 °C e 25 °C. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si (mindscula nas colunas, maitscula nas linhas e italico
entre Umidas e secas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%.

Temperatura
8°C 25°C

Fator Niveis Umidas Secas Umidas Secas
Embalagem Germinacéao (%)

Plastico 333bAa 6,7aBa 0,0 aAb 8,3 aAa

Vidro 8l,7aAa 50aBa 0,0 aAb 5,0aAa
Maturacdo E1 146 a

E2 204 a
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 26,7bAa 6,7 aBa 0,0 aAb 1,7 aAa

Vidro 633aAa 33aBa 0,0 aAb 1,7 aAa
Maturagdo E1 1042 a

E2 1542 a

E possivel observar na Tabela 13 que as maiores taxas de germinacao foram de
sementes umidas do E2 armazenadas nas duas embalagens a 8 °C. No entanto, apenas
em vidro a taxa de germinacdo e de formacdo de plantulas normais foi alta, chegando a
77% de plantulas normais formadas. Alegretti et al. (2015), estudando o
armazenamento de sementes de E. involucrata em embalagens a vacuo, verificou
elevadas taxas de germinacdo e indices de velocidade de emergéncia (IVG) ap6s 30 dias
a 5 °C. Apesar de embalagens impermedaveis ndo serem recomendaveis para sementes
de metabolismo intenso, como é o caso da E. involucrata, devido a impossibilidade de
trocas gasosas nessa condicdo (Barbedo et al. 2018), é possivel que, neste trabalho,
estas tenham se beneficiado com esse tipo de embalagem que também evita ou
minimiza alteracBes nas condicBes iniciais das sementes. Emer et al. (2019) também

verificaram altas taxas de germinacdo, formagdo de plantulas e vigor em sementes
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recalcitrantes de Campomanesia aurea (Myrtaceae) armazenadas em embalagem
impermeéavel a 8 °C, mesmo apos 150 dias nessa condicao.

Ap0s 120 dias a 25 °C a germinacédo zerou em, praticamente, todas as condicdes,
restando apenas 7% de germinacdo e plantulas normais quando as sementes eram
provenientes do E2 e foram armazenadas em plastico, evidenciando uma temperatura de
armazenamento desfavoravel para as sementes de E. involucrata. Scalon et al. (2004)
estudando sementes de E. uvalha armazenadas em duas condi¢cBes ambientais por 120

dias, também verificaram maior longevidade em temperatura mais baixa (10 °C).

Tabela 13. Germinagdo e plantula normal de sementes de Eugenia
involucrata de dois estadios de maturacéo (E1 e E2) e com dois niveis
de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 120 dias em duas
embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maiuscula nas
linhas e italico entre imidas e secas), de acordo com o teste de Tukey
ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas
Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéao (%)
Plastico 200aBa 433bAa 233aAa 100aBb
Vidro 00bBa 900aAa 00bAa 6,7 aAb
Embalagem Plantula normal (%)
Plastico 200aBa 36,7bAa 200aAa 10,0aAb
Vidro 0,0 bBa 76,7 aAa 0,0 bAa 3,3aAb

Aos 180 dias, as sementes dos dois estadios de maturacdo apresentaram as
maiores taxas de germinagdo quando armazenadas em plastico. Bem como as sementes
de E. involucrata, sementes de Eriobotrya japonica (Rosaceae), espécie amplamente
cultivada no sudeste do Brasil, apresentam caracteristicas de sementes recalcitrantes,
sdo dispersas com elevados conteldos de agua e tambeém demonstraram melhor

conservacdo quando armazenadas em embalagem plastica a 8 °C, mantendo 83% de



60

germinacdo apOs 180 dias de armazenamento (Brasileiro et al. 2011). Ja no
armazenamento hermético (vidro), foi evidente a imaturidade das sementes de E.
involucrata provenientes do E1, que perderam completamente sua viabilidade nessa
condicdo, diferentemente das sementes provenientes do E2, como mostra a Tabela 14. A
Tabela 15, que apresenta a porcentagem de plantulas normais formadas aos 180 dias,
evidencia a sensibilidade a dessecacdo das sementes, com menor producéo de plantulas
normais em sementes secas e a imaturidade das sementes provenientes do E1, que

apresentou menor producdo de plantulas normais do que o E2.

Tabela 14. Germinacdo (%) de sementes de Eugenia involucrata de
dois estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem
(Umidas e Secas) armazenadas por 180 dias em duas embalagens
(Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem entre si (minGscula nas colunas e mailscula nas linhas), de
acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%.

Maturacéo
Fator Niveis El E2
Embalagem Plastico 61,7 aA 733aA
Vidro 0,0 bB 46,7 bA
Secagem  Umidas 400aB  800aA
Secas 21,7 bB 40,0 bA

Tabela 15. Plantula normal (%) de sementes de Eugenia involucrata de
dois estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem
(Umidas e Secas) armazenadas por 180 dias em duas embalagens
(Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem entre si (mindscula nas colunas e maiuscula nas linhas), de
acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%.

Secagem
Fator Niveis Umidas Secas
Embalagem Plastico 833aA 41,7 aB
Vidro 10,0 bA 10,0 bA
Maturagdo E1 292 Db

E2 433 a




61

Na Tabela 16 € possivel observar que as sementes armazenadas em vidro
perderam completamente sua viabilidade apo6s 270 dias, diferentemente das
armazenadas em plastico que apresentaram as maiores taxas de germinacdo em
sementes Umidas, principalmente quando provenientes do E2, chegando a 90% de
germinacdo. Segundo Maluf et al. (2003), a reducdo do teor de &gua para valores
inferiores a 51% prejudica a capacidade germinativa e o potencial de armazenamento de
sementes de E. involucrata, que se mantém viaveis por até 180 dias quando secas até
53% e mantidas sob condi¢bes de camara fria e em embalagens plasticas. Nery et al.
(2017) observaram que embalagens de polietileno impedem o acimulo de umidade e a
deterioracdo acelerada das sementes de Calophyllum brasiliense (Clusiaceae) que,
apesar de seu comportamento recalcitrante, conservou-se por até nove meses em camara

fria.

Tabela 16. Germinacdo e plantula normal de sementes de Eugenia
involucrata de dois estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de
secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 270 dias em duas
embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maidscula nas linhas
e italico entre Umidas e secas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel

de 5%.
Secagem
Umidas Secas

Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéo (%)

Plastico 633aBa 90,0aAa 433aAb 233aBb

Vidro 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 46,7aBa 80,0aAa 40,0aAa 20,0aBb

Vidro 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa

Aos 360 dias de armazenamento a germinacgdo se manteve alta apenas quando as

sementes eram provenientes do E2 e foram armazenadas Umidas em plastico (Tabela
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17). No entanto, curiosamente, sementes secas do E1 apresentaram maior germinacao
do que guando Umidas, diferentemente das sementes do E2 que, quando passaram pela
secagem, perderam mais da metade da germinacéo.

Os resultados de germinacdo e plantulas normais aos 540 e 720 dias,
apresentados nas Tabelas 18 e 19, respectivamente, foram muito proximos e, apesar das
sementes Umidas, proveniente do E1 e armazenadas em plastico mostrarem alguma
germinacdo nesses periodos, a formacdo de plantulas normais foi muito baixa,
evidenciando sua menor longevidade em comparacdo com as sementes do E2 que
apresentaram elevadas taxas de germinacdo e plantulas normais (quando mantidas

umidas e em plastico), mesmo ap6s 720 dias de armazenamento.

Tabela 17. Germinacdo (%) de sementes de Eugenia involucrata de
dois estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de secagem
(Umidas e Secas) armazenadas por 360 dias em duas embalagens
(Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si (minuscula nas colunas, maiuscula nas linhas e italico
entre Umidas e secas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas
Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Plastico 26,7aBb 86,7aAa 46,7aAa 40,0aAb
Vidro 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa

Neste trabalho, as sementes de E. involucrata se mostraram sensiveis a
dessecagdo e, consequentemente, ao armazenamento na condicdo seca. O
armazenamento das sementes umidas em embalagem semipermeavel a 8 °C € 0 mais
indicado para a espécie, que conserva sua viabilidade mesmo apds dois anos de

armazenamento.



63

Tabela 18. Germinagdo e plantula normal de sementes de Eugenia
involucrata de dois estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis de
secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 540 dias em duas
embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maiuscula nas linhas e
italico entre Umidas e secas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de

5%.
Secagem
Umidas Secas

Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéo (%)

Plastico 233aBa 86,7aAa 300aAa 26,7aAb

Vidro 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 133aBa 76,7aAa 20,0aAa 10,0aAb

Vidro 0,0 aAa 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 aAa

Tabela 19. Germinacdo e plantula normal de sementes de Eugenia
involucrata de dois estadios de maturacdo (E1 e E2), com dois niveis
de secagem (Umidas e Secas) armazenadas por 720 dias em duas
embalagens (Plastico e Vidro) a 8 °C. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si (mindscula nas colunas, maidscula nas
linhas e italico entre Umidas e secas), de acordo com o teste de Tukey
ao nivel de 5%.

Secagem
Umidas Secas

Fator Niveis El E2 El E2
Embalagem Germinacéo (%)

Plastico 433aBa 900aAa 6,7aAb 6,7 aAb

Vidro 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 bAa
Embalagem Plantula normal (%)

Plastico 133aBa 70,0aAa 0,0 aAb 6,7 aAb

Vidro 0,0 bAa 0,0 bAa 0,0 aAa 0,0 bAa

Taxas respiratorias das sementes E. brasiliensis e E. involucrata em diferentes
condicBes ambientais - sementes de E. brasiliensis incubadas em baixas temperaturas (8
e 15 °C) s0 apresentaram alguma taxa respiratoria quando foram secas. Com o0 aumento
da temperatura para 25 °C, essa taxa também aumentou, como é possivel observar na

Figura 14A e B. Contudo, nessa temperatura, 0 consumo de O, foi muito maior quando



64

as sementes passaram por alguma secagem (Figura 14A). Em condi¢bes de maior
estresse, como sementes submetidas a secagem ou incubadas em maior temperatura, o
valor de QR ficou abaixo de 0,5, indicando a presenca de reacfes oxidativas nédo
respiratorias (Figura 14C) como também observado por Lamarca & Barbedo (2012)
para sementes de Caesalpinia echinata (Fabaceae). Avaliando o vigor de sementes de
Caesalpinia echinata em testes de tetrazdlio, Lamarca et al. (2009) sugere que o
aumento na atividade respiratdria das sementes pode indicar situacdo de estresse, uma
vez que as regibes coradas mais intensamente pela solucdo (indicando intensa atividade
respiratoria) eram as mais expostas as condi¢bes de estresse. Como mostra a Figura
14D, quando as sementes de E. brasiliensis sdo incubadas a 25 °C as taxas oxidativas
sd0 muito maiores e aumentam ainda mais com a secagem das sementes, quando estdo

em duas situacdes estressantes (secagem e elevada temperatura).
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Figura 14. Consumo de O (A), liberagdo de CO2 (B), quociente respiratdrio (C) e taxa
de oxidagéo, calculada por O2-CO, /MS (D) de sementes de Eugenia brasiliensis com
trés teores agua diferentes (39, 44 e 51%) incubadas por 6 horas a 8, 15 e 25 °C. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (mindscula entre teores de agua e
mailscula entre temperaturas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%.
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No segundo experimento com E. brasiliensis, podemos observar a taxa
respiratoria das sementes ainda maior quando incubadas a 35 °C do que a 25 °C e, mais
uma vez, com menor consumo de O; e liberagdo de CO, quando o teor de agua das
semente é proximo de 50%, como mostra a Figura 15A e B. A reducdo de taxas
respiratorias com a diminuicdo da temperatura do ambiente tambeém foi observada em
embrides imaturos de Inga vera Willd. (Fabaceae), que tiveram seu metabolismo
respiratorio reduzido em temperaturas proximas de 0 °C (Bonjovani & Barbedo 2019).
Apesar de os valores de QR nas temperaturas mais elevadas (25 e 35 °C) ficarem todos
entre 0,5 e 0,6 (Figura 15C), a taxa oxidativa foi duas vezes maior a 35 °C quando as

sementes foram incubadas secas, como é possivel observar na Figura 15D.
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Figura 15. Consumo de O (A), liberagdo de CO2 (B), quociente respiratdrio (C) e taxa
de oxidacéo calculada por O»-CO. /MS (D) de sementes de Eugenia brasiliensis com
trés teores agua diferentes (38, 44 e 50%) incubadas por 360 horas (8 e 15 °C) e 24
horas (25 e 35 °C). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (minuscula

entre teores de agua e maiuscula entre temperaturas), de acordo com o teste de Tukey ao
nivel de 5%.
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Observando os resultados da atividade respiratoria das sementes de E.
brasiliensis nas temperaturas entre 8 e 25 °C, é possivel notar um aumento gradativo no
consumo de O2 com 0 aumento da temperatura de incubagdo (Figura 16A), tanto para
sementes umidas (51%) quanto para sementes secas (44%). Contudo, a partir de 15 °C,
esse consumo € significativamente maior quando as sementes sdo secas. Esse aumento
também ocorre nas taxas oxidativas apresentadas na Figura 16D, com maior intensidade
quando as sementes sdo secas. De acordo com Carneiro & Aguiar (1993) a umidade
relativa do ar e a temperatura do ambiente sdo fatores que interferem diretamente na

velocidade respiratdria das sementes.
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Figura 16. Consumo de O (A), liberagdo de CO: (B), quociente respiratdrio (C) e taxa
de oxidacédo calculada por O2-CO. /MS (D) de sementes de Eugenia brasiliensis com
dois teores agua diferentes (44 e 51%) incubadas por 24 horas a 8, 15, 18, 21 e 25 °C.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (minuscula entre teores de dgua
e maidscula entre temperaturas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Para sementes de E. involucrata, ndo houve interacdo significativa entre teor de
agua e temperatura de incubacdo nas taxas respiratorias. Contudo, essas taxas foram
significativamente maiores a 25 °C e ainda maiores quando incubadas a 35 °C, como
mostra a Figura 17A e B. Além disso, o consumo de O, foi maior em sementes com
46% de agua do que em sementes com 64% de agua (Figura 17A). O aumento da taxa
respiratoria com o aumento da temperatura de incubagdo também foi observado em
sementes de Araucaria angustifélia (Bertol.) Kuntze, que apresentou gradual aumento
na respiracdo entre 2 e 40 °C (Amarante et al. 2007). Bem como observado em
sementes de E. brasiliensis, apesar dos valores de QR das sementes de E. involucrata,
em todas as condicdes, ficarem entre 0,5 e 0,7 (Figura 17C), as taxas oxidativas foram
maiores quando em temperaturas elevadas, como 25 e 35 °C, e ainda maiores quando as

sementes sdo secas, como mostra a Figura 17D.
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Figura 17. Consumo de O (A), liberagdo de CO2 (B), quociente respiratdrio (C) e taxa
de oxidacédo calculada por O2-CO. /MS (D) de sementes de Eugenia involucrata com
trés teores agua diferentes (46, 55 e 64%) incubadas por 360 (8 e 15 °C) e 24 horas (25
e 35 °C). Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos de acordo com o teste
de Tukey ao nivel de 5%.



68

Analisando o metabolismo respiratorio das sementes de E. involucrata na faixa
de temperaturas entre 8 e 25 °C, foi possivel observar um aumento significativo no
consumo de Oy a partir de 18 °C, tanto em sementes Umidas quanto secas. Contudo,
sementes com 61% de agua ja mostravam maior consumo de O e liberacdo de CO2 em
15 °C. Em 25 °C esse consumo foi ainda maior em sementes secas, como mostra a
Figura 18A. Ja a quantidade de CO> liberado aumentou a partir de 21 °C e foi ainda
maior a 25 °C, principalmente quando as sementes foram secas (Figura 18B). As taxas
oxidativas aumentaram a partir de 18 °C, sendo mais elevadas a 21 e 25 °C,

principalmente quando as sementes foram secas (Figura 18D).
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Figura 18. Consumo de O (A), liberagdo de CO: (B), quociente respiratdrio (C) e taxa
de oxidacdo calculada por O2-CO. /MS (D) de sementes de Eugenia involucrata com
dois teores agua diferentes (46 e 61%) incubadas por 24 horas a 8, 15, 18, 21 e 25 °C.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (minuscula entre teores de agua
e maidscula entre temperaturas), de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Apesar da reducdo do teor de agua das sementes das duas espécies em
temperaturas mais altas causar aumento em seu metabolismo respiratério, nas
temperaturas mais baixas esse metabolismo foi intensamente reduzido, como mostram
os resultados a 8 °C. Para E. brasiliensis a associacdo dessas reducbes favoreceu a
conservacdo de suas sementes, que mantiveram elevada taxa de germinacdo mesmo
apos 720 dias de armazenamento em saco plastico. J& sementes de E. involucrata, por
serem mais sensiveis a dessecacao, se conservaram melhor quando mantidas Umidas a 8
°C, porém com elevadas taxas de germinacdo e plantulas normais ap6s 720 dias de
armazenamento em saco plastico. Apesar de as sementes dessas duas espécies
possuirem caracteristicas de sementes recalcitrantes foi possivel conserva-las a médio

prazo, 0 que garante seu estoque até que a nova safra seja obtida (Barbedo et al. 2018).
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Considerag0es finais e conclusoes

Sabendo-se que uma atmosfera modificada rica em CO. e pobre em O pode
reduzir taxas respiratorias de sementes armazenadas (Aguiar et al. 2004, Villers et al.
2006), com os resultados obtidos no Capitulo 1 sobre o aumento da concentracdo de
CO2 na incubacdo das sementes de E. brasiliensis, foi possivel estimar por quanto
tempo incubar as sementes nas diferentes condi¢des (Capitulo 2) sem que a alteracdo na
concentracdo dos gases devido a prépria respiracdo das sementes causasse alguma
alteracdo significativa nas taxas respiratorias obtidas.

Diante disso, os resultados de respiracdo obtidos no Capitulo 2, nos mostram o
aumento da atividade respiratéria das sementes de E. brasileiensis e E. involucrata
guando se aumenta a temperatura de incubacéo e, ainda mais, quando se diminui o teor
de é&gua dessas sementes. Segundo Carneiro & Aguiar (1993), durante o
armazenamento, a respiracdao das sementes deve ser mantida a nivel minimo, uma vez
que taxas elevadas esgotam rapidamente as substancias de reservas acumuladas na
semente que seriam utilizadas para promover a germinacdo e o desenvolvimento inicial
da plantula.

Quando se compara as duas espécies, as sementes de E. brasiliensis mostraram
taxas respiratdrias mais baixas do que as de E. involucrata, principalmente quando séo
mantidas imidas. De acordo com o modelo proposto por Barbedo et al. (2013) de que o
nivel de recalcitrancia das sementes é baseado no grau de maturagdo em que sdo
dispersas, sementes de E. brasiliensis sdo dispersas mais maduras do que as de E.
involucrata, uma vez que aquelas apresentam menor conteudo de agua e menor
sensibilidade a dessecacdo, como mostram os resultados obtidos no Capitulo 2. Além

disso, a diferenca nas taxas respiratdrias obtidas entre as duas espécies tambem indica



78

essa diferenca no grau de maturacdo entre elas. Segundo Marcos-Filho (2015), no inicio
da formacdo das sementes (fase I e 11) a taxa respiratdria é elevada e estavel, diminuindo
apenas no final da maturacdo quando as sementes passam pela secagem natural e tém
seu metabolismo quase cessado. Contudo, sementes de E. brasiliensis e E. involucrata
ndo passam pela secagem ao final da maturacéo, sendo dispersas com conteido de agua
elevado e comportamentos de sementes imaturas.

Considerando que existe um gradiente de tolerdncia a dessecacdo entre as
sementes de diferentes espécies e que esta caracteristica € adquirida progressivamente
ao longo da maturacdo (Walters 2000, Ellis 2011), as sementes de E. involucrata
estudadas apresentaram maior sensibilidade a dessecacdo do que as de E. brasiliensis, e
ainda maior quando foram coletadas em 2018, indicando que foram dispersas ainda
mais imaturas neste ano, provavelmente devido as condi¢cGes ambientais em que foram
formadas (Barbedo et al. 2013, Barbedo 2018).

Apesar das duas espécies estudadas apresentarem caracteristicas fisicas muito
semelhantes, como mostra a Figura 19, ao longo do armazenamento das sementes, visto
no Capitulo 2, foi possivel observar grandes diferencas entre as espécies estudadas.
Sementes de E. brasiliensis tiveram sua longevidade favorecida com a secagem,
permanecendo viaveis mesmo apds 720 dias armazenadas a 8 °C em saco plastico,
qguando provenientes do E2 (embalagem semipermedvel). Além disso, sobreviveram por
120 dias armazenadas a 25 °C, inclusive em embalagem impermeéavel (vidro hermético)
guando provenientes do E2. J& sementes de E. involucrata, apesar de também
permanecerem com elevadas taxas de germinacdo e plantulas normais ap6s 720 dias,
isso s6 foi possivel quando provenientes do E2 e foram armazenadas umidas a 8 °C em

saco plastico. Diferentemente do observado para sementes de E. brasiliensis, sementes
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de E. involucrata perderam rapidamente sua viabilidade quando armazenadas a 25 °C,

evidenciando sua baixa resisténcia ao armazenamento em condic¢des desfavoraveis.

Figura 19. Arvore (A), flores — foto: Santiago Noronha (C), frutos (E) e sementes (G)
de Eugenia brasiliensis e arvore (B), flores (D), frutos (F) e sementes (H) de Eugenia
involucrata, destacando a semelhanca fisica das flores, frutos e sementes das duas

espécies.
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Lamarca et al. (2016) também observaram diferentes comportamentos em
sementes de Eugenia pyriformis que, quando coletadas em regiGes ou épocas distintas,
apresentaram diferentes graus de tolerancia a dessecacdo. Além disso, verificaram que
essas variacdes estavam relacionadas as condicdes hidricas e térmicas do ambiente no
momento de formacdo das sementes, condicionando seu ciclo de maturagdo, sua
qualidade fisioldgica e a aquisicdo de tolerancia a dessecacéo.

Apesar de, inicialmente as sementes das duas espécies ndo apresentarem
diferencas entre os dois estaddios de maturacdo coletados (E1 e E2), ao final do
armazenamento apenas as sementes provenientes do E2 mantiveram elevadas taxas de
germinacao, evidenciando seu grau de maturacao avangcado comparado ao E1.

O tipo de embalagem utilizada para armazenar sementes é um fator que pode
prolongar sua conservagdo, protegendo-as do contato com o ambiente e do ataque de
insetos e outros organismos prejudiciais as sementes (Costa 2012). Os resultados
obtidos no Capitulo 1 mostraram que o aumento da concentracdo de CO na incubacgéo
das sementes de E. brasiliensis em vidros herméticos diminuiu seu metabolismo
respiratorio sem causar danos a sua viabilidade. Contudo, quando armazenadas por
longos periodos em embalagens impermeaveis, € possivel que o aumento na
concentracdo de CO- e consequente diminui¢cdo de O, causado pela prépria respiracdo
das sementes, tenha provocado algum prejuizo durante esse armazenamento, uma vez
que as sementes logo perderam sua viabilidade nessa condi¢do. No presente estudo,
apesar de as sementes de E. involucrata apresentarem alguma germinagéo apos 180 dias
em embalagem impermeavel, a melhor embalagem foi a semipermeavel (saco plastico)
para as duas espécies estudadas, pois manteve altas taxas de germinacdo apos 720 dias

nessa condig&o.
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Considerando que as duas espécies estudadas neste trabalho apresentam
caracteristicas potenciais para a producdo comercial em larga escala, como a época de
producdo, a quantidade produzida e o sabor agradavel dos frutos, os resultados de
armazenamento obtidos aqui trazem uma importante contribuicdo quanto a conservagédo
de suas sementes para a producdo de mudas dessas espécies.

Apesar do avan¢o no armazenamento das sementes de E. brasiliensis e E.
involucrata, nao foi possivel identificar um padréo na deterioracdo a partir de suas taxas
metabolicas, o que reforca o qudo complexas sdo e o quanto ainda se tem a estuda-las,

principalmente com relacdo ao seu metabolismo.
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