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“Parabola do jardineiro”

Rubem Alves

"Todo jardim comeca com uma histéria de amor, antes que qualquer arvore seja

plantada ou um lago construido é preciso que eles tenham nascido dentro da alma.

Quem ndo planta jardim por dentro, ndo planta jardins por fora e nem passeia por

eles".

"O que é que se encontra no inicio? O jardim ou o jardineiro? E o jardineiro.

Havendo um jardineiro, mais cedo ou mais tarde um jardim aparecera.

Mas, havendo um jardim sem jardineiro, mais cedo ou mais tarde ele desaparecera.
O que é um jardineiro? Uma pessoa cujo pensamento esté cheio de jardins. O que faz
um jardim sdo os pensamentos do jardineiro. O que faz um povo s&o 0s pensamentos

daqueles que o compbem."

- "Entre a ciéncia e a sapiéncia: o dilema da educacéo™ - Pagina 24,
de Rubem A Alves - Publicado por EdicGes Loyola, 1999 ISBN
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Resumo

Sementes recalcitrantes sdo dispersas no ambiente em condi¢bes de germinar
rapidamente, indicando que a pressao evolutiva ocorreu no sentido de direcionar a
energia para a producdo vegetal. Assim, estas sementes parecem ter adquirido
estratégia de propagacdo no tempo e no espaco diferente da desenvolvida pelas
sementes ortodoxas, quando entram em dorméncia. A germinacdo em condigdes
desfavoraveis, letal para a maioria das sementes recalcitrantes, pode resultar na
morte das primeiras plantulas produzidas por sementes de Eugenia, mas ndo da
semente toda. Apresentam também, potencial para gerar novas raizes e até plantas
inteiras mesmo apds a remocdo de grande parte de suas reservas, mas essa
capacidade depende do tamanho das sementes. Ha evidente interesse na
compreensdo dos fatores envolvidos nessa capacidade regenerativa que permitem a
formagao de novas plantulas também quando a semente ¢ fracionada. Tais sementes
sdo extremamente predadas por insetos e a intensidade da predacao pode variar de
um ambiente para outro, entre as espécies e entre os individuos de uma mesma
espécie. O objetivo deste trabalho foi analisar o nimero de formagdes de novas
estruturas (raizes e plantulas) em sementes de Eugenia. Frutos de Eugenia spp.
foram coletados e tiveram suas sementes extraidas. Estas foram caracterizadas
guanto ao teor de &gua através do método de estufa a 103 + 2 °C. Em seguida,
instalou-se testes de germinacdo (25°C e luz constante) e de regenerabilidade, com
eliminacdes de raizes (ER) e eliminagdes de plantulas (EP) para todas as espécies.
As sementes das espécies estudadas foram capazes de produzir novas raizes e
formar plantulas normais, sucessivamente, mesmo apds remocao da raiz e da parte
aérea. Os resultados mostraram que essa capacidade regenerativa pode,
efetivamente, ter proporcionado estratégia evolutiva, que por sua vez, manteve o

potencial de propagacédo da espécie mesmo sendo recalcitrantes.

Palavras - chave: estratégia ecoldgica, predacgdo, regeneragéo.



Abstract

Recalcitrant seeds are dispersed in the environment in conditions to quickly
germinate, indicating that the evolutionary pressure occurred in order of directing
the energy for the vegetal production. Thus, these seeds seem to have acquired a
propagation strategy in time and space different from that developed by orthodox
seeds, when they enter dormancy. Germination under unfavorable conditions, lethal
to most recalcitrant seeds, can result in the death of the first seedlings produced by
Eugenia seeds, but not the whole seed. They also have the potential to generate new
roots and even whole plants even after removing most of their reserves, but this
capacity depends on the size of the seeds. There is evident interest in understanding
the factors involved in this regenerative capacity that allow the formation of new
seedlings also when the seed is fractionated. Such seeds are extremely predated by
insects and the intensity of predation can vary from one environment to another,
between species and between individuals of the same species. The objective of this
work was to analyze the number of formations of new structures (roots and
seedlings) in Eugenia seeds. Fruits of Eugenia spp. were collected and had their
seeds extracted. These were characterized for water content using the oven method
at 103 £ 2 °C. Then, germination tests (25°C and constant light) and regenerability
were installed, with root eliminations (ER) and seedling eliminations (EP) for all
species. The seeds of the studied species were capable of producing new roots and
forming normal seedlings, successively, even after removal of the root and aerial
part. The results showed that this regenerative capacity may, effectively, have
provided an evolutionary strategy, which, in turn, maintained the propagation

potential of the species even though they were recalcitrant.

Key words: ecological strategy, predation, regeneration.
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16
Introducdo geral
No dominio fitogeografico Mata Atlantica, os locais onde se concentram as maiores
areas de remanescentes florestais estdo usualmente associados as atuais unidades de
conservacao de protecdo integral, localizadas principalmente na Mata Atlantica costeira
dos Estados de Santa Catarina, Parana, Séo Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e regido serrana
do Espirito Santo. Na Serra do Mar, apesar de apresentar uma extensa rede de areas
protegidas, 98,69% dos remanescentes sdo menores que 100 ha. Este padrdo de
fragmentacdo se repete na regido central da Mata Atlantica, entre o sul da Bahia e o Estado
do Espirito Santo, onde 98,65% dos remanescentes possuem area menor ou igual a 100
hectares (Pinto et al., 2006).

Dentre todos os biomas, a Mata Atlantica é considerada como um dos “hot spots”
brasileiros. Compreende cerca de 15 Estados e abrange grande parte da costa brasileira. A
area original chegou a atingir 1.315.460 km?, ou seja, 15% do territdrio brasileiro; contudo,
o remanescente atual € de 102.012 kmz, sendo reduzida a 7,91% da extensdo original (Lino,
2004; IESB, 2007; IBF, 2023).

Ha duas maneiras de conservacao das espécies: in situ, realizada dentro dos proprios
ecossistemas e habitats naturais conservados e ex situ, mantendo-se amostras de individuos
fora de seu habitat natural na forma de individuos inteiros ou como sementes, pdlen,
propagulos vegetativos e cultura de células de tecidos. Dentre estes, a conservacao de
sementes é a forma mais comum de conservar ex situ, pois é um dispersor natural das
plantas superiores (Santos e Salomao, 2010). Contudo, ha dificuldades para a conservagéao
de sementes sensiveis a secagem, denominadas recalcitrantes. Devido ao alto contetdo de
agua, essas sementes sdo dispersas com metabolismo ainda elevado, diferente das
tolerantes a dessecagdo, denominadas ortodoxas, que, por passarem por secagem ao final

da maturacdo, sdo dispersas com metabolismo muito baixo. Essa diferenga nos
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comportamentos pode estar associada aos meios de regeneracao natural e estabelecimento
das espécies (Barbedo et al., 2013).

Sementes das espécies estudadas do género Eugenia mostraram-se sensiveis a
dessecacdo, por isso, quando séo dispersas devem germinar rapidamente pois, se ficarem
no ambiente e passarem por alguma secagem, podem perder rapidamente o poder
germinativo. Uma outra caracteristica dessas sementes, que também poderia prejudicar a
conservacao, € que sao intensamente predadas (Delgado et al., 2010; Teixeira e Barbedo,
2012). A predacdo é caracterizada pelo consumo de um organismo Vvivo por outro
organismo, sendo que as presas podem ser animais ou vegetais e podem ser consumidas
em sua totalidade ou apenas partes delas (Begon et al., 2007; Denno e Lewis, 2009). Para
as sementes do género Eugenia, contudo, altos niveis de herbivoria (ou alta intensidade)
podem ser tolerados. Sementes de E. cerasiflora, por exemplo, que se mostraram
intensamente predadas por larvas de insetos, mostraram capacidade de germinar e de
produzir plantulas normais mesmo quando grande parte do tecido de reserva foi removido,
evidenciando que originalmente possuem certa quantidade de reservas nutritivas acima da
necessaria para germinar (Teixeira, 2009).

Provavelmente, essas relacBes ecoldgicas (semente - larvas e semente - aves)
integram as estratégias de permanéncia desses individuos no meio, sugerindo que haja
coevolucdo entre essas sementes e seus insetos predadores. Uma outra caracteristica dessas
sementes, que pode estar relacionada com a coevolugdo com seus predadores, € a
capacidade de regenerar raizes ou mesmo plantulas inteiras quando uma germinacéo é
perdida. A regeneracdo de novas raizes, apés as sementes sofrerem danos provocados por
predacdo, poderia ampliar o periodo de viabilidade da mesma no solo, contribuindo para
preservacao da espécie (Silva et al., 2005; Teixeira, 2009; Teixeira e Barbedo, 2012; Tsan,

2023).
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A diminuicdo da disponibilidade de reservas nos cotilédones das sementes pode
ocorrer pelo ataque de insetos, mas também pelo menor recebimento de recursos durante a
formacéo. Condicdes climaticas, estadio de maturacéo, genética da planta-mae e seu estado
nutricional sdo fatores que também podem influenciar na capacidade regenerativa e na
viabilidade dessas sementes. Conforme apontado anteriormente, todas as espécies de
Eugenia que tiveram as sementes estudadas quanto a tolerancia a dessecacdo foram
agrupadas dentre as recalcitrantes, ou seja, sensiveis a dessecacdo e com baixo potencial
de armazenamento (Delgado e Barbedo, 2007; Sena et al., 2010; Scalon et al., 2012).

Tendo em vista o potencial regenerativo dessas sementes, associado a ampliacdo do
tempo para que as mesmas permanecam Vviaveis até a proxima safra e a sensibilidade a
dessecacdo, é fundamental investigar se a regeneracdo das novas estruturas nas sementes
estad associada a intensa herbivoria e 0 quanto as sementes suportam perder suas reservas e
ainda manterem o potencial germinativo.

Sendo assim, neste trabalho testou-se a hipo6tese de que a estratégia de sementes de
Eugenia em controlar e produzir germinacdes sucessivas esta associada a variacdo das
reservas disponiveis nos cotilédones, decorrente da eficiéncia de translocacdo da planta-
mée para a semente e do consumo por insetos predadores.

O objetivo deste estudo foi analisar os limites para regeneracdes das novas
estruturas (raizes e plantulas) em sementes de Eugenia, procurando associa-las a possiveis
respostas dessas sementes ao ataque de insetos, o estudo foi organizado em trés capitulos.
No primeiro ("Regeneration of roots and seedlings as a propagation strategy in seeds of as
Eugenia candolleana DC. (Myrtaceae)") procurou-se verificar a capacidade das sementes
de Eugenia em regenerar raizes e a formacdo de plantulas por diversas vezes seguidas,
associando-se essa capacidade com uma possivel estratégia de que a mesma semente, sendo

recalcitrante, possa permanecer no campo por longos periodos, sempre com potencial de
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estabelecimento da espécie. No segundo capitulo (*Viabilidade e regeneracdo em sementes
de Eugenia spp. (Myrtaceae) submetidas ao armazenamento™) procurou-se investigar se
apos passado um periodo de deterioracdo, tais sementes ainda mantém a capacidade
regenerativa. Finalmente, no terceiro capitulo ("Relacdo entre a massa cotiledonar e a
regeneracdo de raizes e plantulas em sementes de Eugenia spp. (Myrtaceae)") procurou-se
verificar o quanto a reducédo do tecido de reserva influencia na capacidade de germinar e
de formar novas plantulas. Face a dificuldade em se obter grande nimero de sementes de
uma mesma espécie de Eugenia para todos os estudos, e considerando que os trabalhos
com sementes de diferentes espécies de Eugenia tém mostrado similaridade de
comportamento entre as diferentes espécies, em cada capitulo foi utilizada a espécie que

produziu suficiente quantidade de sementes na safra de cada ano.



CAPITULO |

Regeneration of roots and seedlings as a propagation strategy in

seeds of as Eugenia candolleana DC. (Myrtaceae)

Artigo submetido a Journal of Seed Science em 21-06-2023.

20



21

Titulo resumido: Regeneration of roots and seedlings in Eugenia candolleana seeds

Regeneration of roots and seedlings as a propagation strategy in seeds of

Eugenia candolleana DC.

Camila Rivero Alonso?!, Maiara ladwizak Ribeiro!, Marina Crestana Guardia®, Claudio
José Barbedo!”

ABSTRACT - Seeds of the genus Eugenia have a high regenerative capacity, producing
roots and seedlings from seeds that have reduced cotyledonary mass. Also, it was observed,
for seeds of this genus, the regeneration of new roots and seedlings, when the first roots
and seedlings are eliminated, yet, this characteristic is maintained when the seed had its
reserves reduced by half. This study aimed to analyze the limits of regeneration of new
roots and seedlings in whole and fractionated seeds of Eugenia candolleana, at different
maturation stages. Additionally, the regenerative capacity of seeds stored for six months
was also evaluated. The seeds were sown and when they produced the first roots and
seedlings, these were eliminated, simulating a condition of herbivory. The results showed
that, in addition to presenting a high regenerative capacity at different maturation stages,
the seed reduced by half, root regeneration was maintained, even after the storage period,
such information may indicate that seeds of the genus Eugenia are able to wait the next
crop regenerating several times as a way to withstand or tolerate predation. This ability can
be understood as a propagation strategy of the species.

Index terms: fractionation, maturation, recalcitrant seed

L Instituto de Pesquisas Ambientais. Avenida Miguel Stefano, 3687, Sdo Paulo — SP.
*Corresponding author: cjbarbedo@yahoo.com.br
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Regeneracao de raizes e plantulas como estratégia de propagacdo em sementes de
Eugenia candolleana DC. (Myrtaceae)

RESUMO - Sementes do género Eugenia apresentam alta capacidade regenerativa,
produzindo raizes e plantulas a partir de sementes que tiveram reducdo da massa
cotiledonar. Também, foi observado, para sementes deste género, a regeneracdo de novas
raizes e plantulas, quando as primeiras raizes e plantulas sdo eliminadas, ainda, tal
caracteristica se mantém quando a semente teve suas reservas reduzidas pela metade. Este
estudo teve como objetivo analisar os limites das regeneracdes de novas raizes e plantulas
em sementes inteiras e fracionadas de Eugenia candolleana, em diferentes estadios de
maturacdo. Adicionalmente, avaliou-se a capacidade regenerativa em sementes
armazenadas por seis meses. As sementes foram semeadas e quando emitiram as primeiras
raizes e plantulas, estas foram eliminadas, simulando uma condicdo de herbivoria. Os
resultados mostraram que, além de apresentar alta capacidade regenerativa em diferentes
estadios de maturacdo, a semente reduzida pela metade, a regeneracao de raizes se manteve,
inclusive apds o periodo de armazenamento, tais informacdes podem indicar que sementes
do género Eugenia sdo capazes de aguardar a proxima safra regenerando diversas vezes,
como maneira de suportar ou tolerar a predacdo. Essa habilidade pode ser entendida como

estratégia de propagacéo da espécie.

Palavras chave: fracionamento, maturagéo, semente recalcitrante
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Introducéo

O género Eugenia (Myrtaceae) compreende espécies florestais e frutiferas com alto
potencial econémico, pois produzem frutos carnosos, adocicados ou ndo, proprios para
consumo na forma natural ou para serem industrializados (Amador e Barbedo, 2015;
Lamarca et al., 2020; Amorim et al., 2020). Tal género é o que apresenta mais espécies
dentro da familia mais rica da Mata Atlantica, das quase 6000 espécies de Myrtaceae 1100
sdo do género Eugenia, de longe o0 mais rico dentre aproximadamente 140 géneros desta
familia (Wilson, 2011; Mazine et al., 2020; Fernandes et al., 2023).

Os frutos das espécies deste género, podem ser dispersos por animais (zoocoria), na
maioria das vezes por aves e mamiferos, especialmente 0os macacos, mas também por
repteis e peixes (Castro e Galetti, 2004; Christianini e Martins, 2015).

Observacdes de campo permitiram verificar que os frutos de Eugenia spp. séo
capturados por aves que se alimentam deles ou de suas sementes e, nessa captura, as
sementes podem ser partidas ou fracionadas naturalmente. Além das aves, larvas de insetos
também foram observadas em sementes, alimentando-se destas.

E. candolleana D.C. (ameixa-da-mata), ainda é pouco estudada, as sementes nédo
toleram desidratagdo e, consequentemente, assim como ocorre com as sementes de outras
espécies de Eugenia, ndo podem ser armazenadas por longos periodos (Barbedo, 2018;
Amorim et al., 2020). Também como as sementes de outras espécies desse género, as de
E. candolleana apresentam capacidade de regenerar novas raizes e plantulas apds serem
eliminadas as primeiras germinacoes e 0s primeiros desenvolvimentos (Alonso et al., 2019;
Alonso e Barbedo, 2020). Essa capacidade de regenerar raizes, ou mesmo plantulas
inteiras, também foi observada quando as sementes passaram por restricdo hidrica,
podendo regenerar novas raizes a partir de tecidos preservados Umidos no interior da

semente de Eugenia brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis e E. uniflora (Inocente e
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Barbedo, 2019).

Sementes de Eugenia tém potencial para gerar novas raizes e até plantas inteiras
mesmo apos remocdo de grande parte das reservas (Prataviera et al., 2015). Ha evidente
interesse na compreensao dos fatores envolvidos nessa capacidade regenerativa que
permitem a formacdo de novas plantulas quando a semente é fracionada (Teixeira e
Barbedo 2012, Prataviera et al. 2015, Calvi et al. 2017, Alonso et al. 2019). Apos o
fracionamento, a capacidade regenerativa em sementes foi observada também em
Garcinia, da familia Clusiaceae (Joshi et al., 2006; Asomaning et al., 2011).

Nas sementes de Eugenia, o fracionamento pode resultar em valores superiores a
100% de germinacdo, quando se considera o numero de raizes obtidas nas fracGes em
relacdo ao nimero de sementes colocadas para germinar, pois duas ou mais fracbes da
mesma semente podem produzir raizes. Em outras palavras, uma mesma semente pode
produzir mais de uma raiz, se cada fracdo germinar. Curiosamente, porém, a germinacgéo
dificilmente ultrapassa 100% quando essas sementes ndo sdo fracionadas, sugerindo algum
mecanismo de controle interno da germinacédo, impedindo que as reservas sejam gastas em
varias germinacOes simultaneas (Amador e Barbedo, 2015). A capacidade de regeneracao
de estruturas e de autocontrole de germinacdes simultaneas e a quantidade de reservas
superior a necessaria para a formacdo de uma plantula podem estar relacionadas com
alguma pressdo de selecdo natural que garante o estabelecimento da plantula mesmo
quando o ambiente ndo é favoravel a isso nas primeiras germinagdes, como a predagdo ou
condicéo de déficit hidrico. Estudos indicam que, para espécies do género Eugenia, mesmo
guando uma semente é consumida quase totalmente por um inseto, ainda mantém reservas
suficientes para producdo de uma plantula, preservando sua capacidade de propagacao e
estabelecimento da espécie, por meio de sucessivas germinacdes (Teixeira e Barbedo 2012,

Alonso et al., 2019).
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Foi mostrado, ainda, para algumas espécies de Eugenia, que a capacidade
regenerativa dessas sementes esta presente durante um longo periodo, desde as sementes
ainda imaturas até as que ja iniciaram a germinacéo (Teixeira e Barbedo 2012; Delgado e
Barbedo, 2020). Contudo, os limites de regeneracdo de novas estruturas e o tempo de cada
regeneracdo, que poderiam aumentar a permanéncia e conservacao dessas sementes no
ambiente, ainda sd@o pouco conhecidos. Portanto, o objetivo neste estudo foi analisar o0s
limites das regeneracfes de novas raizes e plantulas em sementes inteiras e fracionadas de
Eugenia candolleana, em diferentes estadios de maturacao e apds o armazenamento.

Material e métodos

Obtencdo do material vegetal - No periodo de janeiro a maio de 2019, foram coletados
frutos de E. candolleana, provenientes de matrizes localizadas no Jardim Botanico de Séo
Paulo (JB, figura 1A), no municipio de Sdo Paulo (23°38°27.38°°S e 46°37°34.57°W) e
em propriedade privada na cidade de Rio Claro (RC, figura 1B) (22°43°23’S e
44°08°08°’W), ambos no Estado de Séo Paulo. Apds as coletas, os frutos foram levados
para o Laboratdrio de Sementes do Jardim Botanico para classificacdo e, em seguida, as
sementes foram extraidas.

Apdbs medicao com auxilio de paquimetro digital, os frutos do JB foram separados
em cinco estadios de maturacao de acordo com a coloracao do epicarpo. Frutos totalmente
verdes, que constituiram o estadio 1 (E 1), foram descartados por serem em ndmero muito
reduzido. Frutos que apresentaram 75% do epicarpo com coloracdo verde, foram
considerados pertencentes ao estadio 2 (E 11); os que tinham 75% de epicarpo de coloracao
vermelha, estadio 3 (E I11); frutos totalmente vermelhos, estadio 4 (E IV); e frutos com 75
a 100% de coloragdo roxa, estadio 5 (E V) (figura 1A).

A extracdo das sementes dos frutos foi manual, retirando-se os residuos de polpa

com auxilio de peneira e dgua e 0 excesso de agua com papel toalha. Em seguida, as
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sementes foram armazenadas em sacos de polietileno, perfurados e sob baixa temperatura
(10 £2 °C), até a instalacdo dos experimentos, ndo excedendo o prazo de sete dias para JB.

Os frutos de RC foram coletados totalmente maduros (figura 1B), as sementes
extraidas e armazenadas conforme descrito acima, por um periodo de seis meses.
Avaliacdes fisicas e fisiologicas - o teor de agua (em %, base Umida) e a massa seca (g.
semente™) das sementes foram determinados pelo método da estufa a 105 °C por 24 horas
(Brasil, 2009), com quatro repeticdes de dez sementes. O potencial de 4gua das sementes
foi obtido em potencibmetro WP4 (Decagon Devices, Inc., Pullman) com base na
temperatura do ponto de orvalho.

Os testes de germinacdo, com avaliacdes diarias, foram realizados em sala de

germinacdo controlada, com luz branca continua, a 25 °C. As sementes foram
acondicionadas em caixas plasticas (gerbox) contendo uma camada de dois centimetros de
vermiculita como substrato, previamente umedecida com agua até o limite de saturacao.
Considerou-se germinada a semente com emissao de 0,5 cm de raiz primaria; para o
desenvolvimento de plantula, foi considerada a formacéo de plantula normal, sem defeitos
(Inocente e Barbedo, 2021).
Limite da regenerabilidade de raizes e plantulas em sementes em diferentes estadios de
maturacao - sementes inteiras e fracionadas, de E Il a E V, foram colocadas para germinar
em vermiculita umedecida, conforme descrito anteriormente. Para o fracionamento,
utilizou-se bisturi cirargico para corta-las ao meio longitudinalmente, passando pelo hilo,
avaliando-se apenas metade de cada semente, como forma de reduzir a massa cotiledonar
(Figura 1C).

No momento em que as raizes primarias oriundas das sementes atingiram 1,5 cm,
foram eliminadas com auxilio de bisturi cirirgico. Apo6s a eliminacdo, as sementes

retornaram para as caixas plasticas para verificar a capacidade em regenerar novas raizes.
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As sementes gque regeneraram novas raizes, tiveram esta raiz novamente removida quando
atingiu 1,5 cm e retornaram para a caixa de germinacao. Este processo foi repetido até que
as sementes produzissem a sétima raiz (ou seja, a sexta raiz regenerada). Dessa forma,
foram conduzidos os seguintes tratamentos: SE = sem eliminacdo de raizes; ER1 =
eliminacéo da raiz da primeira germinacéo; ER2 = eliminacgéo da primeira raiz regenerada;
ER3 = eliminacdo da segunda raiz regenerada; ER4 = eliminacdo da terceira raiz
regenerada; ER5 = eliminacdo da quarta raiz regenerada; ER6 = eliminacao da quinta raiz
regenerada; ER7 = eliminacdo da sexta raiz regenerada (figura 2).

O mesmo procedimento foi realizado para avaliar a regeneracdo de plantulas

inteiras, eliminando-se plantulas quando estas atingiram 2,5 cm de parte aérea. Esses
tratamentos foram representados por SE, EP1, EP2 e EP3 (figura 2).
Limite da regenerabilidade de raizes e plantulas em sementes armazenadas - sementes
inteiras de E. candolleana, oriundas de frutos totalmente maduros, foram mantidas
armazenadas em sacos de polietileno semiperfurados sob baixas temperaturas (10 £2 °C)
por seis meses, até a instalacdo dos experimentos de regenerabilidade. Apds esse periodo,
foram colocadas para germinar como no experimento anterior e, foram submetidas aos
mesmos tratamentos de SE a ER6 e de SE a EP2 (figura 2).

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticGes de
vinte e cinco sementes para todos os testes. Os resultados obtidos foram submetidos a
analise de variancia ao nivel de 5% e as médias foram comparadas entre si pelo teste de

Tukey (P < 0,05).
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Resultados e Discussao

O diametro de frutos e das sementes, assim como o teor de dgua e o contetido de
massa seca das sementes, ndo apresentaram diferencas entre os estadios de maturagédo
estudados (Figura 3). A massa fresca das sementes foi ligeiramente maior em E I1l. Esses
dados sugerem que ha pouca diferenca no grau de maturidade das sementes entre as
oriundas dos frutos mais imaturos (E 1l) e dos mais maduros (E V), como ja verificado
também em outra espécie do género (Lamarca et al., 2013). Os dados de germinacéo e de
formacdo de plantulas normais (figura 4, SE) reforcam essa pequena diferenca entre os
estddios de maturacdo. Apenas o potencial de agua apresentou substancial diferenca,
especialmente entre as sementes de frutos mais imaturos em relacdo as demais (figura 3
D), cujo potencial foi bem menor, talvez por estarem no inicio da formacéo, recebendo
maior quantidade de assimilados da planta mée, tornando a 4gua presente na semente com
maior concentracdo de solutos e, portanto, com diminuicdo da fluidez do meio aquoso
(Marcos-Filho, 2015; Alonso et al., 2019).

A regeneracdo de raizes em sementes inteiras ocorreu até a remocao da terceira raiz
em todos os estadios de maturacdo e até a quarta raiz nos estadios Il e IV (Figura 4A), mas
foi menor para a regeneracdo de plantulas (Figura 4B). A capacidade regenerativa de novas
raizes ap6s eliminacdo das primeiras raizes, em sementes de E. candolleana, pode estar
relacionada a uma pressdo de selecdo (evolutiva) em que se expressou através da grande
guantidade de reservas gque essas sementes possuem (Teixeira e Barbedo, 2012), bem como
a capacidade de produzirem novas raizes a partir de células do cotilédone (Delgado et al.,
2022), permitindo que essas sementes possam ser predadas e, ainda assim, continuem
capazes de germinar.

Essa caracteristica pode ser compreendida, também, como forma alternativa a

secagem classica do final da maturacgdo, tipica das sementes tolerantes a dessecacdo
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(ortodoxas). Evolutivamente, cada espécie foi se adaptando as curvas de modificacdo das
caracteristicas durante a maturacdo conforme as condi¢cdes do ambiente (Guardia et al.,
2018; Barbedo, 2018; Barbedo, 2021). Em espécies de Eugenia, o grande acumulo de
reservas e a aquisicdo da capacidade regenerativa nas sementes ainda muito imaturas
(Teixeira e Barbedo, 2012) pode ter permitido que a espécie se perpetuasse no ambiente
por meio de sucessivas germinacdes a partir da mesma semente. A grande vantagem dessa
estratégia € a permanéncia no ambiente, mesmo que adverso, por longos periodos. Em
relacdo a isso, é curioso notar que a cada nova formacéo de raizes e/ou plantulas, quando
alguma raiz/plantula é perdida, hd aumento no tempo necessario para essa nova formacao
(figura 5). Portanto, quando ha perda de uma raiz germinada ou plantula formada, nédo
apenas ha possibilidade de que uma nova raiz/plantula seja produzida como, ainda, o tempo
para essa nova producdo sera maior que o tempo para a producdo da anterior. Isso prolonga
ainda mais o periodo em que a semente pode permanecer no ambiente em condi¢des de
estabelecer a espécie. Por serem sementes sensiveis a dessecacdo (recalcitrantes), nao
poderiam formar bancos de sementes no solo, como ocorre com muitas espécies com
sementes ortodoxas, pois teriam que germinar prontamente ou se deteriorariam
rapidamente (Barbedo, 2018). Contudo, a capacidade de produzir germinagdes sucessivas,
associada aos mecanismos de tolerancia a déficits hidricos do ambiente (Inocente e
Barbedo, 2019) e, inclusive, de regenerar raizes e plantulas sob déficit hidrico (Inocente e
Barbedo, 2021), produz efeito similar ao banco de sementes no solo, talvez até que a nova
safra de sementes seja dispersa.
Quando uma fracdo da semente € eliminada, ou seja, quando suas reservas
nutricionais sao reduzidas pela metade, simulando um ataque herbivoro, como se um inseto
ou ave tivesse consumido a metade das reservas da semente, ainda assim as sementes séo

capazes de regenerar novas raizes (Figura 6 A) e novas plantulas (Figura 6 B). A



30
regeneracdo ocorreu em sementes fracionadas, observando-se a producéo de terceira raiz
em todos os estadios de maturacdo e até a quarta raiz para E Ill, indicando que essas
sementes possuem muito mais massa cotiledonar do que o0 necessario para somente uma
germinacdo (Barbedo, 2018; Delgado e Barbedo, 2020). Teixeira e Barbedo (2012),
destacaram a importancia e influéncia que o estadio de maturacdo exerce sobre a
capacidade regenerativa em sementes de Eugenia, porém a intensidade da influéncia
depende da espécie e do grau de maturacédo, as maduras com maior capacidade regenerativa
que as imaturas.

O tempo das regeneracdes em metade das sementes também foi ampliado. Apds a
primeira eliminacdo de raiz (ER1), a segunda raiz regenerou em 64, 61 e 60 dias para 0s
estadios Il, 111 e IV, respectivamente (Figura 7 A). Enquanto isso, na producéo de plantulas
(Figura 7 B), quando a primeira plantula foi eliminada, a segunda regenerou em 180 dias
para os estadios Il e I11, 144 dias para o estadio IV e no estadio V nem houve regeneracdes
de segunda plantula (Figura 7 B). Esses dados indicam que sementes de E. candolleana
apresentam alta capacidade regenerativa, produzindo raizes e plantulas a partir de sementes
com reducdo de sua massa cotiledonar, como verificado em outras espécies do género
(Teixeira e Barbedo, 2012; Prataviera et al., 2015; Amorim et al., 2020; Delgado e Barbedo,
2020), podendo permanecer mais tempo no ambiente (Alonso et al., 2019; Alonso e
Barbedo, 2020), possibilitando a sobrevivéncia sob condi¢cBes ambientais desfavoraveis.

As sementes de E. candolleana do JB apresentaram valores iniciais de germinacgao
e formacdo de plantulas normais abaixo dos normalmente encontrados para a espécie
(Alonso et al., 2019). Isso pode ser resultado de condi¢Bes desfavordveis do ambiente
durante a formacdo e maturacao das sementes (Marcos-Filho, 2015; Guardia et al., 2018).
Portanto, sementes com qualidade inicial mais elevada poderiam resultar em regeneragéo

de raizes e plantulas ainda melhores. As de RC, por exemplo, mesmo apds armazenamento
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apresentaram valores elevados de germinacgéo e producédo de plantulas normais (figura 8).
Apos as eliminacdes de raizes e plantulas, essas sementes também apresentaram alta
capacidade regenerativa, produzindo até a sétima raiz (Figura 8 A).

Considerando as mdltiplas e sucessivas germinacdes, as sementes de RC seriam
capazes de permanecer maior tempo no campo, como estratégia de propagacéo para essa
espécie (Barbedo, 2018; Alonso et al., 2019), como verificado pelos resultados de tempo
necessario para cada regeneracao (figura 9). Quando se avaliou a producéo de plantulas, a
regeneracdo pode ser observada apenas até a terceira plantula. E, quando se observou o
periodo das regeneracdes de novas raizes, percebeu-se que o tempo de cada regeneracdo
de raiz foi aumentando a medida que cada eliminacdo de raiz ocorria. Assim, a primeira
raiz precisou de 4 dias para ser produzida, entretanto, a sétima raiz foi produzida em 245
dias, ou seja, 241 dias distanciaram a primeira raiz da Ultima raiz regenerada neste
experimento. Essas sementes passaram cerca de oito meses tentando produzir uma nova
raiz (Figura 9 A), este tempo somado aos seis meses de armazenamento, totaliza 14 meses
que a semente sobreviveu e ultrapassou o periodo até a proxima safra (Barbedo, 2018;
Alonso e Barbedo, 2020).

Com relacdo a producdo de novas plantulas, as sementes de E. candolleana
armazenadas, também apresentaram ampliacdo do tempo das regeneracbes. ApoOs a
primeira eliminacdo de plantula, a semente precisou de 75 dias para produzir a segunda
plantula e 167 dias para produzir a terceira, equivalente a quase 5 meses e meio em que a
semente permaneceu tentando produzir uma nova plantula (Figura 9 B). Estes dados
mostram também que, mesmo apods terem sido armazenadas por seis meses, ainda
preservaram a capacidade em regenerar novas raizes por sucessivas vezes.

Neste estudo, observou-se que a capacidade regenerativa pode ter ampliado o tempo

de permanéncia dessas sementes no solo, regenerando sucessivas vezes, podendo dessa
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maneira, produzir novas raizes ou plantulas a medida que fossem perdidas através da

predacao (Barbedo 2018; Alonso e Barbedo, 2020).

Concluséo
As sementes de Eugenia candolleana mostraram que regeneram raizes e plantulas
mesmo com reducdo de sua massa cotiledonar pela metade, mantendo a capacidade de

germinar sucessivas vezes, quando as primeiras raizes produzidas séo perdidas.
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Figura 1: Frutos e sementes de E. candolleana, separados em quatro estadios de maturacdo
(A); frutos e das sementes de E. candolleana, totalmente maduras, armazenadas

por seis meses (B) e semente inteira, indicando o hilo e o local a ser fracionada,

no sentido longitudinal da semente (C). Escala 1cm

E. candolleana E. candolleana
(maturagéio) (armazenamento)
Sementes em diferentes Sementes totalmente
estadios de maturagio maduras (E V)
(EILENLEIVeEV)

Sementes Sementes Sementes
inteiras fracionadas mteiras

Tratamentos de Regenerabilidade |
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Eliminagdes de raizes (ER) Eliminagdes de plantulas (EP)
(SE, ER1, ER2, ER3, ER4, ERS e ER6) (SE, EP1 e EP2)

Figura 2. Fluxograma da sequéncia dos tratamentos de regenerabilidade aplicados as
sementes de E. candolleana.
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Figura 3. Diametro dos frutos (A) e das sementes (B) expressos em milimetros (mm); teor
de agua (C) expressos em porcentagem (%), potencial hidrico expresso em
megapascal (MPa) (D); massas fresca (E) e seca (F), expressas em g. semente™,
de E. candolleana DC., de acordo com os diferentes estddios de maturidade
fisiolégica, em que, E 11 = estadio 2; E Ill1=estadio 3; E IV=-estadio 4 e E V=
estadio 5. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
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Figura 4. Regeneracdo de raizes em sementes inteiras de E. candolleana, em

diferentes estadios de maturacdo, descritos como: E I, E I, E IV e
E V. SE, ER1, ER2, ER3 e ER4 referem-se aos tratamentos de
regenerabilidade de raizes (SE= sem eliminac¢des; ER1= eliminacédo
da primeira raiz; ER2= eliminacdo da segunda raiz; ER3=
eliminacdo da terceira raiz e ER4= eliminagédo da quarta raiz) (A);
regeneracdo de plantulas em sementes inteiras de E. candolleana, em
diferentes estadios de maturacdo (E Il, E Ill, E IV e E V) e
tratamentos de regenerabilidade de plantulas (SE, EP1 e EP2, SE=
sem eliminagdes; EP1= eliminacdo da primeira plantula e EP2=
eliminacdo da segunda plantula) (B); Letras mindsculas comparam
as eliminacdes e as letras mailsculas comparam os estadios de
maturacao.
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Figura 5. Tempo (dias) para regeneracdo de novas raizes (A) e novas plantulas

(B) em sementes inteiras de E. candolleana, em diferentes estadios de
maturacao.
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Figura 6. Regenerag&o de raizes em sementes fracionadas de E. candolleana, em diferentes
estadios de maturacéo, descritos como: E I, E IlIl, E IV, EV e SE, ER1, ER2 e
ER3, referem-se aos tratamentos de regenerabilidade de raizes (SE = sem
eliminagOes; ER1 = eliminacdo da primeira raiz; ER2 = eliminacdo da segunda
raiz e ER3 = eliminacdo da terceira raiz) (A); regeneracdo de plantulas em
sementes fracionadas de E. candolleana, em diferentes estadios de maturacao
(SE, EP1 e EP2, em que SE= sem eliminacGes; EP1= eliminac¢do da primeira
plantula e EP2= eliminacdo da segunda plantula) (B). Médias seguidas pela
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mesma letra ndo diferem entre si (Tukey 5%). Letras minUsculas comparam as
eliminacdes e as letras maidsculas comparam os estadios de maturacao.
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Figura 7. Tempo (dias) para regeneracdo de raizes (A) e plantulas (B), em
sementes fracionadas de E. candolleana, em diferentes estadios de
maturacao.
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Figura 8. Regeneracdo de raizes em sementes inteiras e maduras de E.
candolleana, armazenadas sob baixa temperatura por seis meses. SE,
ER1, ER2, ER3, ER4, ER5 e ERG6 sdo tratamentos de regenerabilidade
de raizes (SE= sem eliminagdes; ER1= eliminagdo da primeira raiz;
ER2= eliminacdo da segunda raiz; ER3= eliminacéo da terceira raiz;
ER4= eliminacdo da quarta raiz; ER5= eliminacdo da quinta raiz e
ER6= eliminacdo da sexta raiz) (A) e SE, EP1 e EP2 sdo tratamentos
de regenerabilidade de plantulas (SE= sem eliminagOes; EP1=
eliminacdo da primeira plantula e EP2= eliminacdo da segunda
plantula) (B). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
(Tukey, 5%)
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CAPITULO 11

Viabilidade e regeneracdo em sementes de Eugenia spp. submetidas ao

armazenamento
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Viabilidade e regeneracdo em sementes de Eugenia spp. submetidas ao
armazenamento
Camila Rivero Alonso @®; Claudio José Barbedo ®

Resumo - As sementes do género Eugenia apresentam baixa longevidade em
armazenamento, pois ndo toleram dessecacdo a niveis que reduzam o metabolismo e
impecam o inicio da germinacdo. Em estudos anteriores verificou-se que a maior parte
dessas sementes perde a viabilidade ap6s nove meses sob condicdes de refrigeracdo. Neste
estudo avaliou-se a manutencdo da regenerabilidade em sementes de Eugenia spp. ap0s
armazenamento, visando a prolongar a longevidade das sementes, aumentando a
conservacdo ex situ. A principio, sementes de Eugenia uniflora, E. involucrata e E.
brasiliensis foram armazenadas a 10 + 1 °C por nove, oito e sete meses, respectivamente;
apos o periodo de armazenamento, realizou-se extracdo das primeiras raizes e plantulas.
Em outro experimento, sementes de E. involucrata foram submetidas ao teste do
envelhecimento aceleradoa42 + 1 °C por 6, 12, 24 e 48 horas; ap0s esses periodos, avaliou-
se a capacidade regenerativa das sementes para raizes e plantulas. O tempo das novas raizes
e plantulas também foi avaliado para ambos experimentos. O armazenamento ndo impediu
a regeneracdo de novas raizes e plantulas, porém, parece ter atrasado a quantidade de
regeneracdes e aumentado o tempo de regeneracdo de uma raiz. Provavelmente, essa
capacidade permitiu que as sementes pudessem passar por sucessivas germinacoes,
garantindo a propagacdo e resistindo a herbivoria. Essa caracteristica pode ser
compreendida, ecologicamente, como forma alternativa a secagem, permitindo que a
espécie se perpetue no ambiente por meio de sucessivas germinacgdes a partir da mesma

semente.

Palavras-chave: estratégia ecologica, Myrtaceae, semente recalcitrante.
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Abstract - Seeds of the genus Eugenia have low longevity in storage, as they do not tolerate
desiccation at levels that reduce their metabolism and prevent the beginning of
germination. In previous studies it was found that most of these seeds lose viability after
nine months even under refrigerated conditions. In this study, the maintenance of
regenerability in seeds of Eugenia spp. that went through storage, aiming to prolong the
longevity of the seeds, increasing the ex-situ conservation. At first, seeds of Eugenia
uniflora, E. involucrata and E. brasiliensis were stored at 10 (£1 °C) for nine, eight and
seven months, respectively. After the storage period, the first roots and seedlings were
extracted. In another experiment, seeds of E. involucrata were submitted to the accelerated
aging test at 42 (1 °C) for 06, 12, 24 and 48 hours, after these periods, the regenerative
capacity of the seeds for roots and seedlings was evaluated. The time of new roots and
seedlings was also evaluated for both experiments. In general, storage did not prevent the
regeneration of new roots and seedlings, however, it seems to have delayed the number of
regenerations, as observed in E. involucrata, and also increased the regeneration time from
one root to the next. Probably, such seeds adopted this ability to allow passing through
successive germinations as a form of propagation, resisting herbivory and also due to the
large amount of reserves they have. This characteristic can also be understood,
ecologically, as an alternative to drying, allowing the species to perpetuate itself in the

environment through successive germinations from the same seed.

Keywords: ecological strategy, Myrtaceae, recalcitrant seed.
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Introducéo

O armazenamento de sementes é considerado um grande desafio na conservacao ex
situ das sementes recalcitrantes. De maneira geral, o principal objetivo do armazenamento
€ a preservacdo da qualidade fisiolégica das sementes, durante o periodo que
permaneceram armazenadas (Ferreira e Borghetti, 2004; Carvalho e Nakagawa, 2012;
Barbedo e Santos Junior, 2018).

Sementes recalcitrantes ndo suportam a dessecacéo, por isso sao dificeis de serem
armazenadas, pois, podem deteriorar rapidamente (Barbedo et al., 2013; Barbedo, 2018).
A deterioracdo € um processo inevitavel, que ocorre de maneira continua e irreversivel,
ndo sendo possivel recuperar a qualidade individual da semente (Delouche, 1963).

A literatura relata que sementes recalcitrantes de Eugenia brasiliensis puderam ser
armazenadas por até 180 dias, em camara fria a 7 °C (Kohama et al., 2006); ja em outros
estudos, foi possivel preservar a viabilidade de sementes da mesma espécie em solucdes de
polietilenoglicol (PEG), a -1 e -2 MPa, por até 540 dias (Cécel et al., 2023).

Em geral, sementes tiveram que, com o decorrer da evolucdo, desenvolver
estratégias que as mantivessem vivas por mais tempo, até que as condicdes fossem
favoraveis para o desenvolvimento de novas plantulas. Contudo, por ndo passarem por
secagem natural na planta-mae as sementes recalcitrantes sao dispersas com alto teor de
agua, dificultando a permanéncia no campo por longos periodos (Barbedo e Marcos-Filho,
1998). Além disso, particularmente para as espécies do género Eugenia, as sementes tém
grande quantidade de predadores. Dessa maneira, é possivel que a capacidade de
regeneracdo de raizes e plantulas nessas sementes tenha sido uma adaptagdo como
estratégia compensatoria a tolerancia a dessecacdo, com sementes que germinam por um

longo periodo no ano.
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A germinacdo em condicdes desfavoraveis, letal para a maioria das sementes
recalcitrantes, pode resultar na morte das primeiras plantulas produzidas por sementes de
Eugenia, mas ndo da semente toda. Isso porque tais sementes apresentam duas importantes
caracteristicas que permitem germinacgdes sucessivas: 1) tecidos e células capazes de se
diferenciar em novas plantulas (Delgado et al., 2022); 2) reservas suficientes para nutrir
varias plantulas nos estadios iniciais de desenvolvimento (Alonso e Barbedo, 2020).

As sementes de Eugenia podem ter adotado estratégia de propagacdo no tempo e
no espaco diferente da desenvolvida pelas sementes ortodoxas (Silva et al., 2003, 2005;
Delgado et al., 2010). E provavel que a capacidade regenerativa das sementes de Eugenia
spp. associadas ao armazenamento possa ampliar a durabilidade das mesmas que se
tornariam inviaveis em poucos meses.

O presente trabalho objetivou determinar a capacidade regenerativa de raizes e
plantulas em sementes do género Eugenia spp. armazenadas sob baixa temperatura e, apos
teste de envelhecimento acelerado.

Material e métodos

Coleta de frutos e extracdo de sementes - frutos recém-dispersos de E. uniflora
(EV), E. involucrata (EI) e E. brasiliensis (EB) foram coletados de matrizes localizadas no
Jardim Botanico de S&o Paulo, municipio de S&o Paulo (23°38°S e 46°37°W), de outubro
a dezembro de 2018. Frutos de El forma coletados também de outubro a novembro de
2021.

Apbs as coletas os frutos foram encaminhados ao Laboratério de Sementes para
extracdo das sementes, que foi realizada manualmente, retirando-se os residuos de polpa
com auxilio de peneira e agua. O excesso de agua foi removido com papel toalha.

Avaliaces fisicas e fisiologicas - o teor de &gua, com base na massa seca das

sementes, foi determinado segundo o procedimento recomendado pelas regras
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internacionais, utilizando-se estufa com circulagdo de ar, por 24 horas a 105 °C (ISTA,
1996), com quatro repeticdes de dez sementes. O potencial de agua das sementes foi
medido por equipamento Decagon WP4 (USA) com base na temperatura de ponto de
orvalho (Decagon Devices, 2001).

O teste de germinacao foi conduzido em camara climatizada, com luz branca na
temperatura constante de 25 °C. As sementes foram acondicionadas em caixas do tipo
gerbox, contendo uma camada de dois centimetros de vermiculita como substrato,
umedecida com agua de torneira (Brasil, 2009) até o limite de saturacdo. Para as trés
espécies estudadas, a germinacdo considerada foi a protrusdo de 0,5 cm de raiz primaria,
enquanto o desenvolvimento foi considerado quando houve formacao de plantula normal,
sem defeitos, como descrito por Delgado e Barbedo (2007). As avaliacdes foram diarias.

Teste de regenerabilidade de novas raizes e desenvolvimento de plantulas -
sementes foram colocadas para germinar como descrito no teste de germinacdo. Ao emitir
a primeira raiz com cerca de 1,0 cm, esta foi eliminada com auxilio de bisturi cirargico e a
semente retornou para a caixa gerbox. O processo foi repetido até a eliminacdo da sétima
raiz, compondo os seguintes tratamentos: SE, quando ndo houve qualquer eliminacéo;
ER1, quando houve eliminacdo da primeira germinacdo; ER2, quando houve eliminagédo
da segunda germinacdo; ER3, quando houve eliminacdo da terceira germinacdo; ER4,
guando houve elimina¢do da quarta germinacdo; ER5, quando houve eliminacdo da quinta
germinacdo; ER6, quando houve eliminagdo da sexta germinagdo e ER7, quando houve
eliminacdo de sétima germinacdo. O mesmo procedimento foi realizado para eliminacéo
de plantulas, ou seja, plantulas medindo cerca de 3,0 cm de parte aérea, foram eliminadas
e a semente retornou para o gerbox. As eliminagcfes de plantulas foram até a terceira
eliminacdo, compondo os tratamentos EP1, EP2 e EP3. Os valores registrados para

porcentagem de germinacdo ou de desenvolvimento de plantulas normais foram calculados
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sempre em relacdo ao total de sementes colocadas para germinar apos cada eliminagéo de
raiz ou plantula, e ndo em relacdo ao total inicial de sementes colocadas para germinar.
Quando uma semente ndo apresentava regeneracdo de raiz ou plantula, ndo retornava para
0 teste de germinacdo na fase seguinte, ou seja, apds a eliminacdo de raiz ou parte aérea
das sementes que haviam regenerado. Portanto, o total de sementes utilizado para o célculo
das porcentagens, apés as eliminacgdes de raiz ou parte aérea, poderia ser igual ou inferior
ao total inicial.

Deterioracdo natural - neste estudo as sementes foram armazenadas em sacos de
polietileno e mantidas em baixa temperatura (10 °C) até a instalacdo dos experimentos que
se iniciaram em julho de 2019. Sementes de E. uniflora ficaram armazenada por nove
meses, de E. involucrata por oito e de E. brasiliensis por sete meses. Ao final do periodo
de armazenamento, realizou-se novamente o teste de regenerabilidade de novas raizes e
desenvolvimento de plantulas, conforme descrito anteriormente.

Deterioracdo artificial - sementes de E. involucrata foram submetidas a prévia
deterioracdo por meio do envelhecimento acelerado como comparativo a deterioracdo
natural. Amostras contendo 200 sementes foram distribuidas formando uma camada Unica
sobre a superficie da tela metalica, acoplada a caixa plastica transparente do tipo gerbox,
em que foi adicionado 40 mL de agua, garantindo, dessa maneira, nivel de umidade relativa
do ar proximo de 100% no interior. Cada mini cdmara foi tampada e mantida em estufa a
42 °C por quatro periodos diferentes: 6, 12, 24 e 48 horas (Marcos-Filho, 2015). Em
seguida, avaliou-se novamente o teor de dgua e o potencial hidrico das sementes e instalou-
se o teste de regenerabilidade de novas raizes e desenvolvimento de plantulas, conforme
descrito anteriormente.

Delineamento experimental e analises estatisticas - o delineamento experimental

foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes. Os valores foram submetidos a
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analise de variancia (teste F), ao nivel de 5%. As médias foram comparadas entre si pelo
teste Tukey, também ao nivel de 5% (Santana e Ranal, 2004), empregando-se 0 programa
Sisvar.

Resultados e discusséo

Durante o periodo de armazenamento (deterioracdo natural) ndo houve varia¢do no
teor de agua das sementes para as trés espécies estudadas, mas curiosamente, para E.
uniflora e E. brasiliensis o potencial de agua diminui (tabela 1). Isso indica que, ainda que
a quantidade de 4gua nestas sementes tenha sido a mesma, essa agua provavelmente estava
ligada mais fortemente e, consequentemente, mais dificil de ser removida. A maior
retencdo de agua nessas sementes pode ser uma vantagem por se tratarem de sementes
sensiveis a dessecacdo (Delgado e Barbedo, 2007).

Com relacdo a massa seca, ndao houve diferenca entre os periodos em que cada
espécie foi armazenada. A germinacdo foi reduzida em sementes de E. brasiliensis e a
formacdo de plantulas diminuiu em E. brasiliensis e em E. involucrata (tabela 1). As
diferencas observadas indicam que pode haver niveis distintos de recalcitrancia entre as
espécies de sementes estudadas, esses niveis podem ser identificados e estabelecidos
atraves de testes de tolerancia a dessecacao e pela capacidade de armazenamento dessas
sementes, podendo ocorrer inclusive entre sementes da mesma espécie, sob influéncia
genética e fatores ambientais (Walters, 2000; Pammenter et al., 2003; Barbedo et al., 2013;
Lamarca e Barbedo, 2015).

A reducdo tanto da capacidade germinativa das sementes de E. brasiliensis (de
100% para 42%) quanto de formac&o de plantulas (de 93% para 13%) pode ter contribuido
para a baixa capacidade regenerativa dessas sementes (figura 1). Tais dados indicam que

essas sementes podem ser mais sensiveis ao armazenamento, desenvolvendo alteracoes
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fisioldgicas e bioquimicas, o que pode diminuir o vigor e consequentemente comprometer
a producao das plantulas (Farrant et al., 1986; Marcos-Filho, 2015).

No decorrer da histdria evolutiva algumas sementes desenvolveram diferentes
niveis de tolerancia a dessecacdo, assim, é possivel que exista também um gradiente de
regenerabilidade entre as sementes das diferentes espécies de Eugenia, ou até mesmo entre
populacdes dentro da mesma espécie, como verificado para niveis de sensibilidade a
dessecacdo entre populagdes ou anos de producéo (Lamarca e Barbedo, 2015).

Neste trabalho, a regeneracdo de novas raizes foi melhor observada em sementes
de E. uniflora, quando comparada com E. brasiliensis e E. involucrata (figura 1 A).
Sementes de E. uniflora apresentaram regeneracdo até a oitava raiz, indicando que o
periodo do armazenamento parece ndo ter influenciado a capacidade regenerativa. Tais
dados corroboram com estudos anteriores em que a regeneracdo de novas raizes pode
ocorrer independente do tamanho, da espécie e de grau de maturacao de frutos e sementes
(Alonso et al., 2019; Alonso e Barbedo, 2020).

Observou-se formacdo de novas plantulas (figura 1 B), para as trés espécies
estudadas. Entretanto, a regeneracdo se mostrou mais lenta e com numero de regeneracgdes
de plantulas reduzido. Sementes de E. uniflora regeneraram até a quarta plantula, E.
involucrata até a terceira e E. brasiliensis ndo passou da segunda. Provavelmente, o
investimento energético da semente (quantidade de reservas disponiveis) para formar uma
nova plantula seja muito maior do que formar uma nova raiz e ndo tdo vantajoso quanto
formar raizes sucessivas vezes (Buckeridge et al., 2004; Alonso et al., 2019; Alonso e
Barbedo, 2020). A quantidade e a qualidade das reservas energéticas das sementes estdo
positivamente associadas a morfologia funcional do cotilédone em monocotiled6neas ou
dos cotilédones em eudicotiledoneas, podendo afetar diretamente o estabelecimento e o

desenvolvimento das plantulas (Melo et al., 2004).
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Em trabalhos anteriores, a perda da viabilidade durante o armazenamento foi
observada em sementes armazenadas por sete meses, 0 periodo do armazenamento
acarretou a desestruturagdo do contetdo citoplasmatico nas células do meristema
fundamental. Estas sementes foram armazenadas com seu alto teor de &gua, mas as
sementes foram perdendo umidade durante o armazenamento (Berjak e Pammenter, 2000).
A secagem e 0 armazenamento aplicados a sementes de E. pyriformis promoveram danos
ultraestruturais (Justo et al., 2007) que poderiam impedir ou dificultar a germinagéo. E
provavel gque esses mesmos processos influenciem na regeneracdo de novas plantulas,
quando essas sementes forem submetidas a secagem e armazenamento por longos periodos.

Com relacdo ao tempo das regeneracdes, quando foi avaliado o tempo para
regeneracdo de novas raizes, observou-se que a oitava raiz regenerada em sementes de E.
uniflora demorou 244 dias para ser produzida, periodo que somado ao armazenamento (9
meses) totaliza 523 dias. Portanto, proximo a um ano e meio a semente tentou oito vezes
produzir uma nova planta (figura 2 A). Quanto ao desenvolvimento de plantulas, como ja
mencionado, E. uniflora regenerou mais vezes novas plantulas quando comparado com E.
involucrata e E. brasiliensis e, aos 214 dias da semeadura, E. uniflora produziu até a quarta
plantula (figura 2 B).

A producdo inicial de plantulas ocorreu em 10 dias ap6s a semeadura, mas a
producdo de novas plantulas, quando as primeiras foram eliminadas, necessitou de periodos
cada vez maiores. Essa caracteristica pode ser entendida como importante estratégia de
sobrevivéncia da espécie, produzindo plantulas que aguardam condi¢Ges ambientais
favoraveis para se estabelecerem (Alonso e Barbedo, 2020).

Na deterioragéo artificial de sementes de E. involucrata, pelo teste de
envelhecimento acelerado, houve pequena variacdo no teor de agua apos o periodo de 48

horas, assim como para o potencial hidrico que, ao final das 48 horas, foi reduzido em mais
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de 5 vezes (tabela 2). A massa seca das sementes teve discreta variacdo, mas, tanto a
porcentagem de germinacdo quanto a de formacdo de plantulas normais tiveram grande
reducdo apdés 48 horas de deterioracdo (tabela 2). Lamarca et al. (2009) também
observaram queda na porcentagem de germinacdo de sementes de Paubrasila echinata
apos 48 horas de envelhecimento acelerado, indicando avanco no estado de deterioracao,
uma vez que a germinacdo é considerada uma das Ultimas etapas no processo de
deterioracéo das sementes (Popinigis, 1977; Labouriau, 1983).

Os processos de deterioracdo das sementes envolvem diversas etapas bioguimicas.
Algumas reacdes sdo desencadeadas quando, a qualidade das sementes € reduzida, essas
reacOes quimicas podem danificar moléculas e causar peroxidacdo dos lipidios, esse
processo tem sido considerado a principal causa da deterioracdo de sementes (Kumar et al.,
2015; Gutteridge e Halliwell, 1990; McDonald, 1999). A biossintese de lipidios envolve
diversas organelas, com destaque para as mitocondrias. Portanto, o colapso das
mitocéndrias nas regides de crescimento da plantula, principalmente do eixo embrionario
nas dicotileddneas e da extremidade da radicula nas monocotiled6neas, resultam no baixo
desempenho fisioldgico da semente (Marcos-Filho, 2015; Barbedo e Santos Junior, 2018;
Krzyzanowski et al., 2022).

Neste trabalho, pode-se observar que a deterioracdo das sementes parece nao ter
influenciado totalmente a capacidade regenerativa de novas raizes, as sementes
apresentaram até a sétima regeneragdo de raiz, mas a partir da quarta raiz regenerada, a
porcentagem de regeneracdo declinou, a semente pode ter iniciado algum processo de
deterioracdo, que ocorreu a diminuigéo da capacidade regenerativa. (figura 3 A).

Quanto a producdo de novas plantulas, o envelhecimento das sementes ndo afetou

completamente a capacidade regenerativa das sementes em produzir plantulas (figura 3 B),
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como nos experimentos de regenerabilidade anteriores deste estudo, a producéo de novas
plantulas ocorreu até a quarta plantula, mas também em baixa porcentagem (8%).

A guantidade de dias para regenerar raizes se estendeu para as sementes submetidas
ao menor periodo de envelhecimento acelerado (6 horas) que, apds 315 dias, foram capazes
de produzir a sétima raiz regenerada (figura 4 A). Para regeneracdo de plantulas, sementes
que permaneceram por 6 horas no envelhecimento produziram a segunda plantula em 83
dias; ja as que foram envelhecidas por 12 e 24 horas necessitaram 240 e 252 dias para
regenerarem uma nova plantula, respectivamente (figura 4 B).

No que se refere aos tipos de armazenamento das sementes (deteriora¢do natural,
atraves do tempo e deterioracdo artificial, através do teste de envelhecimento acelerado),
foi possivel observar que, em ambos, as sementes puderam regenerar raizes a plantulas
varias vezes, mesmo apresentando baixa longevidade e dificuldades de armazenamento. A
capacidade em regenerar novas raizes e plantulas apds serem eliminadas as primeiras
germinacOes, em sementes de Eugenia (Teixeira e Barbedo, 2012; Delgado e Barbedo,
2020), pode ser considerada como estratégia que as sementes adotaram para permitir passar
por sucessivas germinacgdes tentando minimizar a herbivoria (Alonso et al., 2019; Alonso
e Barbedo, 2020). Essa capacidade parece evidenciar vantagem evolutiva para essas
espécies, garantindo novas maneiras de estabelecerem e propagarem, mesmo quando as

sementes se apresentam em fases de deterioracéo.
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Tabela 1. Teor (TA) e potencial (PH) de &gua, massa seca (MS), germinagdo (G) e
desenvolvimento de plantulas normais (PN) de sementes de E. uniflora, E. involucrata
e E. brasiliensis antes (out, nov e dez/2018) e apds (jul/2019) o armazenamento.

E. uniflora E. involucrata E. brasiliensis

out/2018  jul/2019  nov/2018  jul/2019  dez/2018  jul/2019

TA (%) 54 b 55b 62 a 65 a 47 c 48 c
PH (MPa) -086a -2,23Db -0,70a -0,74a -0,83a -2,14b
MS (g. semente™) 0,12 b 0,13 b 0,11 b 0,11 b 0,24 a 0,22 a
G (%) 100 a 96 a 98 a 90 a 100 a 42 b
PN (%) 93a 93a 80a 58 b 93a 13 ¢

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

Tabela 2. Teor de agua (TA), potencial hidrico (PH), massa seca (MS), germinacao (G) e
desenvolvimento de plantulas normais (PN), de sementes de Eugenia involucrata,
antes (Inicial) e apds os diferentes periodos (6, 12, 24 e 48h) do teste de
envelhecimento acelerado.

Inicial 6h 12 h 24 h 48 h
TA (%) 59 a 55 ab 56 ab 53Db 43 ¢c
PH (MPa) -1,00 a -1,88 ab -1,06 a -2,99 b -5,43 ¢
MS (g. semente™) 0,117 b 0,159 ab 0,172 a 0,171a 0,193 a
G (%) 91a 93 a 89 a 93a 53b
PN (%) 8la 59 a 76 a 70a 28 b

Médias seguidas pela mesma letra, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5%.
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Figura 1. Germinacdo (A) e desenvolvimento de plantulas (B), submetidas a eliminacGes de

raizes (A) e eliminag@es de plantulas (B) em sementes de E. uniflora, E. involucrata
e E. brasiliensis, armazenadas e submetidas a eliminagdo de raizes (SE= sem
eliminagcOes; ER 1= eliminacdo de primeira raiz; ER 2 = eliminacdo de segunda
raiz; ER 3= eliminacgdo de terceira raiz; ER 4= eliminacdo de quarta raiz; ER 5=
eliminacdo de quinta raiz; ER 6= eliminacdo de sexta raiz; ER 7= eliminagéo de
sétima raiz) e eliminacédo de plantulas (SE= sem eliminagdes; EP 1= eliminagéo de
primeira plantula; EP 2= eliminacdo de segunda plantula e EP 3= eliminacdo de
terceira plantula). Letras mailsculas comparam espécies e letras minudsculas
comparam eliminac@es de raizes (ER) ou plantulas (EP).
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proveniente de sementes armazenadas de E. uniflora, E. involucrata e E.
brasiliensis.
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ao teste de envelhecimento acelerado a 42 °C, pelo periodo de 6, 12, 24 e 48 horas,
submetidas ao teste de regenerabilidade em que SE= sem eliminagGes; ER 1=
eliminacédo de primeira raiz; ER 2= eliminacéo de segunda raiz, ER 3= eliminacgéo de
terceira raiz; ER 4= eliminagéo de quarta raiz; ER 5= eliminacdo de quinta raiz e ER
6= eliminacdo de sexta raiz (A); Porcentagem de producdo de novas plantulas em
sementes de E. involucrata, submetidas ao teste do envelhecimento acelerado a 42 °C,
pelo periodo de 6, 12, 24 e 48 horas submetidas ao teste de regenerabilidade em que
SE= sem eliminag6es; EP 1= eliminacdo de primeira plantula; EP 2= eliminag&o de
segunda plantula e EP 3= eliminacdo de terceira plantula (B). Letras minusculas
comparam o tempo de incubac&o e letras maiusculas comparam eliminagdes de raizes
(ER) ou plantulas (EP).
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Figura 4. Tempo (dias) para a regeneracdo de novas raizes (A) e plantulas (B),
proveniente de sementes de E. involucrata, apos teste de envelhecimento
acelerado.
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CAPITULO HII

Relacdo entre massa cotiledonar e regeneracao de raizes e plantulas

em sementes de Eugenia spp. (Myrtaceae)
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Relacdo entre massa cotiledonar e regeneracao de raizes e plantulas em sementes de

Eugenia spp. (Myrtaceae)

Camila Rivero Alonso ®: Claudio José Barbedo @

Resumo - As sementes do género Eugenia s&o recalcitrantes e apresentam alta capacidade
em regenerar novas raizes e plantulas, maltiplas e sucessivas vezes. Sdo sementes capazes
de germinar mesmo perdendo grande parte da massa cotiledonar. Entretanto, ndo ha
informacdes sobre a relacdo entre a massa cotiledonar e a capacidade em regenerar novas
raizes e plantulas. Com o objetivo de elucidar esta possivel relacdo, sementes de E. uniflora
foram colocadas para germinar e, a cada eliminag&o de raizes ou plantulas, as massas fresca
e seca de raizes ou plantulas e cotilédones foram analisados. Em um segundo experimento,
sementes de E. pyriformis foram danificadas artificialmente em diferentes formas e
avaliadas quanto a producdo de novas raizes e plantulas. Os resultados mostraram que
houve aumento da massa fresca total apds as sucessivas germinagcfes, mas nao da massa
seca. Observa-se que ap6s a aplicacdo artificial de danos as sementes, as regeneracGes de
novas raizes se mantiveram até a sexta regeneracdo. Quanto ao desenvolvimento de
plantulas, houve diminuicdo da regeneracdo a partir da primeira eliminacdo de plantulas.
Considerando as sucessivas germinagdes, a grande quantidade de reservas presentes nas
sementes, 0 controle em ndo desperdicar material de reserva e a possivel resisténcia a
predacado, essas sementes podem permanecer por longos periodos no ambiente em que séo

dispersas, mantendo o potencial de propagacéo da espécie mesmo sendo recalcitrantes.

Palavras chave: Estratégia ecologica, predacdo, semente recalcitrante.
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Relationship between cotyledonary mass and regeneration of roots and seedlings

in seeds of Eugenia spp. (Myrtaceae)

Abstract- The recalcitrant seeds of the genus Eugenia have a high capacity to regenerate
new roots and seedlings, multiple and successively. They are also capable of germinating
despite losing much of their cotyledonary mass. However, there is no information about
the relationship between cotyledonary mass and the ability to regenerate new roots and
seedlings, which was the objective of this study. For this, E. uniflora seeds were placed to
germinate and, at each root (or seedling) elimination, the fresh and dry mass of roots (or
seedlings) and cotyledons were analyzed. In a second experiment, seeds of E. pyriformis
were artificially damaged in different ways and evaluated for the production of new roots
and seedlings. The results showed that there was an increase in total fresh mass after
successive germinations, but not in dry mass. It was also possible to observe that even after
the artificial application of damage to the seeds, the regeneration of new roots was
maintained until the sixth regeneration. As for the development of seedlings, there was a
decrease in regeneration after the first elimination of seedlings. Considering the successive
germinations, the large number of reserves present in the seeds, the control not to waste
reserve material and the possible resistance to predation, these seeds can remain for long
periods in the environment in which they are dispersed, maintaining the potential for

propagation of the species even if they are recalcitrant.

Key words: Ecological strategy, predation, recalcitrant seed.
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Introducéo

Sementes de Eugenia tém potencial para gerar novas raizes e plantas inteiras apos
a remocao de grande parte de suas reservas, mas essa capacidade depende do tamanho das
sementes (Prataviera et al., 2015). H& evidente interesse na compreensao dos fatores
envolvidos nessa capacidade regenerativa que permitem a formacdo de novas plantulas
quando a semente é fracionada (Teixeira e Barbedo, 2012; Prataviera et al., 2015; Calvi et
al., 2017; Alonso et al., 2019).

Tais sementes sdo extremamente predadas por insetos (Ribeiro, 2004; Silva e
Pinheiro, 2009; Masetto et al., 2009; Teixeira, 2009; Rodrigues, 2013) e a intensidade de
predacao pode variar de um ambiente para outro, entre as espécies e entre os individuos de
uma mesma espécie (Janzen, 1971; Bu et al., 2019).

A predacdo sofre influéncia do tamanho das sementes e algumas fémeas de insetos
preferem sementes maiores no momento da oviposicdo, assim, garantindo maior taxa de
sobrevivéncia para os seus descendentes (Cope e Fox, 2003, Refsnider e Janzen, 2010).
Em alguns casos, larvas de insetos se alimentam de mais de uma semente dentro do mesmo
fruto durante o desenvolvimento (Szentesi e Jermy, 1995) e consomem a maioria do
conteudo de reserva dos cotilédones como observado em sementes de Eugenia punicifolia
(Senra, 2012).

No caso do género Eugenia esta acdo parece ndo ser prejudicial, pois sementes de
E. cerasiflora que se mostraram intensamente predadas por larvas de insetos, ainda que
reduzidas devido a predacdo, mostraram capacidade de germinar e de produzir plantulas
normais, evidenciando que originalmente possuem uma quantidade de reservas nutritivas
acima da necessaria para uma Unica germinacéo (Teixeira, 2009).

Em estudos anteriores, sementes graudas de E. involucrata foram capazes de

regenerar até a quarta raiz e plantula, indicando que a quantidade e qualidade das reservas
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nas sementes podem afetar diretamente o desenvolvimento das plantulas; provavelmente
as sementes gratdas pudessem produzir maior nimero de germinacGes e plantulas, se
submetidas a mais eliminac@es, pois ao final do experimento, apresentavam-se firmes e
vigorosas, diferente das mitdas que estavam ocas e deterioradas (Alonso e Barbedo 2020).

Klein et al (2007) observaram que ap6s 60 dias da semeadura, as plantulas de E.
uniflora originadas de sementes médias e grandes apresentaram maiores médias para
comprimento médio de caule e raiz, didmetro de caule e area foliar média, quando
comparadas as plantas originadas de sementes pequenas.

Foi mostrado também, que sementes de uvaias (E. pyriformis) fracionadas, tanto as
posicdes de corte quanto o tamanho da semente influenciaram no sucesso da obtencdo de
mudas jovens. A massa resultante apds o fracionamento parece afetar o sucesso na
producdo de mudas por semente e um dos fatores que influenciam o tamanho das sementes
€ 0 nimero de sementes por fruto, pois as sementes sdo menores quando mais numerosas
por fruto (Justo et al., 2007). As condi¢cBes ambientais sob as quais as sementes se
desenvolvem também podem promover diferencas no tamanho das sementes produzidas
(Prataviera et al., 2015).

Em algumas espécies de Eugenia, a capacidade regenerativa esta presente durante
um longo periodo e pode ser vista desde as sementes mais imaturas até as que ja iniciaram
a germinacdo (Teixeira e Barbedo 2012; Delgado e Barbedo, 2020).

Contudo, os limites de regeneracdo de novas estruturas e o tempo de cada
regeneracdo, que poderiam aumentar a permanéncia e conservagao dessas sementes no
ambiente, ainda sdo pouco conhecidos. Portanto, o objetivo neste estudo foi caracterizar a
guantidade de massa cotiledonar utilizada pela semente, a cada desenvolvimento de novas
raizes ou plantulas, e avaliar a regeneracdo de novas raizes e plantulas em sementes

danificadas, simulando a possivel predagdo na disperséo.
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Material e métodos

Obtencédo do material vegetal - em novembro de 2021 foram coletados frutos recém
dispersos de E. uniflora (pitanga) de matrizes localizadas no Jardim Botanico de S&o Paulo,
no municipio de Sao Paulo (23°38°27.38’S € 46°37°34.57>’W). De setembro a outubro de
2022, na mesma localidade, coletaram-se frutos maduros de E. pyriformis (uvaia).

O processo de extracdo das sementes foi realizado manualmente, retirando-se 0s
residuos de polpa com auxilio de peneira e agua e o excesso de umidade com papel toalha.
As sementes foram armazenadas em sacos de polietileno e mantidas em baixa temperatura
(10 °C) cerca de 10 dias, até a instalacdo dos experimentos (figura 1).

Avaliacdes fisicas e fisioldgicas - o teor de dgua (em %, base Umida) e a massa seca
(g. semente™) das sementes foram determinados pelo método da estufa a 105 °C por 24
horas (Brasil, 2009), com quatro repeticdes de dez sementes.

Os testes de germinacdo, com avaliacbes didrias, foram mantidos em sala de
germinacdo, com luz branca continua, a 25 °C. As sementes foram acondicionadas em
caixas plasticas (gerbox) contendo uma camada de dois centimetros de vermiculita como
substrato, previamente umedecida com agua até o limite de saturacdo. Foi considerada
germinada a semente com emissdo de 0,5 cm de raiz primaria; para o desenvolvimento de
plantula normal, foi considerada a formacdo de uma plantula normal, sem defeitos
(Inocente e Barbedo, 2021).

Massa cotiledonar e regenerabilidade de raizes e plantulas em sementes de E.
uniflora — as sementes foram separadas com auxilio de bisturi cirirgico. Apos separacao,
aferiu-se a massa fresca das sementes e raizes; as sementes retornaram para a caixa de
germinacdo e as raizes removidas foram secas em estufa a 65 °C, por 80 horas, com
circulacdo de ar, até massa constante da amostra para obtencdo da massa seca das raizes

regeneradas (Gomes, et al. 2018; Benincasa, 2003). Este processo foi repetido até que as
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sementes produzissem a quinta raiz (a sexta raiz regenerada). Dessa forma, conduziu-se 0s
seguintes tratamentos: SE = sem eliminacdes de raizes; ER1 = eliminacdo da raiz da
primeira germinacao; ER2 = eliminacao da primeira raiz regenerada; ER3 = eliminacgéo da
segunda raiz regenerada; ER4 = eliminac&o da terceira raiz regenerada e ER5 = eliminacao
da quarta raiz regenerada (figura 2A). O mesmo procedimento foi seguido para avaliar a
regeneracdo de plantulas inteiras, eliminando-se plantulas quando estas atingiram 3,0 cm
de parte aérea. Esses tratamentos foram representados por SE, EP1, EP2 e EP3 (figura 2B).

Reducéo das reservas e regenerabilidade de raizes e plantulas em sementes de E.
pyriformis — as sementes foram danificadas de quatro diferentes formas, simulando o
consumo da massa cotiledonar que ocorre naturalmente por insetos ou aves (figura 3 A).
Assim os quatro tratamentos foram: T1 = as sementes foram cortadas com auxilio de bisturi
cirurgico, eliminando as areas periféricas; T2 = as sementes foram perfuradas ao meio, com
auxilio de trado metélico, atravessando-as; T3 = as sementes foram cortadas, eliminando
cerca de 1/4 da semente na lateral oposta ao eixo hipocotilo-radicula e; T4 = com auxilio
de um trado e uma cureta, as sementes foram perfuradas e cavadas ao meio sem atravessa-
las. Posteriormente, as sementes danificadas foram colocadas para germinar e, submetidas
aos tratamentos de regenerabilidade de raizes SE, ER1, ER2, ER3, ER4 e ER5 e de
plantulas, SE, EP1, EP2 e EP3, como descrito anteriormente (figura 3B). As avaliacdes
foram realizadas a cada trés dias para raizes e semanalmente para plantulas.

Nestes experimentos utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticOes de vinte e cinco sementes para todos os testes. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise de variancia ao nivel de 5% (Santana e Ranal, 2004), e as

médias comparadas entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05), através do programa Sisvar.
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Resultados e Discussao
As sementes do género Eugenia, apresentaram na caracterizacao inicial, altos teores
de &gua (51 e 68%, para E. uniflora e E. pyriformis, respectivamente), pequena diferenca
entre as massas fresca (0,333 e 0,490 g. semente 1) e seca (0,161 a 0,157 g. semente 2),
germinacédo 95 e 100% e producado de plantulas normais 80% para ambas espécies.
O acompanhamento da massa cotiledonar (figura 4) associada as regeneracdes de
raizes, mostraram que a massa fresca e seca de sementes e novas raizes (figuras 4 A e 4 B),
aumentou proporcionalmente, quando as raizes foram eliminadas (figura 5 A); entretanto,
quando se eliminou as plantulas (figura 5 B), apenas a massa fresca aumentou. A massa
seca de plantulas se manteve apos a primeira e segunda eliminacéo de plantulas, porém, ao
eliminar a terceira plantula, pode se observar a diminuicdo da porcentagem de regeneracao
(figuras 4 C e 4 D). Desse modo, foi possivel notar certa equivaléncia entre os graficos de
acompanhamento das massas das raizes (figura 4 A e B) com os gréaficos de eliminacdes e
regeneracdo de raizes (figura 5 A), e 0 mesmo ocorreu quando se observou as massas das
plantulas (figura 4 B e D), em relacdo aos graficos de eliminaces e regeneracdo de
plantulas (figura 5 B).

A diferenca observada nas massas fresca e seca das plantulas parece estar
relacionada com a média da massa das sementes que sobraram em cada repeticdo, pois a
massa individual das sementes ndo é uniforme e pode ter sido descartada uma semente de
maior massa. Outros estudos identificam que o tamanho das sementes influencia
diretamente na capacidade das mesmas em gerar novas plantulas e que tal capacidade reduz
concomitante & reducdo no tamanho da semente (Prataviera et al., 2015).

Quanto ao aumento da massa fresca observado em plantulas, este parece ter relacdo
com a absor¢do de agua pelas sementes, pois ndo ha esse aumento proporcional quando se

observa a massa fresca das raizes. Milberg et al. (1996), estudando a germinacdo de
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sementes de diferentes especies, da familia Boraginaceae que diferem em quantidade de
massa, observaram que a taxa de germinacgdo variou com a massa da semente entre as
espécies testadas; 0s autores separaram previamente as sementes em grupos por massas
similares e, entdo, identificaram que essas diferencas podem ter relacdo com a variacao
fenotipica e/ou genotipica e, ainda, devido a diferentes posi¢des na planta mae, resultando
nas diferencas no enchimento de sementes.

Resultados semelhantes foram encontrados por Favarin et al. (2003), que estudaram
as caracteristicas de sementes em relacdo ao potencial fisioldgico e qualidade de mudas em
cafeeiro (Coffea arabica L.). Os autores identificaram que a altura da planta foi
significativamente diferente dependendo do tamanho das sementes, e sementes com massas
maiores produziram plantas maiores. Silva et al. (2010) constataram que mudas de jaca
(Artocarpus heterophyllus Lam.) originarias de sementes extragrandes tiveram brotos mais
longos. Segundo Carvalho e Nakagawa (2000), as sementes maiores tém embrides bem
desenvolvidos com maior quantidade de substancias de reserva, produzindo, portanto,
plantulas mais vigorosas.

Com relacdo ao experimento das sementes danificadas artificialmente, a
regeneracdo de raizes pode ser observada até a sexta raiz regenerada (tratamento de
eliminacdo da quinta raiz - ER5) (Figura 6 A). A regeneracdo de raizes ocorreu nos quatro
tipos de danos aplicados nas sementes; entretanto, nos tratamentos SE, ER1, ER2 e ER3, a
regeneracdo de raizes se manteve acima de 50%, mas ap0s ER4, reduziu a porcentagem da
regeneracao.

Provavelmente, a partir da quarta raiz regenerada, algum processo bioquimico de
inibicdo seja acionado nas sementes, promovendo certa economia de recursos, que limita,
mas ndo impede a producdo de novas raizes (Delgado e Barbedo, 2011; Amador e Barbedo,

2011; 2015). Estudos anteriores indicam que a producgéo de acido galico tem forte relacéo
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com a producdo de novas raizes e plantulas, sugerindo a presenca deste inibidor na area
danificada das sementes (Amador e Barbedo, 2015).

Outro fator a considerar € que quando as sementes produziram a quarta regeneracao
de raizes, foram novamente semeadas ja tendo transcorridos 120 dias da primeira
semeadura, tempo em que 0s processos de deterioracdo das sementes podem ter se iniciado;
possivelmente, as sementes ficaram com algumas partes dos cotilédones expostas,
suscetiveis a processos oxidativos capazes de inibir ou atrasar a nova regeneracdo (Amorim
etal., 2022).

Quanto a eliminacdo das plantulas, a regeneracdo ocorreu até a eliminacdo da
segunda plantula (EP2), ou seja, a regeneracdo da terceira plantula nos tratamentos T3 e
T4, porém nos dois tipos de danos, T1 e T2, ndo houve regeneracdo de uma nova plantula
(Figura 6 B). E possivel que, para a formag#o e desenvolvimento de uma nova plantula, o
gasto energético das reservas da semente seja muito maior do que para a producéo de raizes
e por essa razdo plantulas ndo apresentam regenera¢des tdo expressivas quanto as raizes.

O total de reservas disponiveis para uma plantula ndo € determinado somente pela
massa da semente, mas também € influenciado por sua composi¢cdo quimica provendo
energia e nutrientes para que possam crescer em ambientes com baixa disponibilidade
luminosa, induzir a producdo de compostos secundarios de defesa e propiciar substituicdo
de tecidos mortos ou removidos pela acdo de herbivoros (Melo et al., 2004).

Com relacéo ao tempo em dias para as regeneracdes, a principio quando se observou
o0 tempo total acumulado das regeneragdes de raizes, os dados apresentados parecem seguir
uma tendéncia que se estende a quase 200 dias para formar a sexta raiz (figura 7 A); mas
ao observar o periodo adicional, em que se considerou apenas o periodo entre a eliminacéo
e a regeneracdo (figura 7 C), o mesmo diminuiu e ndo passou de 30 dias, seguindo uma

tendéncia, porém nédo observada quando se eliminou as plantulas (7 B e D).
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De modo geral, os diferentes tipos de danos ndo impediram a capacidade
regenerativa de sementes de E. pyriformis, que puderam germinar sucessivas vezes.

Em sementes de E. uniflora os dados de massa fresca e seca, de raizes e sementes

e de plantulas e sementes indicam que foi possivel acompanhar a reducdo da massa

cotiledonar da semente, a medida que as sementes foram regenerando novas raizes e novas

plantulas através da massa total. As raizes regeneraram por seis vezes e as plantulas foram

capazes de regenerar por trés vezes.
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Figura 1. Fluxograma da sequéncia dos tratamentos de regenerabilidade aplicados as
sementes de E. uniflora, no primeiro experimento e E. pyriformis, no segundo
experimento.
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Figura 2. Esquema dos tratamentos aplicados as sementes de E. uniflora, para obtencdo do
peso seco das raizes (A) e plantulas (B) regeneradas.
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Figura 3. Danos ocasionados naturalmente em frutos e sementes de Eugenia spp. (A) e
artificialmente em sementes de Eugenia pyriformis (B). T1 = sementes cortadas,
eliminando-se as areas periféricas; T2 = com auxilio de um trado, as sementes foram
perfuradas ao meio, atravessando-as; T3 = as sementes foram cortadas, eliminando cerca
de 1/4 da semente na lateral oposta ao eixo hipocotilo-radicula; T4 = com auxilio de um
trado e uma cureta, as sementes foram perfuradas e cavadas ao meio sem atravessa-las.
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Figura 4. Distribuicdo das médias das massas fresca (A e C) e seca (B e D) (g. semente 1), de
améndoas e raizes de E. uniflora submetidas aos tratamentos de eliminagao de raizes
(ER) (A e B) e de améndoas e plantulas de E. uniflora submetidas aos tratamentos
de eliminacdo de plantulas (EP) (C e D). Médias seguidas pela mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey, a 5%.
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Figura 5. Germinacado (A) e desenvolvimento de plantulas (B), em sementes de E. uniflora,

submetidas a eliminacdo de raizes (ER) em que, SE = sem eliminacdes; ER 1 =
eliminacdo de primeira raiz; ER 2 = eliminacdo de segunda raiz; ER 3 =
eliminacdo de terceira raiz; ER 4 = eliminacdo de quarta raiz e ER 5 = eliminagéo
de quinta raiz e eliminagdo de plantulas (EP) em que, SE = sem elimina¢des; EP
1 = eliminagdo de primeira plantula; EP 2 = eliminacdo de segunda pléantula e EP
3 = eliminacdo de terceira plantula. Médias seguidas pela mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey, a 5%.
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Figura 6. Producdo de novas raizes (A) e novas plantulas (B) em sementes de Eugenia
pyriformis (T1, T2, T3 e T4), submetidas a reducéo de suas reservas e eliminacéo
de raizes (ER) e eliminacéo de plantulas (EP). T1 = as sementes foram cortadas,
eliminando as areas periféricas; T2 = com auxilio de um trado, as sementes foram
perfuradas ao meio, atravessando-as; T3 = as sementes foram cortadas,
eliminando cerca de 1/4 da semente na lateral oposta ao eixo hipocotilo-radicula
e T4 = com auxilio de um trado e uma cureta, as sementes foram perfuradas e
cavadas ao meio sem atravessa-las. Letras maitsculas comparam os tipos de danos
e letras mindsculas comparam eliminacdes de raizes (ER) ou plantulas (EP).
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Figura 7. Tempo (dias) para regeneracdo de novas raizes (A) e novas plantulas (B) a partir de
sementes de Eugenia pyriformis, submetidas a reducdo das reservas e eliminagéo
de raizes (ER) e eliminacéo de plantulas (EP). T1 = as sementes cortadas, eliminou-
se as areas periféricas; T2 = com auxilio de um trado, as sementes foram perfuradas
ao meio, atravessando-as; T3 = as sementes foram cortadas, eliminando cerca de
1/4 da semente na lateral oposta ao eixo hipocotilo-radicula e T4 = com auxilio de
um trado e uma cureta, as sementes foram perfuradas e cavadas ao meio sem
atravessa-las. Tempo (dias) entre a eliminacdo da raiz anterior e a proxima raiz
regenerada (C) e entre a plantula anterior e a préxima plantula regenerada (D).
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Consideracoes finais

O estabelecimento, o desenvolvimento, e a sobrevivéncia de plantulas séo afetados
por diversos fatores morfofisioldgicos e abidticos e por interacdes bioldgicas. A forma
como as espécies respondem a esses fatores determina o sucesso ou a falha no
estabelecimento de um conjunto de plantulas capazes de se desenvolver e atingir 0s
préximos estadios de vida. Nomeia-se estratégia de regeneracdo ao conjunto de atributos
morfofisioldgicos que conferem as espécies vegetais a capacidade de estabelecer novos
individuos no ambiente (Swaine e Whitemore, 1988), mais especificamente, estas
caracteristicas fazem parte das sementes e individuos jovens.

Atraveés de estratégias ecoldgicas, espécies do género Eugenia foram estabelecendo
no ambiente e a capacidade regenerativa de formar novas raizes e plantulas pode ser
considerada uma grande vantagem evolutiva para propagacdo e permanéncia para estas
espécies (Vaz, 2011).

As interagdes inseto-semente quando as sementes sdo predadas e passaro-semente
quando as sementes sdo dispersas, também parecem contribuir para o estabelecimento e
propagacéao das sementes de Eugenia, ora consumindo grande parte da reserva cotiledonar,
ora carregando as sementes para longe da planta-mae (Dracxler e Kissling, 2022).

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam e corroboram com trabalhos
realizados anteriormente, que a capacidade regenerativa das sementes de Eugenia
estudada, ocorre mesmo que se variassem a espécie, o grau de maturacao, local de coleta,
tipos de fracionamento, tipos de danos e tipos de armazenamento, em todos o0s
experimentos realizados foi possivel observar a capacidade regenerativa de raizes e

plantulas sucessivas vezes. As raizes regeneraram mais vezes em relagdo as plantulas.
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