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“A ciéncia é a aproximag¢do
progressiva do homem
com o mundo real.”

- Max Planck
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¢ primitiva e infantil — e, no entanto,

é a coisa mais preciosa que temos.”’

- Albert Einstein



iii
Agradecimentos

Ao meu orientador, Dr. Claudio Jos¢ Barbedo, a principio pela oportunidade concedida,
pelas importantissimas contribui¢gdes durante toda a execucao do projeto, e pelos excelentes conselhos
que levarei para além da esfera profissional e académica.

A minha mée, Anelita Pereira Dias, por proporcionar condi¢des na qual permitiu-me
dedicagao total ao projeto e pelo incentivo.

A Dra. Marina C. Guardia por ter aberto as portas e me possibilitado acesso ao universo das

sementes, bem como, ter me ensinado diversas atividades e ter me apoiado em diversas
oportunidades.

A Monica V. Cachenco e a Lilian Asperti por todo os ensinamentos técnicos durante a rotina
laboratorial que outrora foi de extrema importancia para o desenvolvimento deste projeto.

As amigas e colegas de trabalho, Camila R. Alonso e Janaina Pinheiro por toda a ajuda no
desenvolvimento do projeto.

Aos amigos e colegas de trabalho, Santiago N. Alves, Gabriel F. Manoel, Natalia Saneda e
Marcia Santos, por todo o apoio, conversas € instrugoes.

As amigas Gabriela Olmedo e Darah Pontes por todo o apoio e todas as figurinhas trocadas,
bem como todas as conversas e incentivo que me motivaram muito.

A Maiara Iadwizak Ribeiro pela importante contribuigao com as anélises estatisticas e apoio.

A Dra. Rayana Martins de S4 pela amizade cultivada, por todos os ensinamentos sobre
patologia de sementes, bem como a ajuda nas identificagdes dos géneros de fungos.

Aos integrantes da Banca de Examinadora de Qualificacao, Dra. Catarina Nievola, Dra.
Carol Coelho Brandao e o Dr. Nelson Santos Junior, pelas importantes criticas, sugestoes e correcdes.

Aos integrantes da Banca de Defesa, Carolina Coelho Brandao e Nelson A. dos Santos Junior
por terem aceitado o convite.

A toda minha familia que sempre esteve presente em momentos dificeis e sempre
comemorou minhas conquistas.

Ao meu Ex-chefe e grande inspira¢do, Jodo Carlos, que para além de ter me amparado e
incentivado durante a graduagao, participou de toda a minha trajetoria académica e profissional.

Ao Francisco Gongalves pelo suporte nas coletas, e a Danielle Fernandes pelo apoio no
laboratorio.

A Vilma, responsavel pela comutagdo da biblioteca da ESALQ — USP, pela ajuda com a
bibliografia.

Ao Instituto de Pesquisas Ambientais, Nucleo de Pesquisa em Sementes e ao Laboratorio de
Sementes, pela concessao do material de pesquisa e dos equipamentos que permitiram a conclusdo

desse projeto.



v

Ao Programa de Po6s-Graduagcdo em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente pela
realizagdo do presente estudo. A CAPES pela concessdo da bolsa de mestrado. A FAPESP pelo
financiamento da pesquisa (Processo: 17/50341-0).

A todos que direto ou indiretamente contribuiram
para tornar possivel a elaboracao dessa pesquisa

Muito obrigado!



RESUMO

A conservagdo de sementes recalcitrantes ex situ tem sido um dos maiores desafios na
tecnologia de sementes. Diferentes estratégias tém surgido nos ultimos anos, e entre essas estratégias,
o condicionamento osmotico em temperaturas controladas tem demonstrado 6timos resultados. Com
isso, o objetivo deste trabalho foi armazenar sementes recalcitrantes de FEugenia uniflora e E.
involucrata por intermédio do condicionamento osmotico, a fim de reduzir o metabolismo dessas
sementes e estender o tempo de viabilidade. As sementes de E. uniflora foram armazenadas em
camaras climatizada (BOD) sob as temperaturas de 10 e 25 °C em solug¢des de PEG a -0,5, -1,0 -1,5
e -2,0 MPa, em agua destilada (0,0 MPa) e sem umedecer (controle), durante o periodo de 3, 6 ¢ 12
meses ¢ avaliadas quanto o teor de umidade, potencial hidrico, sanidade, germinagdo e
desenvolvimento de plantulas normais ao final de cada periodo. As de E. involucrata também foram
armazenadas nas mesmas condi¢des osmoticas, porém somente a 25 °C por 4 meses. Sementes de E.
uniflora foram avaliadas, ainda, quanto as taxas respiratdrias, simulando as condi¢des de
armazenamento descritas anteriormente. Apos a avaliacdo e apuragdo dos resultados, observou-se
reducao do metabolismo nos tratamentos com PEG, sobretudo no tratamento a -2,0 MPa em ambas
as temperaturas. Houve a manutencao da viabilidade das sementes de E. uniflora aos 12 meses com
alto indice de germinagdo. O controle perdeu a viabilidade aos 6 meses em ambas as temperaturas. A
temperatura foi determinante na redu¢ao do metabolismo, € em sementes armazenadas a 10 °C houve
menor liberagdo de CO; se comparado a 25 °C. Contudo, as sementes apresentaram altas taxas de
viabilidade em temperatura ambiente (25 °C) com 94 % de germinac¢do e 88% de plantulas normais.
Sementes de E. involucrata apresentaram resultados distintos de E. uniflora, com a maior taxa de
viabilidade registrada no armazenamento em agua destilada (0,0 MPa). Foi observado em ambas as
espécies de Eugenia spp. maior incidéncia dos os géneros Penicillium sp. e Fusarium sp.. Entretanto,
nao foi possivel atribuir a queda da viabilidade das sementes a esses fungos, pois apesar de atuarem
no processo de deterioracdo de sementes, eles estavam presentes demasiadamente em tratamentos
cujas sementes apresentavam elevadas taxas de viabilidade. Em suma, a redu¢do do metabolismo
permitiu armazenar as sementes de E. uniflora por 12 meses e E. involucrata por 4 meses em
temperatura ambiente (25 °C).

Palavras-chave: conservagao ex situ, controle do metabolismo, condicionamento osmético,
sementes recalcitrantes
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ABSTRACT

The ex situ conservation of recalcitrant seeds has been one of the biggest challenges in seed
technology. Different strategies have emerged in recent years and among these strategies, osmotic
conditioning at controlled temperatures has demonstrated excellent results. Therefore, the objective
of this work was to store recalcitrant seeds of Eugenia uniflora and E. involucrata through osmotic
conditioning, in order to reduce the metabolism of these seeds and extend their storability. E. uniflora
seeds were stored in air-conditioned chambers (BOD) at temperatures of 10 and 25 °C in PEG
solutions at -0.5, -1.0 -1.5 and -2.0 MPa, in water distilled (0.0 MPa) and without moistening
(control), during 3, 6 and 12 months and evaluated for moisture content, water potential, sanity,
germination and normal seedling development at the end of each period. Those of E. involucrata were
also stored under the same osmotic conditions, but only at 25 °C for 4 months. E. uniflora seeds were
also evaluated for respiratory rates, simulating the storage conditions described previously. After
evaluating and determining the results, a reduction in metabolism was observed in treatments with
PEG, especially in the treatment at -2.0 MPa at both temperatures. The viability of E. uniflora seeds
was maintained after 12 months with a high germination rate. The control treatment lost viability at
6 months at both temperatures. Temperature was decisive in reducing metabolism, and in seeds stored
at 10 °C there was less release of CO2 compared to 25 °C. However, the seeds showed high viability
rates at room temperature (25 °C) with 94% germination and 88% normal seedlings. Seeds of E.
involucrata showed different results from E. uniflora, with the highest viability rate recorded when
stored in distilled water (0.0 MPa). It was observed in both species of Eugenia spp. higher incidence
of the genera Penicillium sp. and Fusarium sp.. However, it was not possible to attribute the drop in
seed viability to these fungi, as despite acting in the seed deterioration process, they were too present
in treatments whose seeds showed high rates of viability. In short, the reduction in metabolism
allowed the seeds of E. uniflora to be stored for 12 months and E. involucrata for 4 months at room
temperature (25 °C).

Key words: ex situ conservation, metabolism control, osmotic conditioning, recalcitrant
seeds
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1. INTRODUCAO

Estima-se que as sementes surgiram ha ca. 370 milhdes de anos, no Devoniano. (Niklas,
1997). Essa estrutura, composta por um embrido, tecido de reserva e revestida por um tegumento,
permitiu a ascensao e estabelecimento das plantas em ambientes terrestres e, desde entdo, as sementes
desenvolveram diferentes estratégias adaptativas de acordo com o ambiente em que estdo inseridas
(Willis & McElwain 2002). Um dos grandes desafios para as sementes durante a migracdo das
espécies vegetais para ambientes terrestres foi a superagdo da necessidade de dgua em demasia
(Linkies et al. 2010). A evolugdo das sementes passou por sucessivas adaptacdes a ambientes com
pouca disponibilidade de dgua, produzindo uma grande quantidade de diferentes comportamentos,
alguns dos quais ainda s3o pouco compreendidos (Bewley & Black 1994, Marcos-Filho 2015).

O cultivo das sementes pelo homem, culminou no desenvolvimento da agricultura no final
do Paleolitico, hd cerca de 10 mil anos (Mazoyer & Roudart 2009). Sucessivamente, grandes
movimentos foram registrados, como a agricultura nas margens do rio Nilo, no qual ja era possivel
constatar o armazenamento de alimentos, especialmente graos e frutos secos (Mazoyer & Roudart
2009, Fuller & Stevens 2019), e entre os rios Tigres e Eufrates, com estoques de sementes de algumas
espécies (Riehl 2014, Fairbairn et al. 2006).

A relagao homem-semente tem desempenhado um papel relevante na historia, isso facilitou
a domesticacdo vegetal, surgimento das primeiras plantagdes, e consequentemente, a ascensao da
agricultura com o cultivo e a selecdo de algumas espécies. Isso permitiu o assentamento em zonas
estratégicas, resultando desde entdo, no desenvolvimento da civilizagao. E indissociavel o
desenvolvimento da agricultura e o progresso humano, sendo ela fundamental para o sucesso dos
povos ao garantir alimentagdo, o que possibilitou a evolugdo do comércio que, com abundancia de
recursos, culminou na expansido de pequenos vilarejos a grandes impérios (Smith 1998). Parte do
éxito dos nossos ancestrais no desenvolvimento da agricultura foi devido ao dominio de estratégias
para armazenar sementes.

Dentre as principais condicionantes que tornaram possivel o armazenamento das sementes
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estdo: a capacidade de permanecerem viaveis por longos periodos em ambientes secos e a capacidade
de resistir a temperaturas baixas (Harrington 1960, Ellis 2022). Tolerar essas condi¢des foi por muito
tempo considerado como padrao para a maioria das sementes. Contudo, algumas espécies apresentam
outro tipo de comportamento durante o armazenamento, principalmente em ambientes tropicais, com
muita umidade e temperaturas altas (Roberts & King 1980). Essa diferenga de comportamento entre
as sementes foi identificada somente no final do século XIX e estudada desde o inicio do século
passado (Van Thiegen & Bonnier 1882, Kidd 1914).

Em 1973, Roberts separou as sementes em dois grupos com base no comportamento de
armazenamento, classificando-as como ortodoxas, quando tolerantes a dessecagdo, as baixas
temperaturas e com potencial de armazenamento prolongado, e recalcitrantes, quando sensiveis a
dessecacdo e com curta longevidade. Contudo, sementes de diversas espécies ndo se enquadravam
nesses grupos e, em 1996, Hong e Ellis desenvolveram um protocolo, criando uma terceira categoria,
com sementes denominadas intermediarias (Roberts 1973, Hong & Ellis 1996). Sucessivos estudos
foram realizados desde entdo, nos quais foram identificadas mais especificidades nas sementes,
constatando-se variagdes de comportamento ndo s entre espécies, mas também numa mesma espécie
em diferentes locais ou em diferentes periodos de dispersao. Isso tornou dificil classificar e padronizar
todas as sementes, evidenciando a enorme variedade de comportamentos (Daws et al. 2004, Daws et
al. 2006, Lamarca et al. 2016, Barbedo 2018, Lamarca et al. 2020).

As sementes recalcitrantes estio comumente presentes em ambientes sazonais, isto €, com
mudancas ambientais durante um determinado periodo anual. Portanto, com a necessidade de se
adaptar a essas condi¢des, muitas das vezes, tais sementes normalmente dispdem de mecanismos que
ndo as limitam a serem dispersas ja aptas a germinarem (Farrant ef al. 1988, Pammenter & Berjak
1999, 2000). Recentemente, aventou-se a possibilidade de que as sementes recalcitrantes poderiam
ser, na verdade, ortodoxas imaturas e, assim, uma das possibilidades de armazena-las dependeria do
desenvolvimento uma forma de prolongar o momento de sua dispersao, permitindo um estadio mais

avancado de maturacdo (Barbedo et al. 2013, Barbedo 2018). Contudo, ainda ndo ha tecnologia que
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permita o armazenamento a longo prazo dessas sementes e, portanto, para sua conservacao ex situ, ¢
necessario o desenvolvimento de métodos alternativos aos aplicados as sementes ortodoxas.

E constatavel que sementes recalcitrantes sdo intolerantes a temperaturas congelantes ¢ a
relagdo hidrica parece ser o principal fator, pois quanto maior a quantidade de dgua presente nos
tecidos, maior também sera o dano causado pelo resfriamento (Chin ef al. 1989, Pammenter & Berjak
1999). Ha na literatura, inclusive, registro de sementes recalcitrantes que toleram temperaturas
negativas, com algumas sementes sendo capazes de manterem-se vidveis nessas condigdes
(Bonjovani & Barbedo 2008, 2019). Em temperaturas amenas, a umidade alta pode favorecer o
processo de germinagdo das sementes ou, quando alguma condicdo limite essa germinagdo, pode
ocorrer sua rapida deterioragdo (Harrington 1972, Marcos-Filho 2015).

A deterioragao das sementes ¢ um processo natural, que acontece de maneira implacavel e
irreversivel (Delouche 1969), potencializada por agentes externos, como 0s microrganismos, €
internos, como reagdes quimicas e fisiologicas. Nestas ultimas, pode-se destacar a produgdo de
radicais livres no conteudo celular, especialmente as espécies reativas de oxigénio (EROs), a mais
presente, mas também as espécies reativas de nitrogénio (ERNs), menos frequentes (Popinigis 1985,
Andréo et al. 2006, Hoekstra 2005, Halliwel & Gutteridge 2007). Essas moléculas reativas
prejudicam as enzimas, as membranas, causam a peroxidacdo de lipideos, bem como o
comprometimento genético e, com isso, sdo capazes de danificar praticamente todo o conteudo celular
(Silva & Ferraz 2015). A taxa de deterioragdo esta intimamente ligada ao metabolismo, porém como
contornar e/ou diminuir essa taxa tem sido o grande desafio dos fisiologistas de sementes,
principalmente em sementes com alto indice de atividade metabolica, como as recalcitrantes.

1.1. Conservacao ex situ de sementes sensiveis a dessecacio

Em 1921, Vavilov estabeleceu o primeiro banco de sementes ex situ, localizado no Instituto
da Industria Vegetal, Sdo Petersburgo, Russia (Mitrofanova 2012, Riaz ef al. 2016). Desde entao, a
conservagao de sementes passou a ser de suma importancia para a seguranga alimentar, garantindo

que muitas espécies tivessem suas sementes armazenadas, o que explica o aumento de bancos de
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germoplasma, que ja somam 1.750 no mundo (FAO, 2010).

Situado na Noruega, o Svalbard Seed Bank ¢ considerado, hoje, o maior esfor¢o para
armazenar sementes € o mais importante. Contando com 6.120 espécies, (SGSV 2023). Outro
importante banco de sementes ¢ o Millenium Seed Bank Partnership (MSBP), fundado em 1995 e
coordenado pelo Kew Garden, no Reino Unido. E responsavel por atividades voltadas a conservagio
de sementes, unindo diversos paises no compromisso de preservar a biodiversidade frente as
mudangas climaticas e escassez de recursos (Liu et al. 2018, Breman et al. 2021).

Existe uma grande quantidade de espécies sobre as quais ja se dispde de conhecimento prévio
acerca de suas sementes, como ¢ o caso das espécies agricolas. Contudo, ha outras que necessitam de
melhor conhecimento acerca de suas caracteristicas, incluindo muitas espécies florestais com
sementes sensiveis a dessecacao (Barbedo et al. 2018). Estima-se que cerca de 8% de toda a flora ¢
composta por espécies que possuem sementes sensiveis a dessecagdo, nimero que pode aumentar se
considerarmos apenas as regioes tropicais e subtropicais, podendo chegar a 18,5% (Wyse & Dickie
2017).

A inclusdo de sementes sensiveis a dessecacdo em bancos de germoplasma ¢ um dos
principais desafios na conservacdo de sementes, devido a incapacidade dessas sementes em
manterem-se vidveis ao serem desidratadas e condicionadas em ambientes com temperatura
congelante (Bonner 1990, Wyse et al. 2018). Apesar de desenvolvermos intimeras técnicas de
armazenamento na tentativa de adiciona-las aos bancos, todos os esfor¢os sdao ainda insuficientes, e
isso acontece em funcdo do comportamento dessas sementes quanto ao armazenamento, pois podem
variar de acordo com cada espécie, ndo existindo um método unico capaz de contemplar todas elas
(Breman et al. 2021, Daws et al. 2004, Lamarca et al. 2016).

A conservacao ex situ das espécies com sementes recalcitrantes poderia salvaguarda-las do
risco de extingdo (Barbedo 2018). Além disso, pode gerar impacto imediato e direto na produgdo de
mudas, ja que o plantio dessas sementes se restringe a determinado periodo, ndo sendo possivel

produzir durante todo o ano, o que ocasiona em perdas econdmicas frente a impossibilidade de



16
garantir a disponibilidade de tais sementes por longos periodos, dificultando sua utilizagdo em
programas de recuperagao de areas degradadas (Fonseca & Freire 2003). Além disso, héa espécies com
sementes recalcitrantes que tem elevado valor comercial, como por exemplo, o cacau (Theobroma
cacao L.) responsavel pela producao de chocolate e a seringueira (Hevea brasiliensis L.) responsavel
pela producdo de borracha, entre outras. Ha muitas espécies com sementes recalcitrantes que ainda
nem foram exploradas de forma adequada e seus potenciais ecologicos e econOmicos ainda sao
desconhecidos. Diante disso, torna-se necessario o desenvolvimento de tecnologias de
armazenamento mais eficiente e eficaz para as sementes recalcitrantes.

1.2 Técnicas de armazenamento de sementes recalcitrantes

Existem diferentes maneiras para armazenar sementes ¢ sao utilizados para isso, diferentes
recipientes e embalagens herméticas. Também sdo utilizadas diferentes condi¢des ambientais com
umidade e temperatura controladas (Davide ef al. 2003, Bonner 2008, Ohse 2022). Em sementes
recalcitrantes, ¢ importante que durante o periodo de armazenamento a viabilidade ndo seja
prejudicada com a queda no teor de 4gua. Portanto, ¢ recomendado o uso de saco plastico de
polietileno, pois tal embalagem conserva a umidade e permite as trocas gasosas, 0 que ndo acontece
em embalagens herméticas (Bonner 1978, King & Roberts 1979), como verificado para embrides de
Inga vera subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. (Bilia ef al. 1999).

Goldbach (1979) visando armazenar sementes a 15 °C em solucao de acido abscisico (ABA),
conseguiu conter a germinacdo, mantendo a viabilidade de sementes de Eugenia brasiliensis Lam.
por 6 meses. Resultados semelhantes também foram observados para sementes recalcitrantes de
Melicoccus bijuga Jacq pelo mesmo autor. Em embrides de Inga uruguensis Hook. et Arn, Barbedo
& Cicero (2000) conseguiram prolongar o periodo de armazenamento utilizando ABA para inibir a
germinag¢do. A inserc¢do de inibidores pode, portanto, servir de potencializador de armazenamento de
sementes sensiveis a dessecacdo, estabelecendo-se como uma técnica propria ou até mesmo
complementar a outras técnicas.

A criopreservagao de tecidos como eixo embriondrio € outra técnica que vem angariando
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estudos nos ultimos anos (Engelmann 2004). Porém, a limitacdo tecnologica ¢ o principal empecilho
encontrado, pois o congelamento do tecido ¢ condigao imprescindivel para a utilizagao dessa técnica.
Contudo, devido a quantidade de 4gua elevada presente nas células, ocorre a formagao de cristais de
gelo caso o congelamento seja feito de forma lenta e, se rapido, podem danificar a estrutura celular
(Santos 2000, Engelmann 2011, Berjak & Pammenter 2013). A criopreservacao tem sido estudada em
espécies recalcitrantes e pode ser promissora a depender das futuras pesquisas (Engelmann 1997,
Engelmann 2000, Wesley-Smith et al. 2014, Ballesteros et al. 2021).

O condicionamento osmdtico como técnica de controle da mobilizagdo de 4gua em sementes
também ¢ bastante utilizado por fisiologistas vegetais, proporcionando bons resultados. Essa técnica
pode ser uma alternativa eficaz para o armazenamento de sementes recalcitrantes, uma vez que o
metabolismo pode diminuir e o tempo de viabilidade aumenta (King & Roberts 1982, Andréo et al.
2006, Camara 2011, Inocente & Barbedo 2019, Pereira et al. 2020b, Inocente & Barbedo 2021, Cécel
& Barbedo 2023). E importante ressaltar que essa técnica leva em consideragio as caracteristicas das
sementes da espécie a ser estudada, consequentemente, ¢ necessario avaliar a solugdo osmoética, a
temperatura e o periodo de condicionamento (Nascimento 2005). Posto isso, o préximo desafio ¢ a
adaptagdo e aprimoramento desta técnica.

O polietileno glicol 6000 (PEG 6000), um polimero inerte e biocompativel, tem sido muito
utilizado para promover o condicionamento osmdtico em sementes, sobretudo com o intuito de
armazenar sementes recalcitrantes, com 6timos resultados em sementes de /. vera (Andréo et al. 2006,
Camara 2011, Pereita et al. 2020), Eugenia uniflora L., E. involucrata DC., E. pyriformis Cambess.
e E. brasiliensis (Inocente & Barbedo 2019, 2021, Cecél & Barbedo 2023). Outras pesquisas
destacam o uso do PEG combinado com fungicidas (Oliveira ef al. 2011, Frangoso & Barbedo 2014)
com inibidores como a giberelina (Botelho & Perez 2001, Lopes & Souza 2008) e o ABA (Pelissari
2022). Isso mostra o quanto esse polimero € versatil e o seu potencial de aplicagdo ¢ muito amplo.
Além disso, o PEG ja ¢ muito utilizado com os propoésitos de acelerar a germinacao (“Priming”) em

sementes agricolas (Heydreck ef al. 1973).
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O primeiro registro em literatura utilizando o PEG 6000 para controlar hidrico em semente
recalcitrante foi feito por King & Roberts (1982). Os autores conseguiram inibir a germinagao de
cacau (Theobroma cacao) durante o armazenamento, o que abriu uma lacuna para utilizacao do PEG
na promoc¢ao de condicionamento osmotico. Isso so € facilitado devido ao controle que esse polimero
exerce durante a embebicdo, pois a solucdo pode ter seu potencial hidrico aferido previamente
(Bradford 1986, Villela et al. 1991, Marcos-Filho 2015).

E necessario dizer que as sementes devem ser armazenadas com o0 maximo vigor e com suas
capacidades fisioldgicas ndo comprometidas. Sementes com baixa qualidade, danificadas durante a
coleta, além de condi¢des inadequadas de armazenamento sdo os principais problemas encontradas
na tecnologia de armazenamento (Carvalho & Nakagawa 2012, Marcos-Filho 2015, Silva & Ferraz
2015). Sementes recalcitrantes enfrentam um outro dilema, pois a0 mesmo tempo necessitam de
elevadas taxas de umidade para manter a qualidade fisiologica, e esta mesma umidade mantém o
metabolismo dessas sementes ativas, comprometendo a sua viabilidade ao serem armazenadas.

1.3. Relacoes hidricas nas sementes

Segundo Barbedo (2018), a 4gua ¢ insubstituivel e indispensavel para qualquer tipo vida que
se baseie no carbono, sendo fundamental nas atividades metabdlicas. O mesmo autor ressalta que em
seres vivos, a dependéncia da 4gua ¢ o padrdo esperado na natureza. Por ser um solvente
biocompativel ideal, a 4gua esta presente em todos os organismos vivos existentes, diferindo em
quantidade e atividade. Em sementes, pode estar associada a diversos processo fisiologicos,
participando de todas as etapas de desenvolvimento e constitui um papel fundamental na germinagao
(Bewley & Black 1978, Barbedo ef al. 2018).

A agua atua no processo de embebicao, onde ha diferentes periodos, sendo estes denominado
por Bewley & Black (1978) como padrdo trifdsico da embebicdo. Desta forma, as sementes
apresentam a fase I, na qual se observa uma acentuada locomog¢do de 4gua na semente, iniciando as
principais atividade metabdlicas; a fase I, com a diminui¢ao na hidratacao e assimilagdo, mobilizagdo

e consumo das reservas; e a fase III, retomando a aceleragdo na hidrata¢do, no qual a semente
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apresenta sintese e diferenciacdo dos tecidos, iniciando o processo de germinacdo (Bewley et al.
2013).

Esse padrao trifasico de embebicao € bem caracteristico nas sementes ortodoxas, mas nem
sempre ¢ verificado nas recalcitrantes. Sabe-se que, quando as sementes embebem e o potencial
hidrico ¢ maior que -2,0 MPa o processo de germinagdo ocorre, porém, quando os valores sao
proximos ou menores que -2,0 MPa, as sementes ndo chegam a fase III. Em sementes recalcitrantes,
além do metabolismo alto, a presenca elevada de agua ¢ uma das caracteristicas durante a dispersao,
0 que naturalmente ja as deixam prontas para germinarem (Bradford 1986, Berjak & Pammenter
2000).

Segundo Toledo & Marcos-Filho (1977), o equilibrio higroscopico, ou seja, quando a
umidade relativa do ar (UR) e a umidade da semente se equivalem, a longevidade das sementes pode
ser estendida. Se conseguirmos limitar e controlar a 4gua presente em sementes recalcitrantes, como
as de espécies de Eugenia L. poderiamos conservar melhor essas sementes durante o armazenamento
e, para tanto, devemos considerar um potencial hidrico proximo aos das sementes quando dispersas
e, dessarte, garantir que a dgua presente nas sementes entre em equilibrio, estendendo a sua
viabilidade.

1.4. Sensibilidade a dessecacao

A falta desse mecanismo de tolerancia a dessecacdo em sementes recalcitrantes fez com que
tais espécies desenvolvessem estratégias ecoldgicas, como a formacdo de bancos de plantulas,
dispersdo sazonal (Pammenter & Berjak, 2000) viviparidade (Farnsworth 2000) entre outras, que
apesar de ndo serem exclusividades nesse tipo de sementes, a existéncia de tais estratégias contribuem
para a permanéncia dessas espécies frente as intempéries ambientais.

O mecanismo envolvido na aquisi¢ao de tolerancia a desseca¢ao ¢ mais bem compreendido
em escala molecular, o acimulo de agucares soliveis e proteinas LEA (Late Embryogenesis
Abundant) nas células fazem parte desse mecanismo e atuam juntos na manutencao estrutural das

membranas. Dentre os agucares acumulados destacam-se sacarose ¢ rafinose, e a relacdo de ambos
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parece estar associada a formacao do estado vitreo (vitrificagdo) nas sementes em temperaturas acima
de 0 °C. Isso torna possivel a dessecagdo sem que ocorra cristalizagdo e, consequentemente, a
substitui¢do da agua por agucares durante a dessecacdo (Williams & Leopold 1989, Koster 1991,
Leopold et al. 1994, Leprince et al. 1993, Sun et al. 1994, Sun 1997).

Em sementes recalcitrantes ndo ha a manutencao da viabilidade quando hé a desidratacao,
pois a remocgao da agua dos tecidos ocasiona a desestabilidade estrutural das membranas, cristalizagao
de solutos e desnaturagdo proteica. Além disso, a concentracdo de solutos pode gerar processos
quimicos prejudiciais, enquanto danos a integridade celular podem culminar na falha de reagdes
quimicas essenciais (Koster 1991, Karmas et al. 1992, Hoekstra et al. 2001). Em sementes, nos tecidos
embrionarios, os acidos nucleicos (DNA e RNA) podem ser fragmentados tanto durante a
desidratacao (Faria et al. 2005, Kranner ef al. 2006) e enquanto hé reidratacao (Kranner et al. 2010).
Todos esses fatores impossibilitam a garantia da qualidade fisioldgica das sementes recalcitrantes ao
serem reidratadas (Barbedo & Marcos Filho 1998).

1.5. Respiracao de sementes

As respostas fisiologicas das sementes podem ser compreendidas ao analisar suas taxas
metabolicas, e a respiragdo celular mostra-se como uma excelente forma de inferir indiretamente
sobre o metabolismo das sementes, pois através da analise metabdlica, podemos descrever com mais
precisdo a situagdo em que uma semente se encontra antes e apds o armazenamento. Apesar de escassa
literatura, alguns estudos surgiram na tentativa de entender o metabolismo das sementes de algumas
espécies florestais (Lamarca & Barbedo 2012, Lamarca & Barbedo 2015, Araujo & Barbedo 2015,
Bragante ef al. 2018, Bonjovani & Barbedo 2019, Parisi et al. 2019, Bonjovani & Barbedo 2020,
Cécel & Barbedo 2021).

A respiracdo pode ser entendida como respiragdo aerodbica quando hé presenga de oxigénio
(O2). Nesse processo, a oxidagdo do substrato gera energia e a transforma em moléculas de ATPs,
contudo, a auséncia do Oz pode resultar em respiracdo anaerdbica ou fermentagdo e, com isso,

aumento do consumo de carboidratos e produ¢do de substancias toxicas (Hopkins & Huner 2008,
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Taiz et al. 2017). Necessariamente a respiragdo passa por 4 etapas: a glicdlise, a rota oxidativa da
pentose fosfato, o ciclo dos acidos citricos e a fosforilagdo oxidativa (Taiz et al. 2017). O balango
final, considerando o consumo de O; ¢ liberagdo de didxido de carbono (CO.) possibilita a analise da
respiragcdo (Lamarca & Barbedo 2009). A divisao do valor de CO; liberado pelo de O> consumido
resulta no quociente respiratorio, ou QR (Kader & Saltveit 2002).

Cécel & Barbedo (2021), ao armazenar sementes de E. brasiliensis em atmosfera modificada
com a inje¢ao de CO», notaram consideravel queda na respiragdo celular a medida que o nivel de CO»
aumentava, 0 que consequentemente resultou na desaceleracdo do metabolismo dessas sementes.
Resultados semelhantes também foram notados por Bonjovani & Barbedo (2019) ao analisarem
embrides de /. vera armazenadas com PEG, que mesmo em temperaturas altas tiveram queda na
respiracao.

Quanto a influéncia hidrica, Lamarca et al. (2020) estudaram as taxas respiratorias em
sementes de E. piryformis Cambess e notaram que as taxas respiratorias aumentavam a medida que
os teores de agua eram maiores. Por possuirem umidade elevadas, quando mantidas em temperaturas
altas, as sementes recalcitrantes normalmente apresentam altas taxas respiratoria, retrato do seu
metabolismo (Barbedo et al. 2013). Medidas que promovam a diminui¢ao na respira¢do podem ser a
chave para a conservacgdo dessas sementes. Novas pesquisas com essa abordagem ajudardo a entender
melhor o metabolismo das sementes, facilitando o seu controle, o que possivelmente tornard o seu
armazenamento mais facil.

1.6. Caracteristicas das espécies estudadas

Possuindo atualmente ca. 6.079 espécies distribuidas em 134 géneros, a familia Myrtaceae
Juss. esta presente em todo o territério terrestre, exceto na Antartida (Maurin et al. 2021). Ocorre
predominantemente em regides tropicais e subtropicais (Souza & Lorenzi 2012, Maurin et al. 2021).
No Brasil, o género Eugenia ¢ o mais abundante nas mirtaceas e o maior dentro das angiospermas,
atualmente possuindo 407 espécies catalogadas (BFG 2015, Mazine et al. 2023). As sementes de

espécies de Eugenia j4 estudadas demonstraram sensibilidade a dessecacdo, ou seja, sdo recalcitrantes
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(Delgado & Barbedo 2007). Além disso, essas sementes possuem algumas das mais peculiares
caracteristicas dentro do universo das sementes, como a capacidade de manter o poder germinativo a
partir de sementes com reservas parcialmente removidas (Gurgel & Sobrinho 1951, Anjos & Ferraz
1999, Silva et al. 2003). Estudos com fracionamento com sementes de Eugenia spp. realizados na
ultima década demonstraram que até mesmo apos a germinagao ter sido iniciada, essa caracteristica
se mantém (Delgado et al. 2010, Amador & Barbedo 2011, Teixeira & Barbedo 2012, Alonso &
Barbedo 2020). Esse comportamento pode ser uma estratégia evolutiva que previne a perda da
viabilidade por danos fisicos como a predacdo por insetos e outros animais (Delgado ef al. 2010,
Alonso & Barbedo 2020).

Sementes de E. uniflora e E. involucrata sdo dispersas com alto teor de 4gua, ocorrem em
clima tropical e sdo sensiveis a dessecacdo e a temperaturas congelantes (Delgado & Barbedo, 2007,
Mazine ef al. 2023). Suas sementes possuem baixa longevidade, com perda da viabilidade entre 20 e
30 dias apo6s a coleta (Longhi 1995, Lorenzi & Matos 2002).

E. uniflora, popularmente conhecida como pitanga, ¢ nativa da Mata Atlantica, Cerrado e
Pampa, ndo endémica do Brasil, detém enorme importancia, com frutos bem vistosos e chamativos,
com coloragdo que vai desde o alaranjado ao vermelho escuro, formato globoso e tamanho variado
(entre 1,5 e 3 cm). Suas arvores sdo de facil adaptacdo, muito resistentes e podem atingir até 15 metros
de altura, ¢ bastante utilizada como ornamental (Silva 2016, Mazine et al. 2023). Seus frutos estao
presentes em pomares € sdo bastante utilizados na producao de sucos, doces, geleia, vinhos, licores,
xaropes e entre outros derivados, sendo ainda, bastante inserida em programas de arborizacdo urbana
(Villachica et al. 1996, Pepato et al. 2001, Bezerra et al. 2018). Com isso a espécie passou a chamar
atencdo de muitos pesquisadores nos ultimos anos. Em revisdo de literatura feita por Moura et al.
(2018) foi possivel encontrar estudos que comprovam a atividade antimicrobiana a partir dos extratos
das folhas de E. uniflora, assim como outros potenciais bioativos, como atividades antioxidantes e
inseticidas.

E. involucrata, conhecida popularmente como cereja da mata, também ¢é nativa da Mata
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Atlantica, Cerrado e Pampa, ndo endémica do Brasil, mas ao contrario da espécie anterior, ¢ menos
popular. Seus frutos sdo chamativos, com formato elipsoide ou piriformes, tamanho entre 2 ¢ 4 cm e
coloragdo entre o vermelho a violdceo (cor de vinho) e suas arvores podem atingir a altura de 15
metros (Donadio 1983, Donadio et al. 2002, Donadio & Moro 2004, Lamarca ef al. 2013, Mazine et
al. 2023). Queiroz et al. (2015) chamam atengao para a auséncia de estudos que visem explorar os
potenciais farmacoldgicos dessa espécie e, em estudos recentes, abriu-se margem para tratamento
antitumoral e antifungico a partir do extrato de suas folhas (Sato et al. 2018, Munari et al. 2021).
Além disso, ndo ha a devida comercializagao em pomares de seus frutos, ¢ muito menos a producao
em escala de derivados, haja visto que sdo frutos comestiveis e saborosos.

1.7. Armazenamento de sementes Eugenia spp.

Representado por mais de 1.000 espécies nas américas, as espécies de Eugenia sao bem
estudadas quanto ao armazenamento de suas sementes, como a utilizagdo de sacos plasticos de
polietileno pra armazenar sementes de E. dyzenterica DC., E. involucrata e E. brasiliensis € a inclusao
em ambientes controlados para armazenar sementes de E. uniflora, E. pyriformis e E. brasiliensis
(Neto et al. 1991, Barbedo & Marcos-Filho 1998, Andrade & Ferreira 2000, Maluf et al. 2003,
Kohama et al. 2006, Cécel & Barbedo 2021).

A secagem leve vem mostrando resultados curiosos para algumas espécies de Eugenia, como
demonstraram Cécel & Barbedo (2021) em sementes de E. uniflora, no qual apresentaram resultados
melhores no armazenamento quando houve secagem em estufa com valores proximos a 45% de teor
de 4gua, e o contrario foi observado para E. involucrata, onde a secagem prejudicou, corroborando
com Maluf et al. (2003). J4 em temperaturas congelantes, as sementes de E. pyriformes perderam a
viabilidade (Scalon ef al. 2012).

Utilizando o PEG na tentativa de promover o estresse hidrico, Inocente & Barbedo (2019)
perceberam que as sementes de Eugenia spp. submetidas a solu¢do com valores menor de potencial
hidrico (entre -2,0 e -5,0 MPa) tiveram taxa de germinacao suprimida durante um curto periodo de

armazenamento. Porém quando essas sementes foram reidratadas e colocadas em condicdes ideais,
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retomaram o processo de germinagdo. Ja em sementes de E. involucrata, a viabilidade das sementes
foi mantida em condigdes de défice hidrico em até -5,0 MPa (Inocente & Barbedo 2021).

Mais recentemente, Cécel & Barbedo (2023), na tentativa de armazenar sementes de E.
brasiliensis incubadas em solugao de PEG entre -1,0 e -2,0 MPa, em que os valores de teor de dgua
de atingiram 52%, conseguiram preserva-las durante 540 dias. Isso ¢ um indicativo de que existe um
determinado nivel de hidratagdo que mantém o metabolismo pouco ativo, retardando o processo de
germinagao, e tal nivel ndo pode ser muito abaixo (secagem extrema) e nem muito acima (hidratagao
extrema), variando conforme a espécie estudada.

A presenga de alguns géneros fiingicos em sementes de espécies de Eugenia foi descrito em
literatura, sendo presentes Cladosporium sp., Alternaria sp., Fusarium sp., Pestalotopsis sp.,
Rhizopus sp., Ceratocystos sp., Phomopsis sp., Phoma sp., Curvularia sp., Helminthosporium sp.,
Moucor sp. e Nigrospora sp. (Avila et al. 2009, Oliveira et al. 2011, Frangoso & Barbedo 2014, 2016,
Comin et al. 2014, Silva 2015). E importante investigar quais fungos acometem as sementes
armazenadas, € quais suas caracteristicas, pois de certa forma, eles atuam no processo de deterioracao
das sementes, produzindo micotoxinas e enzimas hidrofilicas (Silva & Ferraz 2015). Ainda ha a
necessidade de esclarecer qual o impacto que esses fungos podem causar em sementes armazenadas.
Portanto, deve-se conter a proliferagdo de fungos através de tratamento quimico, fisico e biologico.
No que diz respeito ao tratamento fisico, hd novas tendéncias no controle fungico, como a utilizagao
de tratamento térmicos (termoterapia) e tratamento osmoético (osmoterapia), obtendo bons resultados
no controle de alguns (Oliveira et al. 2011, Francoso & Barbedo 2014). Vale ressaltar que ainda nao
se sabe ao certo como os tratamentos osmoticos e térmicos interagem com a incidéncia fingica
durante o armazenamento, podendo os fungos estarem apenas correlacionados.

Outro ponto ¢ que alguns desses géneros registrados em sementes de Eugenia spp. sao
classificados fungos de armazenamento, como ¢ o caso dos géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp..
Os fungos de armazenamento tém sido, em grande medida, se somados a outros fatores ambientais,

grandes responsaveis por acelerar a deterioragdo de sementes durante o armazenamento. Além disso,
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héa aqueles que estdo presentes em sementes desde a coleta, podendo a infecg¢do estar associada as
sementes desde a sua formagao, sendo assim, denominados como fungos de campo, caso dos géneros
Fusarium e Cladosporium (Christensen 1974, Carvalho & Nakagawa 2012).

2. OBJETIVOS

- Avaliar a viabilidade durante o armazenamento as sementes recalcitrantes de Eugenia
uniflora e Eugenia involucrata, condicionadas por intermédio de hidratagdo controlada em diferentes
concentracdes de polietileno glicol 6000 (PEG 6000) a 10 e 25 ° C, visando diminuir o seu
metabolismo e estender o tempo de viabilidade.

- Avaliar as taxas respiratorias com o intuito de verificar o estado metabolico das sementes
em condi¢des de armazenamento.

- Avaliar a incidéncia fingica na tentativa de entender quais impactos que esses agentes

bioticos podem causar na viabilidade das sementes armazenadas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Obten¢iao do material biolégico
As coletas de frutos foram realizadas no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, Sdo Paulo
(23°38'30,7" S, 46°37'14,2"0) entre os dias 26 de outubro a 13 de novembro de 2021 para Eugenia
uniflora em 10 matrizes e 20 de outubro de 2022 para E. involucrata em apenas uma matriz. Os
frutos foram coletados no ponto méximo de maturacdo, imediatamente apds serem dispersos (Figura
1B), utilizando-se lona do tipo Sombrite® que foi estendida abaixo das matrizes (Figura 1A). Apds as
coletas, os frutos foram levados ao Laboratorio de Sementes do Instituto de Pesquisas Ambientais
(IPA), onde se procedeu triagem de modo que os frutos imaturos e abertos foram removidos. Em
seguida, os frutos tiveram suas sementes extraidas manualmente sob dgua corrente, utilizando-se
bandejas e peneiras. Apos a lavagem, o excesso de umidade foi retirado utilizando papel filtro. As
sementes assim obtidas foram, entdo, selecionadas visando a remoc¢ao das sementes com sinais de
deteriora¢do, das que tinham tamanho muito abaixo da maioria e das danificadas por injlrias
mecanicas. Por fim, as sementes foram guardadas em sacos plésticos transparentes de polietileno

(Figura 1C) a 8 °C, em camara BOD (Biochemical Oxygen Demand), até o momento do uso.

Figura 1. Detalhes da obtencao das sementes. A: matriz de E. uniflora com lona do tipo
sombrite; B: frutos maduros; C: sementes extraidas.

3.2. Avaliacdo do armazenamento e das taxas de respiracao
Preparo das solugdes osmoticas - Diferentes quantidades de cristais solidos de polietileno

glicol 6000 (PEG) foram dissolvidos em dgua destilada para compor as solugdes. No processo de
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preparo, utilizou-se o Agitador Magnético para homogeneizar a solugdo. Para o calculo das
quantidades de PEG utilizou-se a tabela proposta por Villela et al. (1991) seguindo (Michel &
Kaufmann 1972), sendo utilizadas 202,130, 295,713, 367,667 e 428,375 g por litro de 4gua, obtidos
através de balangas semi-analiticas, respectivamente para as solugdes de -0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa.
Todas as solugdes foram preparadas levando em conta a temperatura de 25 °C.

Armazenamento das sementes - sementes de E. uniflora foram distribuidas
equidistantemente sobre 2 folhas de papel Germitest® (28 x 19 cm, esterilizadas), cobertas por uma
terceira folha, todas previamente umedecidas com 30 mL de 4gua destilada (0,0 MPa) ou com as
solucdes de PEG previamente descritas. Em seguida, as folhas foram enroladas e acondicionadas em
sacos de polietileno, que tiveram sua abertura fechada com amarrilhos e foram perfurados com agulha
hipodérmica (10 furos) para permitir trocas gasosas. Apods isso, foram dispostas em 2 camaras BOD,
uma a 10 °C e outra a 25 °C, em escuro continuo. Aos tratamentos de embebicao foi adicionado um
tratamento controle, composto por sementes acondicionadas em sacos plasticos (perfurados) sem
agua ou solugdes de PEG, por ser esta a forma usual de se armazenarem sementes dessa espécie.
Todos os tratamentos foram armazenados por 12 meses e as sementes foram avaliadas quanto a
germinagdo, sanidade e teor de 4gua nos periodos de 3, 6 e 12 meses de armazenamento. Também
foram avaliadas quanto ao seu potencial hidrico aos 6 meses de armazenamento.

Sementes de E. involucrata foram distribuidas equidistantemente sobre duas folhas de papel
Germitest® e cobertas por uma terceira (28 x 38 cm, esterilizadas), todas previamente umedecidas
com 60 mL de dgua ou das solugdes de PEG previamente descritas. Em seguida, as folhas foram
enroladas e acondicionadas em sacos de polietileno, que tiveram sua abertura fechada com amarrilhos
e foram perfurados com agulha hipodérmica (10 furos) para permitir trocas gasosas. Apos isso, foram
dispostas em camara BOD a 25 °C, em escuro continuo. Aos tratamentos de embebig¢ao foi adicionado
um tratamento controle, como descrito para E. uniflora. Apés isso, foram armazenadas por 4 meses
e avaliadas quanto a germinagdo, sanidade e teor de dgua. O potencial hidrico também foi avaliado

apos 4 meses de armazenamento.
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Avaliagdo das taxas respiratorias das sementes - amostras das sementes de E. uniflora foram

pesadas e distribuidas em 3 repeticdes de 20 sementes, colocadas sobre papel Germitest® umedecido
com 30 mL de PEG nos potenciais hidricos de -0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa, e 4gua destilada (0,0 MPa)
como descrito anteriormente, acrescidos do controle (sementes sem umedecimento). Todas foram
inseridas em frascos de vidros transparentes e herméticos de 600 mL (respirdmetros), com tampas
vedadas por insulfilm, e incubadas em camaras BOD a 10 e 25 °C, em escuro continuo. O inicio do
tempo do experimento foi considerado quando os frascos foram fechados (Lamarca & Barbedo 2012,
Bonjovani & Barbedo 2019). A taxa de respira¢do das sementes foi analisada apos 12, 24 e 48h de
incubagao, calculada de acordo com o consumo de Oz € com a liberagao de CO». Para tanto, amostras
de ar dos respirdometros foram tomadas através de furos presentes na tampa, vedados por septo de
borracha (Figura 2B, C), com o auxilio de uma agulha hipodérmica (Figura 2D) possibilitando o
acesso aos gases contidos no interior dos frascos. Os gases coletados foram medidos com o Analisador

de Gases 6600 (Illinois, USA).

Figura 2. Frasco hermético (600 ml) (A), tampa do frasco perfurada (B) tampa do frasco
com o septo de silicone (C) Analisador de Gases 6600 (D) coleta de amostra do ar no interior dos
frascos através de uma agulha hipodérmica (E).

Os valores obtidos para consumo de O; e liberacdo de CO; foram convertidos para pressao

parcial do gés.

P 1= pressdo parcial do gas, em atm;



29
p2 = pressao atmosférica (0,9 atm, em Sao Paulo);

V1 = volume do O; consumido ou do CO; liberado, em porcentagem;

v2 = volume total do gés (100 %).

Apo0s a obtencao dos valores de pressao parcial dos gases (P1) foi calculada a quantidade de
mols consumidos (O2) ou liberada (CO;) do géas, pelas sementes dos frascos, pela equagdo de
Clapayron PV = nRT, onde:

P = pressao parcial do gés (atm);

V = volume do frasco onde as sementes foram incubadas (0,6 L);

n = numero de mols do gas;

R = constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm . L . K'' . mol);

T = temperatura (K).

O valor de nimero de mols, assim obtido, foi convertido para (imols e dividido pela massa

seca respirante (em gramas) e pelo tempo de incubagdo (em horas), obtendo-se os valores em pmol .
gMS! hl

ApoOs a obtencao dos valores referentes as taxas respiratorias, calculou-se o Quociente de
Respiracdo (QR) pela divisdo entre o CO; liberado e o Oz consumido, ou seja, Q = CO2/O». Calculou-
se, ainda, a taxa oxidativa pela diferenca entre o Oz consumido e o CO; liberado, ou seja, TO = O, -
CO2 (Bragante ef al 2018).

Ao final dos periodos de incubagdo, as sementes dos diferentes tratamentos foram retiradas
dos frascos, lavadas para a remog¢do do PEG e colocadas para germinar.

3.3. Determinacdes fisicas e fisiologicas

Teor de dgua e massa seca - determinados gravimetricamente pelo método de estufa com
circulacao fechada por 17 horas a 103 °C (ISTA, 2015). O teor de agua foi expresso em base tmida,

pela seguinte equacao:

Pu—ps

(%U) - Pu—pt

x 100,

Onde:
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Pu = peso inicial, peso dos recipientes mais o peso das sementes frescas;

ps = peso final, peso do recipiente mais o peso da semente seca;

pt = tara, peso do recipiente vazio com a tampa.

Com as mesmas sementes utilizadas na determinacao do teor de dgua, calculou-se também
a massa seca, dividindo-se o peso umido pelo total de sementes utilizadas. Os resultados foram
expressos em mg . semente”! (Brasil, 2009).

Potencial hidrico (¥w) - foi medido por Potenciometro WP4 (Decagon Devices, Inc.,
Pullman, EUA). As amostras de sementes foram colocadas em cépsulas e inseridas no aparelho,
condicionadas em camara hermética, baseado na temperatura de condensagao (ponto de orvalho) de
agua, cuja leitura do potencial hidrico foi feita quando a amostra e o ar dentro do aparelho atingiram
equilibrio (Delgado & Barbedo 2012).

Teste de germinacdo - A fim de determinar o potencial fisioldgico, as sementes foram
colocadas para germinar em papeis Germitest® umedecidos com agua corrente, sendo entdo
enroladas e colocadas e sacos plasticos de polietileno transparentes e perfurados (10 furos). Apds isso,
foram levadas para a sala climatizada (25 °C) com disponibilidade de luz continua e semanalmente
avaliadas de forma visual. Foram consideradas sementes germinadas, aquelas com a protrusdao da
radicula com 0,5 mm (Delgado & Barbedo 2007). Também foi avaliada a producdo de plantulas
normais, sendo consideradas aquelas com as raizes e parte aérea (e6filos desenvolvidos) sem defeitos.

Durante o armazenamento das sementes, algumas germinaram na propria embalagem. Para
diferenciar a germinag¢do que ocorreu durante o armazenamento, dentro das embalagens, da que
ocorreu durante o teste de germinacgdo, a contagem das sementes germinadas foi separada em duas
categorias: as que germinaram durante o armazenamento, mas nao retomaram a viabilidade durante
o teste de germinagdo, foram denominadas GDA (Figura 3D), e as que germinaram apds a instalacdo
do teste de germinacdo foram denominadas GR. Nestas Ultimas incluiram-se as sementes que ja
haviam germinado durante o armazenamento e que, durante o teste de germinagdo, retomaram o

desenvolvimento. As plantulas normais provenientes de E. uniflora armazenadas no periodo de um
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ano e as de E. incolucrata no periodo de 4 meses foram avaliadas quanto ao tamanho das raizes e
partes aéreas. As porcentagens de germinacdo e de plantulas normais foram calculadas com as

formulas a seguir:

n° total de sementes germinadas (durante o armazenamento em cimara BOD)

GDA = x100

n° total de sementes

n° total de sementes germinadas no teste de germinacao
GR = £ & 2 x100 *

n° total de sementes

n° total de plantulas normais
= L 100

PN

n° total de sementes

* incluindo-se as sementes que ja haviam sido germinadas durante o armazenamento e que
retomaram a germinacao por brotamento (Figura 2D), somada as germinagdes de sementes que s

ocorreram durante o teste de germinagdo (Figura 2A).

05em

Figura 3. Semente de E. uniflora germinada (A), plantula normal com parte aérea e raizes
desenvolvidas (B), plantula anormal formada durante o armazenamento (C), plantula anormal
retomando o desenvolvimento da parte aérea (D).

Teste de sanidade - Inicialmente, todos os equipamentos foram previamente esterilizados
com alcool etilico a 70% e durante a instalagdo do teste, fez-se o uso de lamparinas a alcool para
auxiliar na esterilizacdo dos equipamentos. Para as sementes recém-colhidas, utilizaram-se 4
repeti¢cdes com 10 sementes distribuidas em duas placas de Pétri (5 sementes em cada), e em sementes
armazenadas de E. uniflora, 4 repeticdes com 9 sementes, nos periodos de 3 e 6 meses e 3 repeticdes
com 9 sementes para o periodo de 12 meses, distribuidas em 2 placas de Pétri, sendo placa A (5

sementes) e placa B (4 sementes). O mesmo foi realizado com sementes armazenadas de E.

involucrata (3 repeticdes com 9 sementes) no periodo de 4 meses.
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Utilizou-se o método de Papel Filtro (Blotter Test), placas de Pétri distribuidas de forma
equidistante sobre 2 folhas de papel filtro e umedecidas com agua destilada e seladas com plastico
filme PVC para assegurar a umidade durante a incubacdo por 7 dias sob a temperatura 20°C com
fotoperiodo de 12 horas (Brasil 2009). Apos o periodo de incubacao, as sementes foram analisadas
visualmente por intermédio de uma lupa (estereoscopio) (Figura 4B), e as estruturas dos fungos
visualizados foram destacadas, removidas das sementes com o auxilio de uma agulha hipodérmica e
colocadas em lamina, no qual muitas das vezes, a fim de facilitar a visualizacdo das estruturas
fungicas, eram acrescidos o corante azul de metileno e levadas ao microscopio Optico para identificar
e avaliar com mais precisdo (Figura 4C). Através de guias de identificagdes, os fungos foram

identificados apenas ao nivel de género.

Figura 4. Sementes de E. uniflora distribuidas de forma equidistante em placa de Petri (A),
vista de estereoscopio de uma semente de E. uniflora com incidéncia fingica (B), vista de
microscopio Opticos de estruturas dos conidios de Alternaria sp. isolada e destacada (C).

3.4. Delineamento experimental e analise estatistica

Para o armazenamento e a respiragdo, o delineamento foi inteiramente casualizado. No
armazenamento foi 2 x 6 x 3 (temperatura x potencial osmdtico x periodo de armazenamento) para
E. uniflora, seguindo o mesmo esquema para a E. involucrata, porém somente com uma temperatura,
e na respiracao 2 x 6 x 3 (temperatura x potencial osmotico x periodo de incubagdo). Os dados foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas entre si pelo teste de
Tukey (5%). Quando necessario, os dados foram transformados em V(x+0,5), a fim de possibilitar a

normalidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Eugenia uniflora
As sementes recém-coletadas apresentaram 95% de germinagdo, 92% de plantulas normais,
52,4% de 4gua, 0,17 g. semente™' de massa seca e potencial hidrico de -2,56 MPa. Quanto a sanidade,
foram registrados 4 géneros fungicos: Cladosporium sp. (100%), Fusarium sp. (55%), Alternaria sp.
(35%) e Penicillium sp. (12%).
E. uniflora apresentou sementes germinadas durante o armazenamento (GDA) (Figuras 5 e
6) e houve diferencas na germinag¢do conforme a mudanca de temperatura e potencial osmotico.
Quando submetidas a 10 °C, apenas as incubadas a 0,0 e -1,0 MPa tiveram suas sementes germinadas
ainda em armazenamento durante todo o periodo, a -1,0, -1,5 e -2,0 MPa a germinacao foi contida
(exceto no sexto més, no tratamento a -1,0 MPa, no qual 22% das sementes germinam). J& a 25 °C
houve germinagdo nas incubadas a 0,0, -0,5, -1,0 e -1,5 MPa durante todo o periodo. A -2,0 MPa,
apenas 8% das sementes germinaram aos 3 meses de armazenamento, € nos periodos de 6 e 12 meses
ndo houve germinagdo. No controle, as sementes ndo germinaram durante o periodo de

armazenamento em ambas as temperaturas.

Figura 5. Sementes de E. uniflora recém retiradas das camaras BOD apds 12 meses de
armazenamento a 10 °C (A) e 25° C (B), incubadas sem umedecer (controle) ou nos potenciais de 0,0
MPa, -0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa.
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Quanto a disponibilidade de 4gua durante o armazenamento (Tabela 1), foi possivel notar
que as sementes com teor de dgua superior a 56% apresentaram germinagdo sob a temperatura de 10
°C, e acima de 58,5% sob 25 °C nos 3 primeiros meses, ambos os valores de teor de agua sao
superiores ao das sementes recém-colhidas.

Tabela 1. Valores do teor de dgua e potencial hidrico (Yw) das sementes de E. uniflora apds

a retirada das camaras BOD, nos periodos de 3, 6 e 12 meses nos tratamentos controle (C), agua (0,0)
e PEG nos potenciais de -0,5, -1,0, -1,5 ¢ -2,0 MPa, a 10 e 25 °C.

Temperatura Tratamentos Teor de agua (%) Yw (MPa)
3 6 12 6

0 57 55 64 -1,2

-0,5 56 53 58 -2,1

0 -1 49 51 56 -3,4
10°C -1,5 56 55 52 -4,2
-2 52 o1 47 -4,6

C 26 13 12 -70,5

0 65 71 58 -1,1

-0,5 60 65 51 -2,6

o -1 58 63 55 -5,1
25°C -1,5 63 56 31 -5,3
-2 58 47 44 -5,9

C 19 20 15 -44.9

Dentre os tratamentos que germinaram nas camaras, ¢ possivel deduzir que a maior parte
dessas sementes germinaram ainda no inicio de armazenamento (3 meses), uma vez que apenas 0s
tratamentos com PEG a -0,5 MPa sob 10 °C e a -1,5 MPa sob 25 °C constaram um aumento
significativo na quantidade de sementes germinadas nos periodos subsequentes. O teor de agua no
controle diminuiu com passar do tempo, o que explica a perda total da viabilidade.

Outra forma de explicar isso ¢ através do potencial hidrico (Tabela 1), no qual pode-se
observar que as sementes que ndo germinaram a 10 °C, o potencial hidrico decorrente foi abaixo de
-3,4 MPa quando avaliadas no sexto més, valor proximo aos das sementes recém-colhidas (-2,56
MPa). A 25 °C a inibigdo s6 ocorreu a -5,9 MPa. Contudo, nos controles cujo potencial hidrico
avaliado constaram-se menores, as sementes perderam a viabilidade a partir dos 6 meses de

armazenamento.
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Viabilidade de sementes armazenadas
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Figura 6. Porcentagem de Germinacdo durante o armazenamento (GDA — barras azuis),
germinagdo no teste apos retirada (GR — barras laranjas) e desenvolvimento de plantulas normais (PN
— barras verdes) de sementes de E. uniflora armazenadas por 3, 6 e 12 meses a 10 °C (A, Ce E) e por
3,6 ¢ 12 meses a 25 °C (B, D e F respectivamente) nos tratamentos controle (C), agua (0,0), e PEG
nos potenciais osmoticos de -0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa. Colunas com a mesma letra ndo diferem entre
si (Tukey, 5%).

As sementes de E. uniflora sdo fotoblasticas neutras (Cremasco et al. 2017), o que explica a
existéncia de germinac¢do durante o armazenamento, e evidencia altos indices metabolicos dessas
sementes (Roberts & King 1980, Pammenter ef al. 1994). Apesar de muitos tratamentos germinarem

no armazenamento, o nivel dessa germinagao nao foi totalmente homogéneo (Figura 5), a medida que

os tratamentos se aproximavam da dgua (0,0 MPa), o desenvolvimento de raizes e parte aérea eram
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maiores, bem evidente nas sementes a 25 °C entre os tratamentos a 0,0 e -2,0 MPa.

A temperatura considerada otima para a germinacao de sementes na maioria das espécies
florestais, sobretudo de Mata Atlantica, ¢ a 25 °C (Brancalion et. al. 2010, Ferraz & Calvi 2011,
Figliola 2015). Isso também ¢ realidade para as de Fugenia spp. (Larmarca et. al. 2011, Gomes et al.
2016). Em sementes recalcitrantes, temperaturas abaixo de 15 °C reduzem o metabolismo das
sementes e tal estratégia tem sido muito utilizada no armazenamento de sementes recalcitrantes nos
Gltimos anos (Andréo et al. 2002, Bonjovani & Barbedo 2008). E importante salientar, contudo, que
muitas sementes recalcitrantes ndo toleram temperaturas congelantes (Bonner 1990, Bewley ef al.
2013). Em temperaturas baixas, a mobilidade das moléculas de 4gua e os processos metabolicos sdo
reduzidos (Goldfarb & Queiroga 2013). Provavelmente isso pode ser uma das possiveis explicagoes
para a diminui¢do da germinacdo durante o armazenamento a 10 °C, como também observado por
Inocente & Barbedo (2019) e Cécel & Barbedo (2021).

O contetido de agua nas sementes de E. uniflora pode elucidar o seu comportamento em
armazenamento, em tratamentos cuja dgua do tipo III (Marcos-Filho 2015) estava presente (i.e. -4,0
a -11,0 MPa e entre 20 e 33 % de teor em base imida), e nos quais a germinagdo foi contida. A
presenca elevada de dgua e o acimulo de reservas em sementes em estadio avangado de maturagao
resulta na germinagdo e a remogao da agua das sementes faz com que haja o aumento dos solutos e
por conseguinte a diminui¢cao do metabolismo (Bewley et al. 2013, Marcos-Filho 2015). Com isso, a
disponibilidade ou ndo da dgua nas sementes, de acordo com os tratamentos, explica a expressao
metabolica durante o armazenamento.

Durante o periodo de 3 meses, a germinagdo de sementes de E. uniflora nao apresentou
diferencas entre os tratamentos de armazenamento em solugdo de PEG e 4gua destiladas (0,0 MPa),
o mesmo acontecendo para a porcentagem plantulas normais, exceto em 0,0 MPa (Figura 6A e B).
Notou-se elevadas taxas de germinagao, chegando a 100% no tratamento a 0,0 MPa e a -1,0 MPa, a
10 e 25 °C respectivamente. O controle a 10 °C, apesar de apresentar sementes germinadas (39%) e

plantulas normais (36%), ja4 demonstra queda significativa da viabilidade, ficando mais evidente a 25
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°C, com 6% de germinacdo e nenhuma plantula normal, o que pode ser explicado pela queda abrupta
no teor de agua, como ja havia sido demonstrado por Delgado & Barbedo (2007) para essa espécie.

Na avaliacao do armazenamento aos 6 meses, notou-se que as sementes perderam totalmente
a capacidade germinativa no tratamento controle (Figura 6C e D), o que ja havia sido notado em
sementes de Eugenia spp. nessas condicoes (Cécel & Barbedo 2021). Ademais, em praticamente
todos os outros tratamentos notou-se alto indice de germinagdo e plantulas normais. Apenas o
armazenamento a 0,0 MPa sob a temperatura de 25 °C ndo apresentou o desenvolvimento de plantulas
normais. Apesar de 97% das sementes germinarem, deve-se salientar que todas ja haviam germinado
durante o armazenamento e rebrotaram no teste de germina¢do. Com isso hd o consumo demasiado
de reservas e que pode explicar a inviabilidade nesse tratamento (Floriano, 2004). E possivel que o
metabolismo estava muito alto enquanto as sementes estavam armazenadas, pois apesar de nao ser o
unico tratamento que germinou antes da retirada da BOD, foi o que apresentou maior teor de 4gua
(Tabela 1) e potencial hidrico de -1,17 MPa, valor acima dos -2,57 MPa das sementes recém-colhidas.

Com 12 meses de armazenamento (Figura 6E e F) podemos observar melhor o efeito do
armazenamento no tempo. Nesse periodo a temperatura de 10 °C ainda manteve altas taxas de
viabilidade das sementes de E. uniflora nos tratamentos com PEG e a 0,0 MPa. Apesar do poder
germinativo ser mantido nas sementes armazenadas em dgua, tais sementes apresentaram uma queda
na producdo de plantulas normais. Outro detalhe nos tratamentos com PEG, foi que 4 medida que a
umidade nas sementes foi diminuiu (Tabela 1), coincidiu com a diminui¢ao das solugdes dos
tratamentos, resultou em queda viabilidade, diminuindo a formacgao plantulas normais.

J& no armazenamento sem refrigeracdo (25 °C), com excecdo do controle, todos os
tratamentos apresentaram germinacgdo, porém apenas os tratamentos com PEG mantiveram a
viabilidade das sementes (exceto a -0,5 MPa). Os tratamentos cujo PEG promoveu o
condicionamento, de certa forma diminuiram a deterioracdo. Essa deterioracdo pode estar relacionada
com a alta atividade metabolica em sementes armazenadas, pois nas condi¢des de temperaturas de 25

°C, se somado aos altos indices de umidade, sao condi¢des ideais para que as sementes de E. uniflora
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possam germinar (Popinigis 1985, Berjak & Pammenter 2008).

As sementes armazenadas apresentaram taxas elevadas de viabilidade, mesmo apds 12
meses de armazenamento, no qual os dados mostraram alto indice de sementes germinadas e plantulas
normais, com valores proximos das sementes recém coletadas. O resultado mais curioso ficou por
conta das sementes armazenadas a 25 °C, em que foi possivel estender a viabilidade até o fim do
armazenamento, haja vista que sementes de Eugenia spp. se tornam inviaveis mais rapido em
temperaturas ambiente (Silva et al. 2019) e isso piora a medida que as temperaturas sao elevadas.
Portanto, todas as recomendagdes anteriores de armazenamento apontam para a diminui¢do da
temperatura (Floriano 2004, Bonjovani & Barbedo 2008), desde que tal temperatura ndo seja
congelante (Pammenter & Berjak 1999). O sucesso na mobilidade de 4gua em manter a viabilidade
dessas sementes em temperatura ambiente, isto ¢, sem refrigera¢do, torna essa condi¢do
imprescindivel para a conservagao ex situ.

Importante mencionar que o fato de as sementes germinarem ainda em condicdes de
armazenamento ndo comprometeu totalmente a viabilidade aquelas armazenadas em tratamentos com
PEG, pois a retomada da germinagao por brotamento culminou em plantulas normais, como também
notado por Cécel & Barbedo (2023) durante o armazenamento de sementes de E. brasiliensis.
Entretanto, a medida que o armazenamento se prolongou, foi possivel notar queda na viabilidade,
algo que também ocorreu no presente estudo. E tal retomada em sementes condicionadas em PEG ja
havia sido demonstrado por Inocente & Barbedo (2021) em sementes de E. involucrata.

Apesar de algumas sementes apresentarem bons resultados a secagem ou estresse hidrico,
h4 aquelas que sofrem perdas significativas em sua integridade fisiologica, quando submetidas a
desidratacao (Walters et al. 2013). Esse panorama estar presente nas sementes de E. uniflora, onde a
secagem demasiada foi prejudicial. Porém, as sementes dessa espécie podem se manter vidveis com
até¢ 40% de umidade e perdem a capacidade fisioldgica abaixo de 30% (Delgado & Barbedo 2012,
Oliveira et al. 2011, Inocente & Barbedo 2019). Além disso, condicionamento de embrides de /1. vera,

também sensiveis a desseca¢do e pouco tolerantes a temperaturas baixas, mostrou reducdo do
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metabolismo quando colocados sob condi¢des de limitagao hidrica com PEG (Andréo & et al. 2006,
Bonjovani & Barbedo 2014, 2020, Pereira et al. 2020b).

De acordo com Marcos-Filho (2015) em muitos casos, quando a desidratacdo atinge a dgua
do tipo 3 (20 a 33% de teor de agua), ha uma intensa atividade metabdlica nas sementes, o que pode
resultar na ineficacia dos mecanismos de reparo. Outro fator que preserva a viabilidade apds a
secagem ¢ a forma em que a secagem ¢ feita: se lenta, ¢ maior a probabilidade dessa viabilidade ser
mantida, como proposto por Farrant et al. (1986). A desidratagao promovida pelo PEG s6 ocorre
quando a potencial hidrico das sementes ¢ menor que o da solucdo, com isso a semente perde agua
para o ambiente por osmose (Labouriau 1983). A retirada da 4gua ocasiona o desregulamento do
metabolismo com a perdas das funcdes de membranas em sementes sensiveis (Vertucci & Farrant
1995). Além disso, em sementes de Quercus robur L., a desidratagao aumentou a producao de radicais
e livres e diminuiu as atividades de enzimas protetoras no eixo embrionario (Hendry et al. 1992). Tal
fato pode estar presentes em sementes de E. uniflora.

Tabela 2. Tamanho médio da parte aérea (PA) e da raiz (R) provenientes da germinacao de
E. uniflora apds um ano de armazenamento, nos tratamentos controle (C), dgua (0,0), ¢ PEG nos

respectivos potenciais osmoticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa), sob a as temperaturas de 10 e 25 ° C.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

Tratamentos Tamanho das plantulas (cm)
10°C 25°C

PA R PA R

C * * * *

0,0 12,6 a 11,2b * *

-0,5 89b 13,3 ab * *
-1,0 84D 13,8a 11a 13,2a
-15 8,7Db 13,1 ab 99a 12,4 a
-2,0 9,4b 14 a 9,2a 13,1a

O tamanho das plantulas normais resultantes das sementes que germinaram apds um ano de
armazenamento ndo respondeu muito sobre o vigor dessas sementes, haja visto que os tamanhos de
plantulas e raizes nao seguiram um padrao (Tabela 2). Apesar das maiores raizes nos tratamentos com
PEG, foi em sementes armazenadas em agua que o resultado da parte aérea se sobressaiu.

A redug¢do do metabolismo, talvez isso tenha ocorrido devido a limitagdo hidrica
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provenientes desses tratamentos, cuja sementes ndo atingiriam valores muito superiores a 40% de
agua, ficando entre a agua dos tipos 4 e 5 (Vilella & Marcos-Filho 1998) o que ndo acontece em
sementes totalmente hidratadas, ja que nessa condicao nao ha limitacdo bioquimica (Bewley et al.
2013). Em condi¢des de baixa umidade héd a diminui¢ao da fluidez da matriz celular, e com isso, as
atividades enzimaticas também reduzem (Leopold & Vertucci 1989). Essa redugdo das atividades
metabolicas de certa forma também diminuiu a deterioracao nas sementes de E. uniflora e tornou
possivel manter essas sementes viaveis por mais tempo.

Atividades metabolicas em sementes de E. uniflora

A diferenga de temperatura e potenciais osmoticos resultou em diferentes taxas respiratorias
as 12 horas de incubacdo (Figura 7). Nos tratamentos em que as sementes foram incubas em PEG, a
medida que os potenciais ficavam menores, a liberacdo de CO> foi diminuindo, apesar das altas taxas
de consumo de Oz. Menores valores de liberagdo de CO; foram registrados a 10 °C em PEG a-1,0 e
-1,5 MPa e no controle, ja o O2 foi maior nos tratamentos a -1,0, -1,5 e -2,0 MPa. A maior liberacao
de CO; foi em sementes incubadas a 25 °C, no controle com 7,1 umol CO,.gMS".h'. Nessa temperatura,

o consumo de O aumentou nos tratamentos com PEG de menores potenciais hidricos.
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Figura 7. Consumo de O; e liberacdo de CO2 em sementes incubadas de E. uniflora pelo
periodo de 12 horas nos tratamentos controle (C), agua (0,0), e PEG nos respectivos potenciais
osmoticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa), sob a as temperaturas de 10 e 25 °C. Colunas com a mesma
letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
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Apbs 24 e 48 horas de incubagdo (Figuras 8 e 9), os dados de liberagdo CO» nao
demonstraram muita diferenca, porém, quando comparado as temperaturas, foi possivel observar as
maiores taxas de consumo de O e liberagao de COz a 25 °C. Em todos os periodos de incubagdo o
controle mostrou menores taxas de consumo de O2 se comparado com as sementes incubadas nos

tratamentos com PEG e em agua destilada (0,0 MPa), exceto no periodo de 12 horas sob 25 °C.
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Figura 8. Consumo de O e liberacdo de CO2 em sementes incubadas de E. uniflora pelo
periodo de 24 horas nos tratamentos controle (C), agua (0,0), ¢ PEG nos respectivos potenciais
osmoticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa), sob a as temperaturas de 10 e 25 °C. Colunas com a mesma
letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
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Figura 9. Consumo de O3 e liberagdo de CO2 em sementes incubadas de E. uniflora pelo
periodo de 48 horas nos tratamentos controle (C), agua (0,0), e PEG nos respectivos potenciais
osmoticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa), sob a as temperaturas de 10 e 25 °C. Colunas com a mesma
letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
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As sementes de E. uniflora que foram incubadas nos frascos, independente da temperatura e
do tratamento, mostraram altos indices de germinagdes ao encerramento do experimento de
respiragdo, em média com 94% de germinagdo, valor bem proximo ao 95% que ocorreram em
sementes recém-colhidas, apenas nas sementes incubadas a 25 °C no tratamento a -2,0 MPa, houve
queda, cujo 82% das sementes tiveram a protrusdo da radicula, porém nao apresentaram diferencas
estatistica significante.

As diferentes condigdes durante os periodos de incubagao de E. uniflora nos fornecem uma
pista de como essas sementes se comportam em condi¢des de armazenamento. Os valores demasiados
no controle as 12 horas a 25 °C, podem ser resultados de estresse com proporcional respiragao celular
devido a pouca disponibilidade hidrica em um ambiente com mais alta temperatura. Assim como
Silva et al. (2019) registraram um acentuado aumento das taxas de respiragdo apds a secagem em
sementes de E. dysenterica DC.

De forma geral, as sementes tiveram menores taxas de respiracdo a 10° C, se comparado a
temperatura de 25 °C como constatado em sementes de E. pyriformes e E. brasiliensis (Lamarca et
al. 2020, Cécel & Bardedo 2021, 2023). Em sementes de E. brasiliensis, a temperatura a 25 °C,
manteve o metabolismo mais ativo em detrimento de sementes incubadas a 8 °C. Ja em E. pyriformes,
as taxas de respira¢do aumentavam a medida que o a sementes apresentavam maiores teores de agua
a 25 °C, semelhante ao que Guardia et al. (2020) observaram em sementes de Myrcianthes pungens
(O. Berg) D. Legrand.

Bonjovani e Barbedo (2014) notaram a diminuicdo das taxas metabolicas em sementes
armazenadas de /. vera no qual foi possivel também desacelerar o metabolismo, porém, com o 6nus
das sementes apresentarem elevadas taxas oxidativas durante a respiracdo. Bragrante et al. (2018),
com sementes de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz frescas e imaturas notaram acentuadas
taxas de consumo de Oz apds um ano de armazenamento a 18 e 25 °C. Esse aumento do metabolismo
pode culminar na queda da viabilidade das sementes em condi¢des de armazenamento (Bonjovani &

Barbedo 2020). Em contrapartida, a diminuicdo da respiragdo em temperatura baixa (10 °C) o
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preserva (Andreo et al. 2006). Porém, nos tratamentos em que as sementes de E. uniflora estavam
com altas taxas de liberacdo de O2, como se observou, nao necessariamente perderam a viabilidade,
apresentando altas taxas de viabilidade no teste de germinacao a partir das sementes incubadas, e no
experimento de armazenamento com os respectivos potenciais osmoticos € temperatura.

A redugdo da liberagdo de CO> nos tratamentos com PEG proporcionou a queda da taxa de
respiracdo durante as 12 horas em ambos os periodos, € consequentemente a redugdao do metabolismo.
O quociente de respiragao (QR) concede informagdes sobre o tipo de respiracao, podendo essa ser
resultados de processos oxidativos, com valores de QR abaixo de -0,5, e acima disso, entre 0,6 ¢ 0,7
o substrato ¢ lipideos. Quando a proporcao ¢ de uma para um, ou seja, QR = 1, a respiragdo utiliza
carboidratos, ¢ quando superior a esse valor, valores acima de 1 ¢ resultante da respiracao anaerobia
ou fermentagao (Labouriau 1983, Kader & Saltveit 2002). Contudo, esses valores de QR podem oscilar

entre 0.97 e 1,17 se o principal substrato utilizado na respiragdo ¢ o carboidrato (Hopkins & Huner 2008).
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Figura 10. Quociente de respiracdo de sementes de E. uniflora, incubas pelo periodo de 12,
24 e 48 horas, avaliados em cada periodo nos tratamentos controle, dgua (0,0), e PEG nos respectivos
potenciais osméticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa), sob a as temperaturas de 10 e 25 °C. Colunas com
a mesma letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

Os valores de QR obtidos no presente trabalho (Figura 10), demonstram um padrao para as

sementes incubadas a 12 horas, com o QR diminuindo a medida que os tratamentos na solucao de

PEG ficavam mais negativos, com valores abaixo de 0,5, o que indica que houve processos
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oxidativos, e consequentemente baixa atividade metabolica nas sementes. Durante a incubagdo a 12
horas o maior valor foi registrado do controle a 25 ° C, no qual o QR foi igual a 1,1, somente nos
periodos de 12 horas. Nao houve registro em sementes incubadas a 10 © C em PEG a - 2,0 MPa.

A tendencia de diminui¢ao do QR ndo se manteve nos demais periodos de incubagdo (24 ¢
48 horas), ao invés disso, QR dos tratamentos ficaram em entre 0,5 e 0, 8 durante a incubagao por 24
horas, o que novamente evidéncia o consumo de acidos graxos e apenas os tratamentos a 0,0 MPa
sob 10 °Cea-0,5 MPaa 25 °C, com valores de QR menores que 0,5, desta vez, sugerindo a existéncia
de atividades oxidativas. Por fim, no periodo de 48 horas de incubagdo, os valores de QR estavam
entre 5,7 € 9,3, apenas o controle a 10 °C ¢ o tratamento com PEG a -2,0 MPa a 25 °C apresentaram
QR igual a 1,0 e acima disso, somente o tratamento com PEG a -1,0 MPa a 10 °C, com o QR de 1,1.

A utilizacdo de acidos graxos na respiracdo das sementes incubadas traduz-se com menor
producdo de moléculas de CO para de Oz consumido. Isso ocorre em quadros com a respiracao
menos intensa, pois 0 Oz estd sendo utilizado em outros mecanismos bioquimicos que ndo a
respiragdo (Vertucci 1989, Leopold & Vetucci 1989). O substrato principal das sementes de E.
uniflora ¢ o carboidrato, com cerca 80 % das reservas (Luzia et al. 2010), que ¢ consumido na fase
inicial da germinagdo, desencadeando maior intensidade respiratéria, com altas taxas de CO2
(Buckeridge et al. 2004). A redugdo da producao de COz registrado E. uniflora pode indicar queda no
metabolismo. O controle da temperatura resulta na diminui¢do das acdes enzimadticas (Ruelland &
Zackowski 2010), assim como o controle hidrico (Marcos-Filho 2015).

As taxas oxidativas (TO) das sementes incubadas por 12 horas apresentaram maiores valores
em sementes com o PEG, aumentando quanto menor os potenciais hidricos dos tratamentos. Ainda,
a 10 °C apresentaram menores TOs (Figura 10). Contudo, os valores foram ainda elevados nos
tratamentos a -1,0, -1,5 e -2,0 MPa, com este ultimo chegando a 6,6. A 25 °C, as TOs foram superiores,
com os valores crescendo de forma gradual nas sementes incubadas entre o controle e -2,0 MPa. Se
comparadas com a incubagdo em 12 horas, os demais periodos (24 e 48 horas) foram inferiores em

ambas as temperaturas. Porém, se comparados entre si, as sementes incubadas na temperatura a 25
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°C apresentaram maiores TOs que a 10 °C.
Houve diminui¢ao das TOs nos tratamentos com PEG a -1,0 -1,5 -2,0 e no controle a 10 °C;
ja nas sementes incubadas por 48 horas os valores das taxas foram infimos e ficaram entre 0,2 e 04.
Nao houve registro de taxas oxidativas no controle e a -1,0 MPa. Nas sementes incubadas a 25 °C,
notou-se a queda nas taxas oxidativas no mesmo tratamento a medida que as sementes ficaram mais
tempo incubadas. As sementes de FEugenia stipitata McVaugh, armazenadas com baixa
disponibilidade de O (hipoxia), mantiveram-se viaveis (Calvi et. al. 2017), o mesmo ocorreu para
sementes sensiveis de 1. vera (Okamoto & Joly 2000). A presenca de Oz nas sementes ¢ importante
para manter a viabilidade e com isso a germina¢do, de modo que a falta de O, (anoxia) resulta na

perda de tal capacidade (Okamoto & Joly 2000).
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Figura 11. Taxas oxidativas de sementes de E. uniflora incubadas por 12, 24 e 48 horas, nos
tratamentos controle (C), agua (0,0), e PEG a -0,5, -1,0, -1,5 € -2,0 MPa, a 10 e 25 °C. Colunas com
a mesma letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ser danosas a qualidade fisiologica das

sementes, pois aceleram o processo de deterioragdo. Porém, também sao associados a atividade
metabolicas funcionais nas sementes, como a propria germinagdo (Sarath ez al. 2007). Em estudo

recente de Amorin et al. (2023), ao incubarem sementes de E. involucrata em N-acetyl-L-cysteine

(NAC), conseguiram reduzir a produ¢do de peroxido de hidrogénio (H202), o que culminou na
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inibi¢do da germinagdo, evidenciando essa dualidade de comportamento das EROs.

Os antioxidantes sao fundamentais na preservacao da qualidade fisiologica, tanto os de via
enzimatica como a superoxido dismutase, catalase, peroxidase, entre outras, e ndo enzimatica, como
as substancias antioxidantes (Mittler 2002, Johnston et al. 2006). Em espécies com sementes
recalcitrantes de Quercus robur L. (carvalho-vermelho) e Theobroma cocoa (cacau), a queda dos
potenciais antioxidantes estava associada a perda da viabilidade nessas sementes (Finch-Savage &
Blake 1994, Li & Sun 1999). A falta de tal mecanismo faz com que as espécies reativas de oxigénio
promovam o estresse oxidativo (Marx 1987)

Mesmo com os altos valores de taxas oxidativas (Figura 11) nos tratamentos durante a
incubagdo, as sementes de FE. uniflora mantiveram-se viaveis durante o experimento de
armazenamento por 12 meses. Tem-se relatado em pesquisas com extratos de sementes de E. uniflora
a capacidade antioxidante destas devido a presenca de compostos fenolicos (Baggueti et al. 2009,
Luzia et al. 2010 Pereira et al. 2020a). Isso pode ser o motivo de tais sementes permanecerem viaveis,
mesmo com taxas oxidativas exorbitantes.

Incidéncia fungica em sementes de E. uniflora armazenadas

A incidéncia fangica em sementes de E. uniflora aos 3 meses de armazenamento (Tabela 3)
demonstrou que tanto a temperatura quanto os tratamentos com diferentes potenciais osmoéticos foram
fatores importantes. A 10 °C os géneros Cladosporium sp., Fusarium sp. e Alternaria sp. mostraram-
se mais adaptados. Contudo, Cladosporium sp. e Fusarium sp. tiveram melhor adaptacdo em
temperatura baixa (10 °C) enquanto o Penicillium sp. foi mais presente em temperatura sem
refrigeracdo (25 °C). Nesta temperatura houve a inibicdo de Alternaria sp.. Ceratocystis sp. e
Phomopsis sp. também estavam presentes nas duas temperaturas, porém com menor incidéncia.

A quantidade de agua presente no substrato foi determinante. No controle a 10 °C (sementes
mais desidratadas) foi observado maior incidéncia para maior parte dos fungos avaliados, com
Cladosporium chegando a 100 %, seguidos de Fusarium sp. (97%), Penicillium sp. (50%) e

Alternaria 31%. Com excecdo para 0 género Phomopsis, os tratamentos com PEG conseguiram
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reduzir a incidéncia dos fungos em temperatura baixa. A 25 °C, mais uma vez, a incidéncia foi
superior no controle para Penicillium sp. (100%) e Cladosporium sp. (78%). O armazenamento em
agua destilada diminui a incidéncia de Fusarium sp., cujo substrato continha teor de dgua de 69,8%;
os demais tratamentos e o controle elevaram as taxas de incidéncia para o género.

Tabela 3. Incidéncia fingica em sementes de E. uniflora armazenandas por 3 meses a 10 e
25 °C, em que Clad. (=Cladosporium sp.), Alte (=Alternaria sp.), Fusa (=Fusarium sp.), Peni. (=
Penicillium sp.), Cera. (= Ceratocystis sp.) € Phps (=Phomopsis sp.) e teor de dgua (TA), nos
tratamentos controle (C), agua (0,0), e PEG nos respectivos potenciais osméticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -
2,0 MPa), sob a as temperaturas de 10 e 25 ° C, letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica entre
si pelo teste de Tukey a 5%. (* dados ndo obtidos).

3 meses

Temperatura Tratamentos Clad. Alte. Fusa. Peni. Cera. Phps. TA
C 100 a 3la 97a 50a 3b Ob 51,92
0,0 8labc 14a 89ab 0b 1la Ob 55,74

10°C -0,5 97 ab 8a 89ab Ob 1la Ob 57,25
-1,0 94 ab 8a 89ab O0b 6 ab Ob 53,62
-1,5 81 bc 3a 67bc 3b Ob 36a 49,30
-2,0 72¢C 6a 56 C 3b Ob 19ab 51,63
Cc 78 a Oa 75a 100a Oa 3a 45,31
0,0 28b Oa 22b 17b  8a 3a 69,87

950 C -0,5 17b Oa 64 a 44ab 8a 3a 57,56
-1,0 17b Oa 78 a 11b 6a Oa *
-1,5 17b Oa 69 a 19b 3a Oa *
-2,0 14b Oa 83a 14b Oa Oa 51,81

Em sementes armazenadas por 6 meses (Tabela 4), notou-se a incidéncia elevada de
Cladosporium sp. e Fusarium sp., em todos os tratamentos. A incidéncia de Ceratocystis sp. foi
insignificante em ambas as temperaturas. A 25 °C, nos tratamentos com PEG notou-se uma
diminuicgdo da incidéncia de Penicillium sp. enquanto o Phomopsis sp. se sobressaiu. A temperatura
também foi fundamental para Cladisporium sp., que apesar de ocorrer em ambas, adaptou-se melhor
em temperatura baixa (10 °C).

Penicillium sp. mostrou-se mais adaptado em sementes mais desidratadas (controle)
independente da temperatura de armazenamento. Apesar de baixa incidéncia, Alternaria sp. ndo
apresentou diferenca entre os tratamentos em ambas as temperaturas de armazenamento. Phomopsis
sp. foi contido no controle cuja sementes estavam mais desidratadas, mostrando-se mais adaptado a

sementes mais Umidas independente da temperatura de armazenamento.
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Tabela 4. Incidéncia fingica em sementes de E. uniflora armazenandas por 6 meses a 10 e
25 °C, em que Clad. (=Cladosporium sp.), Alte. (=Alternaria sp.), Fusa. (=Fusarium sp.), Peni. (=
Penicillium sp.), Cera. (= Ceratocystis sp.) € Phps. (=Phomopsis sp.) e teor de agua (TA), nos
tratamentos controle (C), agua (0,0), e PEG nos respectivos potenciais osméticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -
2,0 MPa), sob a as temperaturas de 10 e 25 ° C, letras iguais nao apresentam diferenca estatistica entre
si pelo teste de Tukey a 5%.

6 meses

Temperatura Tratamentos Clad. Alte. Fusa. Peni. Cera. Phps. TA
C 100 a 8a 94 a 83 a Oa 0b 22,32
0,0 92 ab 14 a 94 a 2b Oa 8 ab 60,91

10°C -0,5 86 ab 3a 100 a 0b Oa 0b 56,49
-1,0 75ac Oa 97 a 0b 6a 0b 55,97
-15 50 ¢ Oa 100 a 3b Oa 36a 51,66
-2,0 61 ab 6a 100 a 8b Oa 19 ab 59,70
C Oa 6a 50 a 100 a Oa Oc 19,20
0,0 28 a 8a 69 a 42 a 6a Oc 45,35

950 C -0,5 6a 3a 92 a 94 a Oa 78 a 52,02
-1,0 28 a Oa 69 a 69 a Oa 28D 52,23
-15 3a Oa 83 a 53 a 3a 39 ab 51,35
-2,0 3a Oa 89 a 50 a Oa 11 bc 33,95

No ultimo periodo, aos 12 meses de armazenamentos (Tabela 5), os géneros Fusarium sp. e
Penicillium sp. tiveram altas taxas de incidéncia em ambas as temperaturas. Em temperatura baixa, a
10 °C, Cladosporium sp. mais uma vez se adaptou, houve baixa incidéncia de Alternaria sp.,
Ceratocystis sp., Phomopsis sp. e Botrytis sp.. Jaa 25 °C, Phomopsis sp. se sobressaiu nos tratamentos
com PEG, os demais (Cladosporium sp., Alternaria sp., Ceratocystis sp. € Botrytis sp.) tiveram sua
incidéncia diminuida ou controladas nessas condi¢des.

Quanto a incidéncia a 10 °C, em controle, contendo sementes mais secas, houve a inibi¢ao
de Cladosporium sp., diminui¢ao de Fusarium sp., enquanto o Penicillium sp. foi favorecido nessa
condi¢do, com 100% de incidéncia. Curiosamente, a 25 °C, Penicillium sp. de maneira geral, foi mais
incidente em sementes mais imidas. O género ocorreu em todas as sementes cujo armazenamento foi
em agua destilada (0,0 MPa), contrariando as condi¢des descritas anteriormente. Nos tratamentos
com PEG e a 0,0 MPa, foi notada a presenga de Phomospsis sp.. Além dos que haviam sido registrados
com sementes recém-colhidas (Cladosporium sp., Fusarium sp., Alteraria sp. € Penicillium sp), apos
0 armazenamento surgiram os géneros Ceratocystis sp. € Phomopsis sp. durante as avaliagdes nos

periodos de 3, 6 e 12 meses, e Botrytis sp. no ultimo periodo (12 meses), apesar da baixa incidéncia.
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Tabela 5. Incidéncia fungica em sementes de E. uniflora armazenandas por 12 meses a 25
°C, em que Clad. (=Cladosporium sp.), Alte. (=Alternaria sp.), Fusa. (=Fusarium sp.), Peni. (=
Penicillium sp.), Cera. (= Ceratocystis sp.), Phps. (= Phomopsis sp.) € Botr. (=Botritys sp.), nos
tratamentos controle (C), agua (0,0), e PEG nos respectivos potenciais osméticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -
2,0 MPa), sob a as temperaturas de 10 e 25 ° C, letras iguais nao apresentam diferenca estatistica entre
si pelo teste de Tukey a 5%. (o teor de 4gua € o mesmo presente na Tabela 1 aos 12 meses) *

12 meses

Temperatura Tratamentos Clad. Alte. Fusa. Peni. Cera. Phps. Botr. *
C 0b 0b 30b 100 a Oa Oa Oa
0,0 44ab Ob 78 a 48 ab Oa 4a 4a

10°C -0,5 63a 0b 96 a 4b 15a 4a Oa
-1,0 19ab O0b 89 a 0b Oa 4a 4a
-15 37ab 0D 100 a 15 ab Oa 4a Oa
-2,0 44 ab 15a 100 a 33 ab Oa 4a 7a
C Oa Oa 26 ab 59b 0b 0Ob Oa
0,0 Oa 11a 26 ab 100 a 0b 4 ab Oa

250 C -0,5 Oa Oa 93a 78 ab 22 a 56 a Oa
-1,0 Oa Oa 100 a 74 ab 4b 41 ab Oa
-1,5 4a 4a 11b 96 ab 0b 22 ab Oa
-2,0 4a Oa 59 ab 85 ab 0b 22 ab Oa

Apesar dos fungos ndo serem os principais responsaveis por deteriorar as sementes, eles
fazem parte deste processo, somando-se a outros fatores, como a ocorréncia de outros microrganismos
e processos bioquimicos promovidos pelo proprio metabolismo das sementes (Berjak 1996, Carvalho
& Nakagawa 20135, Parisi et al 2019). Ambientes com temperaturas elevadas e com umidade alta sao
condi¢cdes nas quais os fungos predominam (Schmidt 2007). Em sementes que necessitam ser
armazenadas em condicdes cuja proliferagdo de fungos ¢ favorecida, podem antecipar ainda mais o
processo de deterioragdo (Goldbach 1979).

Resultados interessantes foram encontrados para as sementes de Eugenia spp. em diferentes
condi¢des osmdticas com PEG e diferentes temperaturas, reduzindo a incidéncia de Cladosporium
sp, Alternaria sp., Pestalotiopsis sp. € Fusarium sp., Penicillium sp., € Botrytis sp. (Oliveira et al.
2011, Francoso & Barbedo 2014, Francoso & Barbedo 2016). Oliveira et al. (2011), notaram que,
apesar da alta incidéncia de Cladosporium sp., as sementes de E. brasiliensis ndo tiveram a
germinagdo comprometida apos 60 dias de armazenamento. No mais, ha registro em literatura de
sementes acometidas por fungos desses mesmos géneros, € com altas taxas de germinacdo em

sementes de E. calycina (Biilow et al. 1994). Contudo, em sementes de E. pyriformes houve presenca
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de Aspergillus spp., que prejudicou a germinagdo (Andrade & Ferreira 2000), o que ndo ocorreu no
presente trabalho.

O Penicillium sp., fungo de campo, tem sido associado como fungo patogénico em sementes,
produzindo micotoxinas, causando podriddao e prejudicando a qualidade durante o armazenamento
(Carvalho & Nakagawa 2012). Junto ao Fusarium sp., que € responsavel pela podridao de raizes e
tombamento de mudas (Santos et a/ 2015, Bruschet et al. 2022), ambos foram os fungos que mais
acometeram as sementes de E. uniflora e se adaptaram em ambas as temperaturas aos 12 meses de
armazenamento. Na ultima década, esses dois gé€neros tém sido mais abundantes em sementes de
espécies florestais (Martins et al. 2022). Cladosporium sp. apresentou alta incidéncia aos 12 meses,
porém somente a 10 °C. E provéavel que essa alternancia de incidéncia nos diferentes periodos seja
decorrente da competicdo. Contudo, avaliagdes mais especificas, como o teste de severidade devem
ser empregadas para se concluir isso.

No presente trabalho, os géneros fingicos que ocorreram em sementes de E. uniflora durante
0 armazenamento pouco explicam a perda da viabilidade. Apenas os tratamentos a 0,0 MPa em ambas
a temperaturas foi possivel notar uma queda na viabilidade a partir do periodo de 6 meses. Apesar
das sementes no controle apontarem queda significante aos 3 meses, e sementes totalmente inviaveis
aos 6 meses de armazenamento, tal fato se deve a queda demasiada do teor de 4gua nessas sementes,
ainda no inicio do armazenamento, o que ja se observa em sementes dessa espécie outrora, cujo a
viabilidade se perdem com menos de 30 % de teor de agua (Comin et al. 2014).

4.2 Eugenia involucrata

As sementes de E. involucrata apresentaram inicialmente 92% de germinagdo e 90% de
plantulas normais, 52,5% de 4gua e 0,17 g.semente™' de massa seca; o potencial hidrico foi de -2,56
MPa. A sanidade inicial também foi avaliada e os géneros encontrados foram Fusarium sp. (97,5%),
Cladosporium sp. (77,5%), Ceratocistys sp. (35%), Penicillium sp. (25%) e Phomopsis sp. (15%).

Armazenamento e viabilidade em sementes de E. involucrata armazenadas

As sementes de E. involucrata apresentaram resultados interessantes durante o
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armazenamento. O controle e o tratamento com agua destilada (0,0 MPa) apresentaram os melhores
indices de germinacao, respectivamente 94% e 92%, enquanto os tratamentos com PEG apresentaram
valores menores. Contudo, apenas o tratamento com PEG a -2,0 MPa conseguiu inibir completamente
a germinacdao durante o periodo em que as sementes estavam na camara BOD. Tal fato ndo se

apresentou favoravel a essas sementes, com queda na viabilidade no teste de germinagao.
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Figura 12. Germinagdo durante o armazenamento (GDA), durante o teste de germinagao
(GR) e desenvolvimento de plantulas normais (PN) de sementes de E. involucrata armazenadas por
4 meses nos tratamentos controle (C), dgua (0,0), e PEG a-0,5, -1,0, -1,5 ¢ -2,0 MPa, a 25 °C. Colunas
com a mesma letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

Armazenar sementes de E. involucrata tem tido pouco sucesso, como demonstrado (Figura
12), pois possuem baixa longevidade devido a sensibilidade a dessecagdo (Roberts 1973, Lorenzi
1992, Delgado & Barbedo 2007), perdendo rapidamente a viabilidade ao serem armazenadas (Maluf
et al. 2003, Pirola et al. 2013). Em tentativas anteriores, Barbedo ef al. (1998) ja evidenciaram a perda
da viabilidade ao secarem as sementes de E. involucrata. Porém, esses mesmos autores obtiveram
éxito em armazenar as sementes em condi¢des de camara fria (8 °C) por até 4 a 6 meses (Maluf et al.
2003), tempo 4 a 6 vezes maior do que o obtido por Alegretti et al. (2015) a 5 °C em sacos plasticos
a vacuo com biofilme de fécula, pré-tratadas com hidrocondicionamento.

Assim, as sementes armazenadas em agua destilada apresentaram maior viabilidade, com

94% de sementes germinadas e 83% de plantulas normais, apds a retirada da cdmara. A resposta para

0 sucesso no armazenamento pode, portanto, estar na disponibilidade da 4gua, pois a quantidade, vista
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pelo teor de 4gua, praticamente ndo se alterou entre os tratamentos (Figura 13). E importante salientar
que os elevados teores de dgua permitiriam o elevado metabolismo dessas sementes, especialmente
nas temperaturas mais elevadas. O intenso metabolismo dessas sementes no inicio do armazenamento
pode ser uma das possibilidades, necessitando de dgua durante o armazenamento para manter o
metabolismo, como um ponto de “nao retorno”, ¢ a diminui¢do dessa disponibilidade pode ter
causado danos ao estado metabolico, como notado por Inocente & Barbedo (2019). Apesar dos
tratamentos com PEG terem menores valores de germinacao, o tamanho da parte aérea e das raizes

provenientes das plantulas normais, ndo apresentaram diferencas significativa (Tabela 6).
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Figura 13. Teor de agua de sementes de Eugenia involucrata armazenadas durantes 4 meses
nos tratamentos controle (C), agua (0,0), e PEG nos respectivos potenciais osmoticos (-0,5, -1,0, -1,5
e -2,0 MPa), sob a temperaturas de 25 °C.

Tabela 6. Tamanho médio em centimetros da parte aérea (PA) e da raiz (R) provenientes da
germinagdo de E. involucrata apos 4 meses nos tratamentos controle (C), dgua (0,0), e PEG nos
respectivos potenciais osmaticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -2,0 MPa), sob a temperaturas de 25 °C. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

Tamanho das plantulas (cm)

Tratamentos PA R
C 6,7 a 91a
0,0 95a 12,1 a
-0,5 8,4 a 10,3 a
-1,0 8,1a 9,6a
-15 7a 10,2 a
-2,0 7a 11,1a

Incidéncia fungica em sementes de E. involucrata armazenadas

O teste de sanidade permitiu a identificagdo de incidéncia de 5 géneros fungicos: Penicillium
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sp., Fusarium sp., Ceratocystis sp., Phomopsis sp. e Rizhopus sp. (Tabela 7). A temperatura de 25 °C
proporcionou elevada incidéncia, e nenhum tratamento praticamente foi capaz de inibir
completamente a presenca de fungo. Contudo, deve-se salientar a ndo existéncia de diferenga
significativa mesmo entre valores tdo amplos quanto 96% e 37%, para Pennicilium sp., e 78% e 15%,
para Phomopsis sp.. Isso deve estar relacionado com a grande variagdo de resultados entre as
repeticoes do mesmo tratamento, o que pode ter sido consequéncia de um tamanho amostral
insuficiente. Futuramente, para a analise de sanidade ¢ importante que se utilizem tanto um maior
numero de sementes por repeticdo, quanto um maior numero de repeticdes por tratamento.

Tabela 7. Incidéncia fungica em sementes de E. involucrata armazenandas por 4 meses nos
tratamentos controle (C), agua (0,0), e PEG nos respectivos potenciais osmoticos (-0,5, -1,0, -1,5 e -
2,0 MPa), sob a temperaturas de 25 °C, em que Peni. (= Penicillium sp.), Fusa. (=Fusarium sp.), Cer
(= Ceratocystis sp.), Phps (=Phomopsis sp.) € Rizh (=Rizhopus sp.), letras iguais ndo apresentam
diferencga estatistica entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamentos 4 meses

Pen. Fus. Cer. Phps. Rizh.
C 96 a 67 a 85a 15a 4a
0,0 37a 52a 56 ab 67 a Oa
-0,5 74 a 56 a 48 ab 78 a O0a
-1,0 82a 15a 52 ab 70a Oa
-1,5 70 a 37a 22b 56 a 1la
-2,0 70a 78a 37 ab 22 a Oa

Os resultados permitem inferir que o armazenamento com controle da mobilizag¢do hidrica,
apesar de promissor para sementes recalcitrantes, pode requerer maiores investigacdes, dependendo
da espécie. Ao contrario das sementes de E. uniflora, no qual a viabilidade nos tratamentos com PEG
foi assegurada, em sementes de E. involucrata, tais tratamentos apresentaram resultados opostos, com
a viabilidade sendo perdida e asseguradas em tratamentos mais umidos (0,0 MPa). O género
Penicillium sp. apresentou alta incidéncia, exceto no tratamento a 0,0 MPa, cuja sementes estavam
com maior viabilidade, podendo esse fungo estar relacionado com baixa viabilidade nos demais

tratamentos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, ¢ possivel notar a queda no metabolismo
das sementes em tratamentos em que se reduziu a disponibilidade de agua, preservando a viabilidade
durante o armazenamento, como visto nos tratamentos com solu¢des de PEG de menores potenciais
hidricos. Porém, quando a disponibilidade de agua foi muito alta, a exemplo do tratamento a 0,0 MPa,
houve queda da viabilidade. A combinagado entre temperatura e disponibilidade de dgua resultou no
controle do metabolismo dessas sementes. O condicionamento promovido pelo PEG assegurou a
viabilidade das sementes de E. uniflora durante todo o periodo de armazenamento (12 meses), exceto
no tratamento a -0,5 MPa a 25 °C. O controle hidrico nas células pode ter diminuido atividades
enzimaticas fundamentais para o funcionamento apropriado, diminuindo ndo s6 a germinag¢do, como
a propria deterioracdo. A temperatura de armazenamento foi um fator determinante, com temperatura
a 10 °C controlando melhor a germinacdo durante o periodo de armazenamento. Contudo a
germinacdo foi sessada a 25 °C no tratamento com PEG a -2,0 MPa.

Na respiragao, a produgdo de CO; foi diminuida nos tratamentos com PEG, a medida que os
potenciais ficavam menores, com valores infimos nos tratamentos. Apesar das altas taxas de O2
consumido nas sementes incubadas, os fatores antioxidantes podem ter alguma relagdo com o controle
de potenciais reacdes oxidativas prejudiciais, como os radicais livres. E, de certa forma, isso pouco
influenciou na qualidade das sementes armazenadas, haja visto que tais sementes apresentaram uma
elevada taxa de germinagao.

Entretanto, apesar dos 6timos resultados para E. uniflora, a aplicagdo do PEG em sementes
intolerantes com intuito de armazend-las precisa ser analisado com cautela, pois quando tal aplicacao
também foi feita para sementes de E. involucrata, ndo se obteve 0 mesmo sucesso, apesar de ter
reduzido o metabolismo durante o armazenamento, indicando que o metabolismo pode ter algumas
caracteristicas ndo padronizaveis, com sementes apresentados sensibilidades a diferentes fatores.

Em sementes de E. uniflora, a incidéncia de Fusarium sp, Penicilium sp. e Cladosporium

sp. foi elevada e ndo foi possivel notar relagdo com a queda da viabilidade ao final do
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aremazenamento. J4 em E. involucrata notou-se a relacdo da incidéncia de Penicillium sp. com a
queda da viabilidade das sementes, o que pode indicar que tais sementes tem maior sensibilidade a
algumas da micotoxinas produzidas por esse género. No entanto, a incidéncia do Penicillium sp. ndo
mostrou variagdo significativa nos tratamentos, necessitando futuramente de analises mais acuradas
€ precisas.

Com isso, conclui-se que o armazenamento de sementes de Eugenia spp. sob diferentes
potenciais osmaticos pode ser uma técnica eficaz em estender a viabilidade das sementes, permitindo
armazenar as sementes de E. uniflora por 12 e E. involucrata em por 4 meses mesmo em sem
refrigeracdo, a 25 °C. Apesar dos resultados positivos, ainda se faz necessario investigar mais a fundo

o comportamento destas sementes quanto ao armazenamento sob controle hidrico.
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