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RESUMO

No presente trabalho, foram utilizadas sementes de Eugenia uniflora
(pitanga) e Campomanesia xanthocarpa (guabiroba), coletadas em matas
nativas do municipio de Carazinho — RS, e armazenadas em vidros a 4°C. As
semenies quiescenies foram colocadas para germinar e caracterizadas
citoguimica e bioguimicamenie guanito as suas principais reservas. A cada
quinze dias foram realizados novos testes de germinagdo, com respectivo
processamento do material para andlises microscopicas e dosagens das
reservas. Sementes de E. uniflora permaneceram viaveis durante todo o
pericdo analisado {105 dias), mantendo indices de germinacio superiores a
70%. C. xanthocarpa apresentou-se viavel apenas nos primeiros quinze dias,
indicando caracteristica fortemente recalcitrante. As duas espécies
apresentaram-se com mais de 40% de umidade em seus frutos maduros. Para
a pitanga elas t8m massa 3 vezes maior do que para guabiroba e tem como
principal reserva o amido (36%), seguido de proteinas (20%). Nesta dltima
ocorre praticamente o inversc, com proteinas representando mais de 37% da
matéria seca e quantidades considerdveis de carboidratos (18%). Os
resultados indicaram ainda um elevado teor lipidico nas sementes de
guabiroba. Em nivel celular, as principais alteracdes observadas em guabiroba
durante a perda de viabilidade foram devidas a fusdo do material protéico e
aumento do poder redutor do material fendlico presente nas células
cotiledonares. Em pitanga, apesar de ndo ter havide perda de viabilidade,
observou-se uma diminuicdo significativa dos grdos de amido e maior

reatividade do material protéico ao longo do tempo de estocagem decorrente
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de um aumento na disponibilidade de radicais amina. Verificou-se ainda um
aumento significativo no contetido de aglcares livres e solliveis, provavelmente
decorrente da hidrdlise do amido presente nas células das sementes de
pitanga. Em termos comparativos, além das caracteristicas apontadas, foi
observada uma maior disponibilidade de material péctico nas paredes celulares
das sementes de guabiroba.
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ABSTRACT

Seeds of Eugenia uniflora (pitanga) and Campomanesia xanthocarpa
(guabircba) were colected in native forest of district Carazinho — RS, and
stored in glass at 4°C. Germination tests of quiescent seeds were carried out
every 15 days. The viability of £. uniflora continued for the investigation period
of 105 days, with germination index above 70%, while in C. xanthocarpa the
viabllity was 15 days, characteristic of recalcitrant seeds. Moisture content of
seeds was mainteinad around 40% in mature fruits. The main storage
component of pitanga is starch (36%). Another important reserve is protein
(20%), while guabiroba presents more than 37% of their fresh weight in
proteins and considerable quantity of carbohydrates (18%). These seeds
contain high lipid content. The cellular alterations of guabiroba during the loss
of viability were the fusion of protein material and increase the reductibility of
phenolic material present in Cotyledon cells. Pitanga with continued viability,
showed a significant reduction of starch grains and increase of protein reativity
during storage.An increase in free and soluble sugar was detected, as a result
of the starch hydrolysis of pitanga celis. Wall cells of guabiroba seeds showed
more disponibility of pectic material in pitanga.
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1. INTRODUCAQO

O desenvolvimento das sementes como um 0rgéo especializado para a
nutricdo, protecdo e disperso da prioxima geracdo fol um importante caminho
da evoluc&o no mundo das piantas. Na sua organizacdo geral, elas contém um
eixo embrionaric acompanhado por material de reserva e sio revestidas por
uma testa {casca) que as protege e pode apresentar-se muito resistente ou
apenas como uma camada superficial. A sua formacioc e crescimento ocorre
concomitante com a frutificacdo (Mauseth, 1988).

Segundo Popinigis (1985), o eixo embrionario desenvolve-se durante a
maturacdo da semente, até que seu crescimento cessa e o teor de umidade
diminui, restando apenas uma baixa atividade metabdlica, caracterizando o
estadoc denominado quiescente. A germinagd0o vem a ser o reinicio do
crescimento através da retomada do metabolismo e para gue ela ocorra, ©
eixo embrionarioc e as estruturas de reserva devem estar vivos. Os passos
desse processo dependem de imuitos fatores fisiologicos, bioquimicos e de
condicbes ambientais satisfatorias, como temperatura, luz, umidade e

disponibilidade de agua, para que sejam desencadeados todos o0s
mecanismos de diferenciagdo.

Roberts (1972a) considera que a perda da viabilidade € uma mudanca
degenerativa a qual € irreversivel e representa a morte da semente.

Longevidade, & o pericdo em que a semente se maniém viva, capaz de



germinar guando colocada em condigbes favoraveis e quando ndo houver
algum tipo de dorméncia (Toledo & Marcos Filho, 1977). Espécies cujas
sementes apresentam alia longevidade necessitam muitas vezes, de grandes
infervalos de tempo para ferem garantidas condigdes apropriadas de
germinacao.

Com o advento da agricultura surgiu a necessidade da estocagem de
sementes para © plantic em larga escala e em situagBes climaticas
adequadas. Isso gerou um grande desafic para o homem, que passou a ter a
necessidade de garantir a viabilidade das sementes pars ¢ plantio, por
periodos de tempo maiores do que os apreseniados em seu ambiente natural
{Begnami, 1991).

Algumas sementes germinam mesmo apds longos periodos de
estocagem. Essas sementes, classificadas como ortodoxas, resistem a baixos
teores de umidade sem perder sua viabilidade, sendo que para espécies de
clima temperado a viabilidade aumenta quando a umidade e a temperatura do
ambiente de armazenamento diminuem (Roberts, 1972b). Sementes
ortodoxas sofrem processc de secagem duranie a sua maturagio no fruto,
sendo liberadas com 20% ou menos de 4gua e podem sofrer posteriormente
uma perda de agua para valores de até 2 a 5% na sua estrutura e foram
classificadas por Harrington (1972) como de grande longevidade. Outras,
consideradas pelo mesmo autor como de curta longevidade, séo classificadas
como recalcitrantes & apresentam alio teor de umidade. Quando o teor de
umidade no ambiente diminui abaixo de um nivel critico, essas sementes
morrem. Elas sfo produzidas por dois tipes de plantas: as de ambiente
aquatico e que normaimente ndo secam e as de algumas plantas perenes que

frutificam em ambientes relativamente Gmidos (Valio & Ferreira, 1092).

Muitos trabalhos tém apontado comportamentos intermediarios quanto 2

classificagdo das sementes em ortodoxas e recalcitrantes, mostrando a



existéncia de um gradiente de classificacdo entre os extremos anteriormente
considerados como Gnicos (Farrant ef al., 1988).

Essa diferenca entre as sementes pode ser considerada como resuliado
do processo de seleg@o natural, em concordancia com as condigbes
ambientais em que as espécies se desenvolveram. O ambiente no qual as
sementes recalcifrantes foram selecionadas apresentava, provavelimente,
condigbes para o desenvolvimento das planiulas durante todo o ano, fazendo
com gque as mesmas germinassem logo apds a sua queda, facilitando com
isso a concorréncia com sementes de oufras espécies (Barbedo & Marcos
Filho, 1998). Em florestas tropicais é comumente observada uma germinacio
rapida e simultanea de sementes, logo apds a sua dispersdo. Essa seria uma
maneira de fugir & predag8o e aos parasitas, embora, as plantulas também
estejam sujeitas a situagbes que possam impedir o seu desenvolvimento tais
como sombreamento, competicdo e predacdo dentre outros (Vasquez-Yanes
& Orozco-Segovia, 1993).

Sementes consideradas ortodoxas passaram possiveimente, durante o
seu processo de selegdo, por periodos inadequados ac desenvolvimenio das
plantas. Foram ent&o beneficiadas as sementes que germinavam quando as
condigbes do meio fossem favordveis. Assim, a espera do momento
adequado, © baixo teor de agua teria sido fundamental para evitar a
deterioracdo das mesmas. (Barbedo & Marcos Filho, 1998). Esses autores
mencionam ainda a importéncia da agua na formagdo e maturacdc das
sementes. A agua participa na expanséo e divisdo celular e como veiculo para
a formacg&o dos tecidos, permanecendo até o final do desenvolvimento com
um alto teor no interior do 6rgao. Somente no final da maturagéo é que os dois
tipos de comportamento, ortodoxo e recalcitrante sdo observados, baseados
no teor de &gua das mesmas. Sementes ortodoxas tém uma rapida reducio

na quantidade de agua enquanio que nas recalcitrantes, o teor de agua



permanece elevado. Entretanto, inGmeras situagSes intermediérias podem ter
levado a um gradiente de comportamenic enire as orlodoxas propriamente
ditas e as altamente recalcitranies (Neves, 1894).

Harringion (1972), apresenta uma tabela de espécies com sementes
consideradas recaicitrantes. Entre as citadas, est8o duas espécies de
Myrtaceae: Eugenia uniffora e Myrciaria caulifiora. Confirmande a inclusso
nessa classificagio, M. caulifiora apresenta frutos que apesar de cairem logo
abaixo da arvore, raramente germinam (Valio & Ferreira, 1992). Sementes
recalcitrantes perdem rapidamente a viabilidade apés a sua separacdo dos
frutos e experimenios com Eugenia calycina comprovam essa colocacao.
Apoés diferentes tipos de armazenamenio por tempo variado e tratamentos
com produtos anti-fungos, foram feitos testes de germinaco com sementes da
referida espécie. A concluséo foi que a perda de viabilidade e a diminuigdo da
velocidade de germinagac sdo aumentadas apds alguns dias, mostrando que
sementes que apresentam caracteristicas como essas devem ter sua
semeadura © mais rapido possivel apds a coleta (von Bllow et al., 1994).
Farrant et a/. (1988}, colocam que nesse tipo de sementes, logo apés ¢ seu
desprendimento da planta, ocorrem mudancgas subcelulares as quais s&o
similares aqguelas ocorridas durante © inicic da germinacio. Essas
modificagbes, continuam apenas por um curto prazo na auséncia de agua
adicional.

A preocupagdc com © prolongamento da vida das sementes
recaicitrantes vem sendo explicada em  trabalhos de pesquisa. Seu
armazenamento torna-se problematico devido ao alto teor de umidade, ja que
nessas condicdes os fungos constituem a maior causa de deterioracdo no
processo de estocagem. Nthabiseng et al, (1997) estudando sementes de
Avicenia marina, considerada recalcitrante, conseguiram reduzir o ataque de

fungos naquelas que, durante ¢ armazenamento, foram cobertas com gel de



alginato de potassio. A germinag&o teve mais é&xito nesse caso, comparada a

taxa de germinagac de sementes que nao tiveram essa profecao.

A maioria dos estudos para caracterizacic das principals reservas de
sementes, s&o feitos em espécies cultivadas, especialmente de cereais e
leguminosas, que sac das mais importantes fonies de alimento utilizadas pelo
homem, apresentando como principais substincias de reserva, proteinas,
carboidratos e lipidios (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989). A proporgéc dessa
composigao pode variar de espécie para espécie e até enire espécies de uma
mesma familia. Os carboidratos podem ser armazenados na forma de amido,
em organelas chamadas amiloplastos. Bewley & Black (1982b) descrevem a
molécula de amido, composia de dois tipos de polimeros de D-glicose: a
amilose e a amilopeciina. As proporgSes dos dois polimeros variam entre as
sementes de diferentes espécies e podem variar mesmo dentro da mesma
especie. A amilose € um polimero linear formado por ligacdes glicosidicas o
(1—>4) e apresenta um peso molecular em torno de 60.000 Daltons e é
considerado o menor dos dois componentes. A amilopectina € um polimero
ramificado, composto também de unidades de glicose o {1-—4), apresentando
em geral 20 a 30 residuos de glicose entre dois pontos de ramificagdo sendo
que nesses locais, as ligagbes entre as unidades de glicose sdo do tipo o
(1-6). E considerada uma grande molécula, com peso em torno de 1 milh3o
de Dailtons {Annison & Topping, 1994). As propriedades funcionais do amido
sdo decorrentes desses dois componentes e da organizacdo dessas

macromoléculas na sua estrutura granular.

Em leguminosas, o amido € uma forma de reserva bastante comum,
normalmente depositada nas células dos cotilédones, podendo atingir mais de
50% da massa seca, como em Pisum e Vicia faba (Halmer, 1985). Seno et al.

(1996), caracterizaram o material de reserva de sementes de irés espécies de

¥ 1)



leguminosas e confirmaram a predominancia de amido como reserva principal,

seguido de proteinas.

Em certas semenies, porém, a maior guantidade de carboidratos de
reserva ndc € formada por amido, mas por oufros polissacarideos como
mananos, galactanos e xiloglicanos. Os mananos s8o enconirados
normaimente no endosparma de algumas espécies de Palmae, Umbeliferae e
Leguminosae; galaciomananos ocorrem em cotilédones, sendc muito
abundantes no género Lupinus, enquanto que os Xxiloglicanos aparecem em
grandes quantidades em cotilédones de sementes de leguminosas da famiiia
Caesalpinaceas (Meier & Reid, 1982).

As proteinas de reserva normalmente se encontram depositadas em
organelas denominadas corpos protéicos e sdo classificadas em funcéo da
sua solubilidade. Em leguminosas, as globulinas representam a maior parcela
das proteinas de reserva. A principal funcdo destas proteinas é a de fornecer
aminoacidos ou nitrogénio para as plantulas (Pernollet & Mossé, 1983).
Albuminas s&o outro tipo de proteinas, principalmente enzimaticas, que
ocorrem em sementes, sendo que as glutelinas e as prolaminas também sio
comuns. A quantidade e o tipo de proteinas varia entre os grupos de plantas,
como por exemplo, a ocorréncia de prolaminas em gramineas, ndo sendo tdo
comuns em outras sementes, como no caso das sementes de Magnoliopsidas,
mais especificamente as leguminosas, que apresentam um predominio de

globulinas em suas reservas (Bewley & Black, 1982b).

Os lipidios constituem ¢ ierceiro composto de reserva encontradc em
sementes, como as de Arachis, Helianthus e Glycine. Eles estdo normalmente
presentes em forma de triacilgliceridios ou lipidios neutros que constituem a
maior parte das reservas da semente. Outros tipos de lipidios, que podem ter

fungdo estrutural ou metabdlica nas membranas celulares, seriam os



fosfolipidios, os glicolipidios e os esterdides (Maver & Poljakoff-Mayber, 1989;
Bewley & Black, 1982a; Siabas ef a/,, 1988).

A morfologia de sementes de espécies nativas ainda é pouco estudada,
tornando restrito o conhecimento sobre a germinagéo das mesmas, fendo em
vista que uma maior preocupacdo estd voltada para espécies de interesse
aecondmico, principalmente alimentar. Entretanto, é necessario que outros
problemas sejam evidenciados, como o estudo de espécies arboreas por
exemplo, n&o s0 devido a urgéncia de recuperacio de areas devastadas, mas
também para se conhecer a estratégia de evoiucido e adaptacdo de sementes
dessas espécies, desconhecidas até o momenio, e que sirvam para elucidar

possiveis problemas na dindmica de populagdes vegetais.

No estado do Rio Grande do Sul, segundo Reitz ef al. (1988) existem
oito regibes fitogeogréficas, todas elas com espécies arbéreas representadas.
Mesmo as regibes de Campo t&m matas ciliares que abrigam arvores das
mais diversas familias. A area do Planalto no Rio Grande do Sul, caracteriza-
se como regiao fitogeografica do tipo Floresta do Planalto com presenca de
Araucéria. Esta representada pela mistura de pinheiros com elementos da
floresta do Alto Uruguai e contato com vegetag8o de campo. Os pinheiros
ocupam o exirato superior e tém abaixc um denso subosque constituido de
Lauraceas, Mirtaceas, Aquifolidceas, Sapindaceas e outras. Klein (1984)
nomeou essa formagdo como Floresta Ombréfila Mista.

As mirtaceas desempenham papel relevanie na fitofisionomia dos
diversos tipos florestais de Rio Grande do Sul. Dos 24 géneros representados
na flora brasiieira, 19 contam como espécies nativas desse estado, dentre eles
Campomanesia e Eugenia (Marchiori & Sobral, 1997). A maioria das espécies
dessa familia tem seu pericdo de florescimento e frutificacéo entre setembro e
maio, podendc ocorrer duas frutificagbes no ano em alguns casos {Lorenzi,

1992). Seus fruios tem uma a duas sementes, podendo apresentar mais gue



duas. A textura do fegumento das sementes também varia de membranécea e

coridcea até muilo firme, polida e brithante (Barroso ef al., 1981).

A famnilia Myrtaceae consiste, segundo Cronguist (1981), de
aproximadamente 150 géneros e 3600 espécies. Encontrada em regifes
tropicais € sublropicais em todos os continentes, é também desenvolvida na
regido temperada da Australia. Destacam-se, na familia, alguns géneros
numerosos como Eucalyptus, Eugenia, Myrcia, Syzyngium e Psidium.
Compreende duas subfamilias: Myricideae e Leptospermoideae. Segundo
Marchiori & Sobral (1987}, as Mirtoideas encontram-se dispersas em todos os
continenies, com excecgdo da Antartida. As Leplospermoideas predominam na
Ausiralasia € tém no Eucalypius seu representante mais conhecido. Ha uma
facil separagao das duas subfamilias baseada em caracteres morfolégicos,
como por exemplo o tipo de fruto, pois, Myrioideae apresenta frutos carnosos
e sementes relativamente grandes e Leptospermoideae tém fruios secos e
sementes muito pequenas. Apesar do grande nimero de espécies nativas e
da abundancia das mesmas na vegetacdo brasileira, as Mirtoideas
geraimente n&o produzem madeiras valiosas, restringindo-se ao fornecimento
de lenha, & utilizacdo em pequenas pecas ou objetos e outras formas de uso
local. A essa subfamilia, por oufro lado, pertencem numercsas espécies
frutiferas ou produtoras de especiarias. Barroso ef al. (1991) classifica as
mirtdceas com representantes lenhosos, arbustivos ou arbéreos. Plantas que
tém Oleos essencials caracteristicos, utilizados em perfumaria e como
medicinais. Segundo Sanchotene (1889}, as flores s&o na maioria meliferas e
algumas espeécies, s&o recomendadas como ormmamentais por apresentarem
porte ideal para arborizagdo urbana e recuperacdo de bosques, tentando
assim manter espécies adaptadas as condigdes regionais.



Sanchotene (1989), baseado em trabalhos sobre a avifauna relacionou
familias, dentre elas Myrlaceae, as quais com suas espécies frutiferas,
integram através de seus frutos € sementes o regime alimentar de algumas
aves. Ressallou nessa familia, espécies como Campomanesia xanthocarpa,
Eugenia uniffora, Eugenia involucrata, Myrcianthes pungens e Psidium
caftleianum, componenies da alimentac8c de sanhacgls, bem-te-vis, tiribas,
sabids, papagaios e ouiros. Algumas participam da alimentacdo de peixes
frugivoros, pois essas plantas compfem matas ciliares. Além da utilidade na
alimentacdo da fauna silvesitre, os frutos sZo empregados também na
alimentagdo humana, bem como na confeccdo de sucos e geléias para

comercializacio.

Eugenria uniflora, conhecida popularmente como pitanga, & frequente
em solos Umidos, arenosos € com boa drenagem, nas matas de galeria,
capbes e margens de cursos d'agua. Desenvolve-se bem nas diferentes
regides climaticas do Rio Grande do Sul, suportando temperaturas inferiores a
0°C sendo que as matas do Planalto t8m nessa espécie um bom
representante (Sanchotene,1988). Longhi (1995), descreve as plantas dessa
espécie como arvores de porte médio com 3 a 12 metros de altura. As flores
s&o brancas, vistosas e geraimente polinizadas por abelhas. Os frutos do tipo
baga, quando maduros adquirem a cor vermelha até quase preta e sdo muito
apreciados principalmente pelos passaros. Medem em torno de icm, sdo
globosos, com sementes grandes geralmenie uma por baga, com embrido
esférico e homogéneo. A dispersdo das mesmas € feita por gravidade e por
animais especificos, como algumas aves e mamiferos. O mesmo autor coloca
ainda que essa espécie é indicada para ser plantada para alimentagéo de
animais e avifauna silvestre. Pode ser utilizada como planta ornamental em

pracas, jardins e residéncias para afrair passaros e ¢ indicada para o



reflorestamenio nas margens dos rios e reservatérios de hidrelétricas, com o

obijetivo de minimizar a erosao.

C. xanthocarpa, popularmente chamada guabiroba, apresenta fambém
vasta distribui¢@o por todas as regides do estado do Rio Grande do Sul. A
regi@o do Planalto e zonas dos Pinhais, mosiram essa espécie como um dos
principais representantes. E caracteristica de solos Umidos e compactos de
planicies, varzeas e solos de aclive suave. Compreende arvores que variam
de 15 a 25m de altura, com flores brancas muito vistosas. As bagas giobosas
amarelas ou alaranjadas quando maduras apresentam inGmeras sementes
cilindricas e achatadas, medindo cerca de 5mm (Longhi, 1995). Varios estudos
descreveram as sementes do género Campomanesia, denire eles Berg
(1855-1856, 1857-1859), citado por Landrum, 1982. Nesse estudo, 0 aspecio
da testa da semente € descrito comoe membranacea verrucosa- glanduiosa, ©
que tem sido indicado em trabalhos recentes como uma importante
caracteristica taxondmica, para definir o género na familia.

Apesar da importancia econdmica das mirtaceas, e em particular da
pitanga e guabiroba, como produtoras de frutos para o consumo humano in
natura ou apds processamento, sua presenga marcante nas matas do Rio
Grande do Sul {muitas vezes chamadas matas de mirtaceas), faz com que
sejam extremamente importantes também 'para o reflorestamenio e
recuperagdo de areas devastadas dessa regido do estado. Para isso ha
necessidade de um aprofundamento nos estudos que abordem a longevidade
e germinagdo de suas sementes, bem como suas caracteristicas celulares e

conteudo bioguimico, como se pretendeu no presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

- Analisar morfologicamente as sementes de E  uniffora e C.

xanthocarpa, relacionando aspecios citolégicos com a longevidade
das mesmas;

- Caraclerizar a partir de diferentes métodos citoguimicos, o contetdo
das células cotiledonares das referidas espécies;

- Dosar, atraves de extragfes bioguimicas, os componentes de
reserva das células cotiledonares;

- Verificar as alleragbes morfofisiolégicas ao longo da perda de
viabilidade dessas sementes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Forarm utllizadas semenies de E. uniflora {pitanga) e C. xanthocarpa

(guabiroba), espécies nativas pertencentes a familia Myriaceae.

As analises experimentais foram realizadas no Laboratério de Sementes
da Faculdade de Agronomia e Laboratério de Confecgdo de Laminas do
instituto de Ciéncias Bioldégicas da Universidade de Passo Fundo e
Departamento de Biologia Celular - IB - UNICAMP.

3.2. Coleta

A coleta das sementes foi feita no periodo de frutificag@o das espécies
durante © més de novembro de 1997, em matas nativas do municipic de
Carazinho, na regidc do Planalto Médio do Rio Grande do Sul. Os frutos foram

colhidos quaando maduros diretamente da arvore.
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imediatamente ap0s a coleta, as sementes foram retiradas dos frutos,
lavadas em agua corrente e secas superficialmente ao ar. O armazenamenio
foi feito em frascos de vidro transparenie com tampa e mantidos em
refrigerador {~4°C} (Ceccon, 1997)..

3.3. Testes de germinagéo

Os testes de germinagio, foram realizados com dez repeticdes de vinte
sementes cada, em caixa de plastico tipoc Gerbox, contendo papei de fillro
umedecido com soiugdc de Micostatin (200 Ul/mi). As sementes foram
colocadas em germinador & temperatura de 25°C e luz constante. O
acompanhamento foi didrio, sendo registrado o nimero de sementes
germinadas, as quais foram assim consideradas apés apresentarem a
emergéncia da radicula. A observacéo foi finalizada ap6s sete dias sem
ocorréncia de germinacao.

Foram realizados testes de germinag8o a partir do dia da colsta (t0) ¢ a
cada 15 dias até a perda da viabilidade ou término do estoque de sementes
(t15, t30, ..., 1105).
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3.4. Determinacg@o da massa de matéria fresca e massa de matéria

seca

Para a determinag8o da massa de matéria fresca, foram separadas 10
repetiches com 5 sementes limpas (refiradas dos frutos e lavadas em agua
corrente), € pesadas em balancga analitica, com quairo casas decimais. A
seguir, as amostras devidamente identificadas, foram levadas & estufa a 80°C,
por 48 horas. A determinagio da massa de matéria seca, ocorreu através da
pesagem das repeticSes depois do tempo de permanéncia na estufa.

O teor de umidade das espécies foi calculado a partir da formula:
((Mf — Ms)/MF x 100

onde Mf € o valor da massa de matéria fresca e Ms é o valor da massa de
matéria seca ( Begnami, 1991),.

3.5. Métodos citoquimicos de analise

3.5.1. Fixacao

Foi realizada nos materiais em 10 e em diferentes intervaios de tempo
apés a coleta, sendo os principais, aqueles utilizados para os testes de
germinagdo (15, 130, etc.} e ainda, em tempos intermedidrios a esses {t7, 122,
etc.).
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Trés amosiras de cada tempo utilizado, contendo irés sementes cada,
foram colocadas nos seguintes fixadores (Kiernan, 1981):

a} etanol absoluto por 4 horas;

b) solugdo de paraformaldeido 4% e giutaraldeido 2,5% em tampso
fosfato de sédio 0,1 M, pH 7.0, por 48 h a 4°C;

¢} solugdo de acido crdmice a 1% e formaldeide 8% por 24 h a 4°C e

um minimo de 14 dias a temperatura ambiente.

3.5.2. Processamento pés-fixacio

Apods o tempo de fixagdc em etanol absoluto as sementes passaram por
novo banho de 15 min no mesmo alcool e, 15 a 30 min em xilol , & temperatura
ambiente. A inclus&o das mesmas foi feita em parafina (95%) e cera de abelha
(5%) em estufa, a 60°C por 16 h, seguida de dois outros banhos da mesma
mistura, de duas horas cada e emblocamento.

Completado ¢ tempo de fixagdo em solugdo de paraformaideido/
giutaraldeido, ocorreram duas lavagens (2h cada), em solugdio tampao fosfato
(pH 7,0) 0,1M. Em seguida, as sementes foram desidratadas pelo etanol em
ordem crescente de 70% até 100% de concentracio, durante 60 minutos cada.
A partir desse estagio, essa técnica de fixagdo seguiu 0os mesmos passos da
fixagdo em etanol, até chegar a formacgdc dos blocos de parafina. A
permanéncia em &lccol 70%, em geladeira, por até dez dias, foi adotada
algumas vezes como alternativa.

A solugéo fixadora de acido crémico e formaldeido foi removida com 4

banhos de agua destilada num fotal de 60 min, até a agua ficar limpida. A
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seguir, o material foi desidratado em banhos de etanol com concentractes

crescentes (70% a 100%) e seguindo-se os mesmos passos apresentados nas
técnicas de Tixac8o acima descritas.

A partir de 45 dias depois da coleta, as sementes ap6s passarem pelo
xilol, foram imersas em Gleo de cedro, para facilitar a confeccdo dos cortes. A
permanéncia nesse Oleo durou 20 a 30 dias e sua remogao foi feita através de
quatro banhos de xilol de 5 min cada. Apbs esses banhos, os materiais foram
colocados na solugdo de parafina, seguindo-se os demais passos para o
emblocamento como descrito anteriormente (Cortelazzo, 1992).

Os materiais assim processados foram seccionados em micrétomo em

cortes longitudinais ou transversais com 8 um de espessura.

As laminas foram entdo desparafinizadas utilizando-se xilol por 30 min.,
alcool-xilol 1:1 {v/v) por 30 min.; metanol-cloroférmic 1/1 (v/v) por 2 h., e
hidratagdo em alcool etilico em série decrescente de concentracgdo (de 100% a
70%}), seguida de lavagem em agua destilada (Johansen,1940).

3.5.3. Coloracgdes

3.5.3.1. Azul de Toluidina a pH 4,0 (AT)

O Azul de Toluidina € um corante usado para evidenciar grupos
anibnicos totais.

A coloragéo pelo AT em tampdo Mclivaine a pH 4, ocorreu durante

15min a temperatura ambiente, seguindo-se trés banhos rapidos em &gua
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destilada, secagem ao ar, diafanizacdc em xilol durante 10 min & montagem
em Entellan (Vidal, 1977).

3.5.3.2. Xylidine Ponceau a pH 2,5 {(XP)

Esse corante & usado para detecgio de grupos catidnicos totais.

A soluggo de XP foi preparada a 0,1% em acido acético glacial a 3%, pH
2,5. No presente trabalho a coloragdo foi feita durante 15 min a temperatura
ambiente, seguindo-se lavagem em dacido acético 3% durante 30 min, agua
destilada (£ min), desidratagdo em etancl 95% e 100% (2 min cada),
diafanizagao em xilol durante 10 min e montagem em Entellan (Cortelazzo &
Vidal,1991).

3.5.3.3. Método do PAS

Esse metodo é utilizado para a2 detecgdo de polissacarideos e
glicoproteinas. No presente trabalho, foi utilizado com © objetivo de evidenciar
amido e polissacaridecs de parede celular.

Os cortes foram oxidados com é&cido periddico 0,5% durante 9 min,
lavados em agua destilada e cobertos com reativo de Schiff durante 30 min, a
temperatura ambiente e no escuro. A seguir, foram lavados em agua sulfurosa
(3 banhos de 3 min cada), desidratados em etanol 95% e 100%, diafanizados
em xilol e montados em Entellan (Cortelazzo ef ai., 1983).
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3.5.3.4. Ferrocianeto Férrico

O ferrocianeto ferrico evidencia material redutor, através de reacio cujo
produto € o Azul da Prissia.

Os cortes foram tratados por 10 min em solugdo corante preparada com
10 ml de solucéo de ferricianeto de potassio 1% e 15 mi de solugdo de clorsto
ferrico em agua destilada. A seguir, foram lavados em acido acético 1%,
imersos em agua, desidratados em etanol a 95% e 100% (2 min cada},
digfanizados em xilol durante 10 min e montados em Entelian {Seno ef al.,
1986).

3.6. Graos de amido

Os materiais de E. unifiora referenties ao dia da coleta (10), 122, 152, {75 e
105 dias (t105) apos a coleta submetidos ao método do AT a pH 4,0, foram
utilizados para contagem do nimero de gréos de amido por célula. A contagem
foi feita em 250 céiulas escolhidas em campos aleatérios de diferentes cortes
obtidos para todos os tempos acima indicados.

Os valores obtidos foram submetidos a analise da variancia {Zonta &
Machado - SANEST - software estatistico de dominio pablico).
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3.7. Métodos bioguimicos de analise

Durante o tempo de ocorréncia dos testes de germinacdo, amostras de
100 gramas cada, envolvidas em papel aluminio, foram devidamenie
identificadas e armazenadas em freezer. A primeira amostra foi acondicionada
no dia da coleta e as demais foram retiradas do frasco de armazenamento a
4°C. As extragbes ocorreram a partir de sementes moidas {farinha),
procedentes das amostras armazenadas. Foram feitas extracBes de lipidios,
carboidratos e proteinas. Para C. xanthocarpa, foram utilizadas amostras do
dia da coleta e do término da viabilidade da mesma {60 dias). Para E. unifiora,
foram feitas analises em sementes recém coletadas, sementes com 80 (t60) e
105 dias {(1105) a partir da coleta.

3.7.1. Extragao e dosagem de lipidios e acficares livres

O processo de extracdo foi iniciado a partir do material resuitante da
moagem das sementes. Para cada tempo foram utilizadas irés repeticdes,
cada uma com 0,1g de material moido. A cada repeti¢do, foram adicionados
5ml de uma mistura de metanol, cloroférmio e agua -MCW- (12:5:3 viviv), para
extrair lipidios e aglicares livres. Apbs a homogeinizagdo com Polytron,
procedeu-se a centrifugagéo por 10 min a 4.000 rpm, em centrifuga de mesa
Excelsa 3. Foram realizadas centrifugaces até obtencéo de um sobrenadante
limpido (irés vezes para guabiroba e duas para pitanga).

ApoGs cada centrifugacdo os precipitados foram ressuspendidos em 5m

de MCW. Os sobrenadantes tiveram seus volumes medidos e registrados.
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Foram a seguir colocados em funil de separagdc por 48 horas. Para cada
quatro volumes de scbrenadante acrescentou-se um volume de metanol & 1,5
volumes de agua destilada. A fraggo inferior do funil foi coletada e, apés a
evaporag8o, pesada em balanca semi-analiica para a determinacio
gravimétrica de lipidios. A frag&o superior, foi recuperada e utilizads para as

dosagens de aclcares livres conforme descrito no ftem 3.7.4.

3.7.2. Extracéo e dosagem de aclicares solliveis

O precipitado (fracdo insol(vel), restante da exiracdo com MCW, foi
ressuspendidc em 5mi de Etanol 10%, com o objefivo de extrair agiicares
soliveis em agua. Apés a centrifugagdo nas mesmas condigdes descritas
anteriormente, o sobrenadante foi mantido a 4°C para posterior dosagem,
conforme especificado no item 3.7.4.

3.7.3. Extracao e dosagem de amido

O precipitado obtido apés a centrifugacdo com etanol para cada uma
das espécies e tempos analisados, teve a adicdo de 5ml de Acido Perclérico
30% (PCA), segundo método de McCready et al. (1950). Esse conteddo foi
deixado durante 16h a 4°C e, em seguida, submetido a duas centrifugagées de
10min cada, a 4.000rpm. O sobrenadante teve o volume medido e foi
armazenado em geladeira para posterior dosagem, conforme descrito em
3.7.4.
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3.7.4. Dosagens de aclcares

As dosagens de aglcares foram realizadas utilizando-se o reagente de
Antrona, obtido a partir de 200mg de anirona em 100m! de acido sulfirico s
95% (McCready et al, 1950). Aliquotas de 1ml de cada extrato foram
acrescidas de 2mi do reagente em tubos de ensaio, agitadas vigorosamente,
mantidas & 100°C por 8min e resfriadas em agua, segundo Scoft & Melvin
{1953).

As leituras de todas as amostras foram feitas em espectrofotdmetro, s
620 nm. Quando necessario, utilizou-se agua destilada para as diluictes. Os
célculos para as dosagens, foram feitos a partir da reta padrdo obtida de
solugbes com 10, 30, 50 e 70 ng de glicose por ml. Para o calculo da
guantidade de amido, os valores obtidos foram multiplicados pelo fator 0,9
{McCready et al.,1950).

3.7.5. Extracdo e dosagem de proteinas totais

Para a obtencgdo do exirato protéico total, foi utilizado 0,1g de sementes
moidas (3 repeticOes cada, das mesmas amostras utilizadas para as extragdes
anteriores), colocadas em MCW, homogeneizadas e colocadas em repouso.
Apos trés horas foram feitas trés centrifugacdes de 10 min a 4.000 rpm, com
intervalo de duas horas entre as mesmas.
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Os precipitados obtidos foram ressuspendidos em 5 ml de NaOH 0,1 N,
permanecendo por 16h. Apbs esse tempo, foram feitas quatro centrifugactes a
4.000 rpm durante 15 min cada para ambas as espécies, nas mesmas
condicbes.

As dosagens do material protéico foram realizadas segundo o método do
Coomassie Blue (Bradford, 1876). A solugdo foi preparada com 20mg de
Coomassie Brilliant Blue G- 250 {Sigma - B-1131) em 10 ml de etanol 95%, A
esta mistura, foram acrescentados 20 ml de acido ortofosférico a 85%,
completando-se o volume com &gua destilada para 200 ml.

Os calculos para as dosagens foram feitos utilizando-se a2 rets padriéc
obtida a partir de solugbes com 10, 30 e 50 ug/ml de soro albumina bovina
(BSA). As aliquotas obedeceram a distribuicdo de 100 ul da amostra e 1000 ul
de solug@o corante nos tubos que, apos agitacdo, foram lidos a 595nm em
espectrofotdmetro.

3.7.6. Analise estatistica

Foi aplicada a anélise da variancia para as médias obtidas a pariir das
extracbes bioquimicas de aglcares livres, agtcares sollveis, amido e
proteinas encontrados nas duas espécies. Para as médias do contetido de
agUcares livres e sollveis em E. uniflora, foi utilizada a anélise da variancia da

regress&o polinomial (SANEST - software estatistico de dominio publico).
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4. RESULTADOS

4.1. Germinacao

Os dados da germinacdo das sementses de E. unifiora e C. xanthocarpa,

foram transformados em valor angular correspondente ac arcosenc da raiz
quadrada da porcentagem{Apé&ndice 1 e 2).

Na figura 1, estdo representados os resultados da germinacdo de
sementes de E. uniffora. A germinacdo inicial foi de 88% e se manteve
praticamente inalterada durante todo o periodo do experimento. Em 10, a
germinagao iniciou 8 dias apds o inicio da embebicdo, se prolongando até o
35° dia. Esses valores foram aumentando e, com 105 dias (1105) de

estocagem, a primeira semente germinou 18 dias apds o inicio da embebicdo
e a ultima, apds 51 dias.

Sementes de C. xanthocarpa apresentaram uma porcentagem inicial de
germinagao de 89%. Apés 15 dias {t15), esse valor decresceu para 33% e aos
30 dias (t30), foi de apenas 2% e apds essa data, a perda da viabilidade foi
total (Fig. 2). Em termos de inicio da germinagao, em t0 ocorreu no 8° dia apés
a embebicdo, estendendo-se até o 17° dia. Em t15, o inicio se deu no 9° dia e
o término aos 23 dias apds a embebicdo. Em t30, quando apenas 4 sementes
germinaram, esses valores foram obtidos no 14° e 24° dia. Em 145 e 160 as
sementes naoc apresentaram germinacso.
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Figura 1. Porcentagem média cumulativa da germinagéo (valor angular) de
sementes de E. wniflora, na luz, a 25°C.

Cada ponto representa a média de 10 repeticbes. As comparacgtes
médias foram feitas através do calculo da DMS 5% (Tukey).
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Figura 2. Porcentagem media cumulativa da germinagio (valor angular) de
semenies de C. xanthocarpa, na luz, a 25°C.

Cada ponto representa a média de 10 repeticdes. As comparagies
médias foram feitas através do caiculo de DMS 5% (Tukey).
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4.2. Massa de matéria fresca e massa de matéria seca

As quantidades de massa de matéria fresca (Mf) e massa de matéria

seca (Ms) das sementes recém coletadas, sdo encontradas na Tabelz 1.

E. uniflora apresentou sementes quiescentes com uma massa matéria
fresca de 217 mg. A massa de matéria seca foi de 117 mg e o teor de umidade
de 46,2 %.

Sementes quiescentes de C. xanthocarpa, apresentaram uma massa de
matéria fresca de 68 mg e a massa de matéria seca de 39 mg por semente. O
teor de umidade foi de 42,3 %.

Os resultados revelaram que as semenies de E. unifiora tem uma
massa fresca ou seca, cerca de trés vezes maior do que C. xanthocarpa e que

ambas apresentaram uma umidade semelhante quando colhidas.

4.3. Métodos citoquimicos

Foram analisadas células cotiledonares de sementes de E. unifiora e C.
xanthocarpa.

Os resultados serdo apresentados por espécie e, para cada uma, os
métodos de coloragdo utilizados.
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Tabela 1 — Determinacgéo da massa de matéria fresca (Mf) e massa de matéria
seca (Ms) de sementes de C. xanthocarpa. e E. uniflora.

Espécie Mf (mg) Ms (mg) Umidade (%)
C. xanthocarpa 68+ 8 395 423+ 3,2
E. unifiora 217 + 37 117 20 46,2 +1,0

Obs.: Os dados representam a média de 10 repeficbes + desvio padrio.
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4.3.1.Eugenia unifiora — pitanga

A reserva mais abundante enconfrada nas sementes de pitanga
correspondeu a carboidratos.

4.3.1.1. Coloragdo com Azul de Toluidina a pH 4,0 (AT)

Os resuitados de analises em E. unifiora, mostraram poucas alteracbes
entre o material de sementes recém coletadas e aps6s 105 dias, ainda vidveis.
As paredes celulares apresentaram coloragdo roxa e o conteGdo celular
evidenciou corpuUsculos incolores em grande quantidade (Fig. 3) os quais, apos
105 dias, aparentaram redugéio no seu nimero (Fig. 4).

4.3.1.2. Coloracéo com Xylidine Ponceau a pH 2,5 (XP)

Sementes quiescentes de £. uniflora, em presenca de XP, apresentaram,

corpUsculos citoplasmaticos sem coloragdo que também ndo haviam se
corado com azui de toluidina (Fig. 5).

O material ainda viavel (105 dias) revelou, como no material quiescente,

pouca quantidade de proteinas. Eniretanto, a resposta ac método foi maior,
principaimente nas paredes celulares {Fig.6).
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4.3.1.3. Método do PAS

Sementes de E. uniflora revelaram uma grande quantidade de
corplisculos corados, tanto no material recém coletado (Fig.7) quanto naquele

com 105 dias. Nesse estagio mostraram-se apenas mais compactados (Fig.8).

4.3.2.C. xanthocarpa — guabiroba

A reserva mais abundante encontrada nas sementes de guabiroba
correspondeu a proteinas.

4.3.2.1. Coloragdo com Azul de Toluidina a pH 4,0 (AT)

As andlises microscopicas das sementes de Campomanesia
xanthocarpa revelaram paredes celulares metacromaticas em sementes
quiescentes € muitos granulos corados em verde ocupando grande parte do

volume celular. Ainda nas mesmas sementes, foram encontrados pequenos
glébulos pouco corados (Fig.9).

Com a perda de viabilidade (60 dias) as células cotiledonares
apresentaram os mesmos granulos corados, agora em azul e mais
compactados (Fig.10).

31



32






4.3.2.2. Coloragcé@o com Xylidine Ponceau a pH 2,5 (XP)

Sementes quiescentes de C. xanthocarpa coradas pelo XP,
apresentaram inumeros glébulos corados em vermelho, representando o
material protéico. Os grandes granulos que foram corados em verde com AT,
apresentaram-se corados em amarelo-alaranjado (Fig.11).

Nas sementes inviaveis, esses granulos reagiram ao corante
apresentando uma coloragdo avermelhada. Além disso, houve uma aparente

dispersdo dos mesmos em granulos menores e mais espalhados por outras
células em tons mais arroxeados.

Com a perda da viabilidade, os inimeros glébulos de proteina sofreram
modificagbes, tornando-se aparentemente maiores (Fig.12).

4.3.2.3. Método do PAS

Em C. xanthocarpa, o método PAS mostrou apenas as paredes
celulares coradas e os grandes granulos foram visualizados em ocre nas
sementes quiescentes (Fig.13). Com a perda da viabilidade, esses granulos
pareceram difundidos nas células, ndo tendo mais a localizagdo e forma

definidas. Além disso, passaram a responder de forma positiva ao
corante(Fig.14).

34



iy
on

FrTR AL

<

TR—




-
.
.




4.3.2.4. Reacao do Ferrocianeto Férrico

A utilizagdo da reacdo do Ferrocianeto férrico revelou em C.
xanthocarpa uma fraca colorag&o para os grandes granulos presentes nas
celulas do material quiescente (Fig.15). O padr&o de resposta foi mais positivo

ao método para o material em t15 que corou mais intensamente(Fig. 1 6).

A medida que o tempo de estocagem aumentou, pode-se observar uma
resposta cada vez mais intensa desse material, que foi se mostrando mais e
mais azulado em 130 e em 160. Além disso, observou-se uma difusdo do
material corado peias células do cotilédone (Fig. 17 e 18).

4.4. Quantidade de graos de amido

A contagem dos gréos de amido foi feita apenas para a pitanga, tendo

em vista que na guabiroba n&o foi detectada a presenca de amido através da
reagdo do PAS.

Foi notado um decréscimo significativo na média do nimero de graos de

amido por célula a partir do dia da coleta (12,82) até 105 dias (8,74), revelado
pela analise de variancia (Apéndice 5).

Na figura 19, a analise de regresséo polinomial dos resultados, explica
que a diminui¢cao do numero de grios foi evidente até 52 dias, ocorrendo apoés
esse periodo uma tendéncia a estabilizago.
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Figura 19. Analise da variancia da regressdo polinomial para as médias
obtidas da quantidade de grdos de amido encontrados em células
cotiledonares de E. uniflora durante o periodo de 105 dias de
estocagem.
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4.5. Métodos bioquimicos de analise

As dosagens realizadas em sementes de E. uniflora encontram-se
descritas na Tabela 2.

A anadlise de variancia (Apéndice 3) realizada mostrou efeito significativo
(P<0,05) do tempo apbs a coleta apenas sobre o contetido de acucares livres
e agUcares sollveis. Para amido e proteina ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os diferentes tempos analisados. No caso do amido, apesar
de n&o ter sido notada diferenca significativa, houve uma aparente diminuigdo
do conteGido nas sementes dessa espécie, como pode ser observado na
Tabela 2.

A relagao entre o tempo apds a coleta e o contetido de aclcares livres
e agucares sollveis, foi linear e positiva (Apéndice 4)e esta representada na
Figura 20. Foi observado que o aumento de aclcares livres foi bastante
acentuado, apresentando uma taxa de incremento de 1,12 mg/g por dia de
estocagem. Os acUlcares solUveis nas sementes aumentaram em 0,21mg/g ao
dia (Fig. 20).

Como citado acima, a diminuicdo do contetdo de amido ndo foi
significativa. Entretanto, a taxa de diminuigdo média observada foi pouco

superior a 1 mg/g ao dia de estocagem (Tabela 2).

Os valores obtidos para proteinas de E. uniflora mantiveram-se
praticamente inalterados, na faixa dos 207 mg/g de material em todos os

tempos analisados (Tabela 2).
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Tabela 2. Determinacdo do contelGdo de aglcares livres, aclcares sollveis,

amido e proteinas (mg/g Mf) em sementes intactas de E. uniflora.

Tempo Aclicares Acflicares Amido Proteinas
(dias) livres soluveis
0 17 a 28 a 362 a 208 a
60 67 b 43 a,b 302 a 201 a
105 137 ¢ 51b 254 a 206 a

Os dados representam a média de 3 repeticSes. Valores em uma mesma
coluna acompanhados da mesma lefra, ndo apresentam diferencas
significativas (P<0,05).

42



Agucares (mglg)

16

14

12

i

T =
Agdcares livres: R
y=1,1292x + 11,6757 .~
T R? = 0,97
-7 o=
L P
S
‘ e
T e //’ A ) .
PR Agtlicares solaveis:
?/’ ¥y =0,2169x + 28,4685
i/ R?=10,99
0 20 40 60 80 108 120

Tempo (dias)

Figura 20. Analise da variéncia da regressdo polinomial para o contetido de

agucares livres e aglcares sollveis em sementes de E. uniflora.
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As dosagens realizadas em sementes de C. xanthocarpa encontram-se
descritas na Tabela 3.

A analise de variéncia (Apéndice 6) mostrou que apenas o contetdo de
agucares sollveis foi afetado significativamente (P<0,01) pelo tempo ap6s a
coleta. Em sementes recém coletadas observou-se uma quantidade de 12
mg/g e com 60 dias (160), elas apresentaram 32 mg/g de aclicares soltveis. Os

demais componentes bioquimicos investigados permaneceram com seus
contetidos inalterados (Tabela 3).

Para sementes de C. xanthocarpa a anélise de variancia mostrou que
apenas o contetdo de aclcares soliveis foi afetado significativamente
(P<0,01) pelo tempo apés a coleta. Em sementes recém coletadas observou-
se uma quantidade de 12 mg/g e com 60 dias (t60), elas apresentaram 32
mg/g de aglcares sollveis. Os demais componentes bioquimicos

investigados permaneceram com seus contetidos inalterados (Tabela 3).

Os resultados obtidos nas extragdes de lipidios encontram-se na Tabela
4. O contetido desses componentes em sementes de C. xanthocarpa recém

coletadas foi de 40,0 mg/g e, 60 dias (t60) apés, nas sementes inviaveis foi de
75,0 mg/g.

Os valores de lipidios obtidos para E. uniflora foram extremamente

baixos, fugindo assim da resolugéo do método gravimétrico utilizado.
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Tabela 3. Determinacdo do contetdo de acUcares livres, aclcares solGvelis,

amido e proteinas (mg/g Mf) em sementes intactas de C.

xanthocarpa.
Tempo Acucares Acglicares Amido Proteinas
(dias) livres sollveis
0 128 a 12 a 42 a 372 a
60 85a 32b 48 a 411 a

Os dados representam a média de 3 repeticbes. Valores em uma mesma

coluna acompanhados da mesma lefra, n3o apresentam diferencas
significativas (P<0,01).
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Tabela 4. Contetldo de lipidios em sementes de C. xanthocarpa.

Tempo (dias) mg/g
0 40,0*
60 75,0%

* Dados nao submetidos a analise estatistica.
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4.6. Resultados comparativos entre as duas espécies:

Os resultados revelam uma grande diferenca entre as duas espécies

analisadas, em diversos aspectos, seja em termos de longevidade, seja em
termos citoquimicos e bioguimicos.

E. uniflora se manteve viavel durante todo o periodo do experimento
(t105) enquanto que C. xanthocarpa, a partir de t15 teve um efetivo

decréscimo de germinacado, que culminou em t30, em uma taxa de germinacéo
de apenas 2% (Figuras 1 e 2).

Em termos de reservas, sementes quiescentes de E. uniflora
apresentaram um alto teor de amido (~36%, Tabela 2) que nao foi efetivo

para C. xanthocarpa, cujas sementes apresentaram-se ricas em proteinas
(~37%, Tabela 3).

Os resultados citoquimicos obtidos pelas coloragées com AT revelam

também que a pitanga (Fig. 21) apresenta paredes celulares menos
metacromaticas do que as da guabiroba (Fig. 22).

Sementes quiescentes de pitanga ndo apresentam reservas de tanino.
Entretanto, foram muito evidentes nos cortes de guabiroba, a presenca de
células de reserva totalmente preenchidas com esse composto. As coloragées
pelo Azul de toluidina revelaram um aumento na metacromasia desse material,

que passa de cor intensa verde (Fig.9) para coloragdo azul em t30 (Fig. 22),
qgue se acentua em t60 (Fig. 10).

Esses resultados obtidos para C. xanthocarpa foram confirmados
quando esse material foi submetido ao método do ferrocianeto férrico o que

ndo ocorreu com E. uniflora (resultados nao mostrados). Além disso, os
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granulos contendo material redutor (acido tanico) sdo corados diretamente
pelo reativo de Schiff sem prévio tratamento (oxidag&o pelo acido periddico), o

gue nao ocorre para as sementes de pitanga (Fig. 23 e 24).
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5. DISCUSSAO

5.1. Germinacéo

Varias investigagbes a respeito do comportamento de sementes guanio
a sua longevidade, levaram a uma separacdo classica entre aguelas ditas
ortodoxas, que resistem a tfeores baixos de umidade e as chamadas
recalcitrantes, que apresentam um feor elevado de agua, abaixo do qual
perdem rapidamente sua viabilidade. Harrington (1972) listou espécies cujo
comportamento recalcitrante, deveria ser revisto através de estudos mais

conclusivos e, dentre as espécies listadas, encontra-se a pitanga (E. unifiora).

Sementes denominadas ortodoxas, sdo aguelas que sofram um
processo de perda de agua durante a sua maturacdo dentro do fruto e sio
liberadas ou colhidas com menos de 20% de agua. Posteriormente sofrem uma
perda de agua para valores de até 2 a 5% e nessa condig@o tem seu pericdo
de viabilidade aumentado (Neves, 1994). Varias espécies apresentam
sementes oriodoxas, principalmente aquelas que sdo economicamente
utilizadas na agricultura como o feijao, milho, arroz, etc. que resistem por
varios anos sem que haja perda de viabilidade e vigor, desde que mantidos 3
temperatura e umidade relativa baixos (Begnami, 1991).



Sementes recalciirantes tém sua viabilidade assegurada quando sua
umidade & alta. Caracterizam-se por ndo sofrer perda de agua natural na
planita-mae e sfo liberadas com elevado teor de umidade (Neves, 1994).
Quando colocadas em condigcbes dessecantes, essas sementes podem perder
rapidamente sua viabilidade, como Araucaria angustifolia e Scadoxus
membranaceous, que apresentaram declinic nas taxas de germinagac apds 15
dias de estocagem nessas condigbes (Farrant ef af., 1988). A classificacio
dessas sementes foi inicialmente genérica avaliando-se apenas a intolerancia
a dessecacao e a baixa longevidade.

A reclassificacBio das sementes recalcifrantes em func@o de alguns
outros aspectos, vem sendo feita através de diversos estudos. Farrant ef af
(1988), observaram diferencas enire espécies recaicitrantes sugerindo um
enquadramento em trés niveis: Sementes altamente recalcitrantes, que
germinam imediata e rapidamente apés sua liberac@o da planta-méae, nao
tolerando praticamente nenhuma perda de agua; sementes moderadamente
recalcitrantes, suportam o armazenamento desde que mantidas com alto teor
de umidade e germinam mais lentamente que as anteriores; finalmente,
sementes pouco recaicitrantes, podem suportar uma maior perda de agua do
que as anteriores e assim, serem estocadas por mais tempo e ainda
conseguirem manter sua viabilidade. Os diferentes niveis de recalcitrancia
sugerem que as sementes podem ser agrupadas por caracteristicas
intermediarias entre ortodoxas e recalcitrantes (Farrrant et al.,1997).

As sementes recalcitrantes apresentam, portanto, grandes problemas
com o armazenamento, o que dificulta a sua utilizagdo na agricuitura em larga
escala, excelo com a fomada de inGmeros cuidados em seu manejo.
Entretanto, dada a diversidade j& apontada nos niveis de recaicitrancia, alguns
métodos de estocagem tm sido considerados mais eficientes, tendo em vista

levarem em considerac@o fatores como a perda de agua, teor de umidade,
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prevengdo contra microorganismos e suprimento de oxigénio (King & Roberts,
1980). Os meétodos que tém sido mais eficientes sdo agueles que utilizam

sacos de polietileno, recipientes selados, frascos de vidro e outros {Neves,
1994},

Estudos referentes a longevidade de sementes de pitanga sob diferentes
condigbes de eslocagem, realizados no Departamento de Biologia da
Universidade de Passo Fundo, revelaram uma perda de viabilidade a partir de
15 dias de estocagem em sacos de papel e temperatura ambiente (Ceccon,
1997). Do mesmo modo, ha informagdes scbre a baixa longevidade dessas
sementes na literatura (Harrington, 1972, Lorenzi, 1992, Longhi, 1995). Além
disso, observacles feitas por Oliveira & Pereira {1984) em sete espécies de
Myrtaceae, dentre elas, quatro do género Eugenia frazem a informacdo que
todas variaram o seu perfodo de viabilidade de muito curta e sem possibilidade
de estocagem, a curia, suportando um periodo de armazenamento em forno de
20 a 30 dias.

As coletas realizadas, previam testes de pouco mais de um més para a
comparagdo entre o comportamento germinativo de E. unifiora e C.
xanthocarpa. Enfretanto, os resultados obtidos no presente trabalho foram
extremamente diferenies, 0 que acarretou o términc das sementes coletadas,
apds 105 dias de trabalho, com testes de germinagio levados a cabo a cada
15 dias.

Assim, a manutencdo de uma taxa de germinacéo relativamente alta
(73%), leva a supor que o armazenamenic das sementes em frascos de vidro
tampados tenha contribuido para essa longevidade, tendo em vista a possivel
manutencg@o de sua umidade. Esse comportamento contrastou com o de C.
xanthocarpa que, apos 15 dias de armazenamento, apresentou seu indice de
germinagac proximo a zero, ja que as duas receberam iguais condicdes de
estocagem.
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A hipctese de que E. unifiora apresenta sementes com comportamento
intermediario entre a recalcitréncia e a ortodoxia n3do pode ser descartada.
Variagbes nas condigles de estocagem de sementes, principalmente no que
diz respeito & umidade e temperatura, podem aumeniar ou diminuir a
longevidedade das mesmas. Em Coffea arabica por exemplo, estudos recentes
revelaram um comportamento intermediério para essa espécie, coletadas com

45% de umidade e estocadas emn sacos de polietileno (Begnami, 1998).

O fato de n&o ter havido perda de viabilidade nas sementes estocadas
de pitanga, acabou provocando uma mudanga de abordagem do presente
trabalho: inicialmente, esperava-se um estudo comparative entre duas
espécies recalcitrantes; entretanto a partir do comportamenic observado, ela
ndo pdde ser considerada como fortemente recalcitrante.

Outro fato observado, foi quanio ac tempo médio de germinacdo, o qual
em pitanga se manteve constanie no inicio, aumentando entretanto com o
passar do periodo de estocagem. Em guabiroba esse comportamento foi mais
marcante, com a diminuigdo do vigor e o aumento do tempo médio de
germinacao, reforcando assim as carcteristicas que acompanham a perda de
viabilidade de sementes (Begnami & Cortelazzo, 19986).

No presente frabalhc, as sementes de C. xanthocarpa perderam
rapidamente sua viabilidade. Esses resultados estdo de acorde com agueles
relatados por Ceccon (1997) onde 2 autora demonstra a perda de viabilidade
das sementes apds 15 dias de estocagem, em sacos de papel ou polietileno,
em ambiente natural, em camara seca ou em geladeira. Assim, fica descartada
a hipdtese de que a estocagem em geladeira provoca injurias de resfriamento
nas sementes de guabiroba como ocorre em manga e cacal, ouiras semenies
altamente recalcitrantes (Roberts & King, 1980).

Pode-se concluir afirmando que as sementes de E. unifiora

permaneceram viaveis e com altos indices de germinacao durante 105 dias
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apods a coleta. C. xanthocarpa apresentou viabilidade curta (até 15 dias),
indicando um habito fortemente recalcitrante, j& que as condigBes de

armazenamento foram as mesmas para ambas as espécies.

5.2. Citoguimica

Sabe-se que a celulose & o principal componente das paredes celulares
das plantas superiores, seguida de hemicelulose e substincias pécticas.
Celulose € um polissacaridec composto de moléculas de glicose unidas por
ligagbes B 1-4 que formam longas cadeias, as quais se condensam na forma
de fibrilas extremamente resistentes (Carpita, 1996). Das hemiceluloses, os
componentes mais comumente encontrados em paredes primarias de
dicotiledoneas sao os xiloglicanos, que #&m em sua composicdo basica uma
longa cadeia de glicose $1-4 como na celulose mas com ramificacdes de xilose
e ainda galactose (Hayashi, 1988). Finalmente, as substancias pécticas sdo

polimeros de aglcares acidos, com destaque para o 4cido poligalacturénico
(Roberts, 1890).

Em vegetais, a presenga de radicais anidnicos nas substancias pécticas,
promove a coloragdo das paredes celulares em tom arroxeado pelo AT a pH
4,0. C azul de toluidina (AT), € um corante basicc que apresenta radicais NH,"
livres, sendo usado em solugbes de pH 2 até pH 11-12, quando o préprio
corante perde seu carater catidnico. Assim, o pH da solucéo tampéao exerce
uma importancia muito grande na solugdo corante. Os grupos carboxila de
carboidratos s&o corados a partir do pH 2,5; o DNA e o RNA coram-se a partir
do pH 3,5 e, finalmente, carboxilas de proteinas, acima do pH 4.0. Pelo

expostio, 0 nimero de grupos carboxila de proteinas desprotonados a oH40e
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pequenoc, mas nesse pH, ions fosfato dos acidos nuciéicos e radicais suifato e
carboxila dos polissacarideos acidos, s8o corados pelo azul de foluidina (Vidal,
1977).

C fendmeno de metacromasia é comum a indmeros coranies basicos
incluindo o AT. Caracteriza-se por uma diminuicBo no pico de absorgiio da
solugdo do corante (hipocromismo), a medida que ocorre aumento na sua
concentracdo em solugdo. Isso faz com que a disponibilidade de radicais
aniénicos e proximidade dos mesmos no substrato a ser corado, seja estimada
pela visualizacdo da cor obtida, que em funcdo dessas interacBes passa do
verde (mondmeros de AT), para azul, azul arroxeado e réseo 3 medida em que
mais & mais moléculas do corante se empilham no substrato (Vidal,1987).

A melacromasia apresentada nas paredes das céiulas cotiledonares de
E. uniflora, coradas com AT a pH 4,0, revelaram a presenca de substancias
pecticas. A colorag@o arroxeada indica o empilhamento das molécuias do
corante em relag&o a grande disponibilidade de radicais anidnicos nas paredes
celulares. As sementes quiescentes e com 105 dias, ndc mostraram alteracbes
na coloragdo, indicando haver uma manutencdo na disponibilidade de
carboxilas coraveis pelo AT.

A ocorréncia de substancias pécticas nas paredes das células
cotiledonares de C. xanthocarpa foi comprovada com o fenémeno da
metacromasia obtida pela coloragdc com o AT. A presenca de radicais
anidnicos foi indicada também pela coloragdo arroxeada das paredes celuiares
no material inviavei a partir do t30.

O método do PAS é geraimente utilizado para evidenciar polissacarideos
neutros. Em vegetais, através do PAS, evidenciam-se ceiulose, hemiceluloses
e amido. Essa reacg8o baseia-se na oxidagdo de grupos hidroxila de carbonos
vicinais pelo acido periédico (HIO4), formando dois radicais aldeidicos. Em um

segundo momento, esses radicais se ligam ao reativo de Schiff, que & uma
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soluggo incolor, preparada a partir da fucsina basica. Esse corante, apresenta
cor magenta e, sob a¢fo do anidrido sulfuroso, tem o seu grupo cromofdrico
alterado, originando uma solugdo sem cor. Essas moléculas incolores ligam-se
aos grupos carbonila (formados pela oxidacéo das hidroxilas), restabelecendo
assim, a regiao cromoforica do corante (Cortelazzo ef al, 1983, Vidal, 1987).

As células coliledonares das sementes das duas espécies estudadas
tiveram os polissacarideos de parede celular evidenciados citoquimicamente
pela reag&o do PAS, caracterizando assim seu material celuldsico,
hemiceluldsico e mesmo o material péctico, tendo em vista que © acido
poligalacturGnico apresenta em sua estrutura as hidroxilas vicinais dos
carbonos £ e 3 do acido galacturdnico, possibilitando assim a oxidacéio pelo
acido periddico.

Os constituintes quimicos das sementes em geral s&c dominados por

materiais de estocagem, com destaque para carboidratos, proteinas e lipidios.

Entre os carboidratos, os mais comuns sdo o amido, acticares sollveis,
oligossacarideos e polissacarideos das paredes celulares. Desses, o amido é o
mais freqliente, embora para algumas sementes de leguminosas isso nao seja
verdadeiro. Essas apresentam galactomananos e xiloglicanos como principais
reservas de endosperma ou de seus cotilédones, como parte integranie da
parede celular secundéria (Buckeridge & Reid, 19986).

Em termos de contelido citoplasmaético, o amido se distribui na forma de
glébulos de diferentes tamanhos e é formado por gquantidades variaveis de
amilose e amilopectina. Essas quantidades, mais ou menos determinadas para
cada espécie, interferem em dois niveis de organizacgo: o primeiro, ou nivel
molecular, se refere a quantidade de estrutura fina, tamanho e forma das
moléculas; © segundo, a estrutura supramolecular ou granular. A relacdo
amilose/amilopectina define as propriedades funcionais do amido (Billaderis,
1991).
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A amilose € um polimero linear formado por glicoses unidas por ligaces
al-4 e € considerada formadora das regides amorfas no gréo de amido
(Morris, 1880). A amilopectina possui uma cadeia principal idéntica a2 da
amilose, com ramificacbes a1-6 de novos residuos de glicose unidos da
mesma forma gue na cadeia principal. Amilopectina, segundo ¢ mesmo autor,
forma as regides cristalinas do grioc de amido, embora suas ramificactes
participem da regido amorfa (Morris, 1990; Gallant ef ai., 1992).

Os graos evidenciados pela reagdo do PAS se referem 3 graos de
amido, dada a sua forte reacio ao método, & sua natureza globular e também
por apresentarem-se negativos ao AT e ao XP (Cortelazzo, 1992).

Sementes quiescentes de E. uniffora revelaram grande quantidade de
amido. O materiai ainda viavel (105 dias), mostrou uma certa compactacdo dos
graos no interior da célula, além de uma diminuigdio na sua gquantidade.
Begnami & Cortelazzo (1996) encontraram resultados diferentes para
semenies de Phaseolus vulgaris submetidas ao envelhecimento acelerado por
16 dias, com um aumento significativo do naimero de grios de amido, apesar
de nac haver diferenca significativa na dosagem dessa reserva. A hidrolise
parcial do amido através da acdo da a-amilase, foi apontada como possivel
causa. Entretanto, no caso do trabaiho citado, houve perda iotal de viabilidade

das sementes, 0 que ndc ocorreu para o presente estudo.

Os cotilédones de C. xanthocarpa ndo apresentaram graos corados
através da reagdo do PAS, indicando ndo se tratar de semente em que o
amido seja uma reserva abundante ou mesmo que os grédos formados sio
suficientemente pequenos para ndo serem detectados pelo metodo utilizado.

Xylidine Ponceau é um corante acido, que apresenta dois radicais
sulfato. A pH 2,5, as proteinas podem ser visualizadas, pois neste pH seus
grupos amino estdo protonados e ligam-se eletrostaticamente ao XP, que por
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sua vez, apresenta seus radicais sulfato desprotonados {Cortelazzo & Vidal,
1291).

A coloragéo pelo XP a pH 2,5 revelou, para as duas espécies aqui
analisadas, paredes ceiulares de sementes quiescentes pouco coradas,

Em E. uniflora, 2 maior intensidade de colorag@o para tempos mais
longos de estocagem, indica uma disponibilizagio dos grupos amina das
proteinas ao longo do tempo, seja pelo aumento das mesmas ou, mais

provaveimente, pela menor interacac desses grupos com os demais materiais
da parede celular.

Em C. xanthocarpa, nd0 pode ser visualizada umsa resposta diferente ao
corante, entre as sementes viaveis e invidveis. Entretanto, esse fato pode ser
decorrente da grande quantidade de material corado no interior das células, o

que poderia estar dificultando a observagdo de alteracBes nas paredes
celulares.

As proteinas s8o apresentadas como material de reserva em sementes,
normaimente na forma de corpos protéicos. Esses corpos podem diferir
grandemente na sua morfologia e contetdo quimico, que variam de acordo
com a espécie (Pate et al.,1985). Sio envoividos por uma membrana simples e
podem apresentar somente uma matriz proteindcea ou conter inclusdes no
interior dessa matriz {Cutter,1986). Essas inclusbes quando ocorrem séo, via
de regra, de origem mineral, como é o caso do tecido cotiledonar de algumas
especies de Proieaceae que apresentaram particularmente Calcio, Magnésio,
Potassio e Fosfato (Pate ef al., 1985).

A quantidade de material protéico no interior das células cotiledonares
de pitanga apls reacdo pelo XP apresentou-se pequena e sem alteracles
perceptiveis ao longo do tempo de estocagem. Entretanto, células das

sementes de guabiroba evidenciaram grande guantidade de peguenos



granulos no citoplasma, identificando como proteina a principal reserva da
mesma. Com a perda da viabilidade ocorrey um aparente aumenio na
intensidade de coloragéo, sugerindo a ocorréncia de alteraces na estrutura e
organizag&c desses corpos protéicos, através do aumento de disponibilidade

de grupos amina.

Os lipidios s&c importantes componentes das sementes e podem ser
classificados como mailerial de estocagem ou consfituintes estruturais. Os
lipidios de estocagem s80 necessarios no processo de germinacdc como
suplemento de energia. Ja os lipidios estruturais, participam da formacéo das
inUmeras membranas existentes na célula (Huang & Grunwald, 1990).

As reservas lipidicas estdo presentes em sementes geralmente na forma
de trigcilglicerdis. Ocorrem também em proporgbes significativas os
glicolipidios e fosfolipidios (Bewley & Black, 1982b). A guantidade de 6lec em
diferentes especies pode variar grandemente a partir de 1% até 60% do total
de peso seco da semente (Ohirogge & Browse, 1995). No presente trabalho,
foi notada pequena quantidade de material lipidico em pitanga, em contraste
com a grande quantidade observada em guabiroba.

Assim, conclui-se gque as sementes de pitanga apresentam como
principal reserva o amido, seguido de alguma quantidade de material protéico;
em guabiroba, a principal reserva é protéica, seguida de quantidades
significativas de lipidios e aclcares.

A mistura de ferricianeto de potassio e cloreto férrico, forma o
ferrocianeto férrico que oxida mono e polifenois, além de grupos pirrol, indol,
acido ascorbico e lipidios ndo saturados presentes nos tecidos. A reagdo com
essa mistura tem valor positive quando é formado o azul da Prissia
{ferrocianeto feérrico) que ocorre pela acdo de redutores fortes como é o caso
dos componentes acima citados. Pode também formar o verde da Prassia
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(redutores fracos) ou branco (redutores muito fortes) de dificil identificacdo
dada sua cor (Lison, 1963).

A presenga de material redutor forte foi revelada nas sementes de C.
xanthocarpa, sugerindo fratar-se de acido tanico {natureza fendlica). Em
sementes invidvels, houve um aumento do seu poder reduior, através da
colorag@o evidenciada ser azul mais intensc. Houve ainda a difusdo desse
material ao longo do periodo observado, tendo em vista sua localizagdo em
células especializadas para o material quiescente e, durante a perda de
viabilidade, uma presenca mais difusa em diferentes células do cotilédone.
Fendmeno semelhante de difus@o de material fendlico foi observado em

sementes de cacau durante seu processo de fermentagao (Brito ef al., 1848}

5.3. Bioquimica

A composigdo quimica das sementes mostra uma grande variabilidade.
Os produtos de estocagem s8o quanititativamente dominantes e naturaimente
mais significativos como parte da semente, no que diz respeito ao interesse
econdmico (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989). As sementes caracteristicamente
contém grandes quantidades de reservas, as quais suprem o desenvolvimento
das plantulas até que elas possam por si proprias, através da fotossintese,
estabelecerem-se como autoiréficas (Bewley & Biack,1982b).

Sementes, como outros 6rgdos das plantas, envelhecem com o tempo e
morrem. O estado fisiolégico, a constituigio genética e as condi¢des
ambientais de estocagem das mesmas interferem no seu tempo de vida. Seus

componenies de reserva podem variar em quantidade, a medida que a
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semente envelhece. Begnami (1998), analisando sementes de C. arabica,
detectou varias modificacdes cslulares durante a perda da visbilidade das
mesmas.

As exiracbes bioquimicas feitas a partir de semenies de E uniflora,
apresentaram o amido como principal composto de reserva das células
cotiledonares, confirmando assim os resultados obtidos com os métodos
citoquimicos de analise. Houve uma diminuicdo do niimero de graos de amido
por célula e, apesar de ndo ter havido diferenca significativa na variacdo do
conte(ido desse composto durante o experimento, sua guantidade nas células
reduziu sensiveimente nos 105 dias passados apds a coleta. De todo o modo,
os valores absoluios das dosagens revelam uma perda de praticamente img
de amido/ g de material / dia de estocagem, sugerindo assim a sus
degradac@o. Como ele se apresenta em quantidades elevadas, a velocidade
de sua degradacio néo foi suficiente para acusar resultados significativamente
menores.

Trabathos relativos ao envelhecimento em sementes de feijdo (Begnami
& Cortelazzo, 1996) revelaram alteracdes similares aquelas obtidas para as
quantidades de amido, sem uma variago significativa. Entretanto, no caso de
feildo, houve um aumento no ndmero de grios de amido, que se tornaram
menores. Essa diferenca pode estar relacionada ao fato de que, no caso dessa
espécie, o envelhecimente e perda de viabilidade se deram em condicdes de
saturag@o de umidade relativa {proxima aos 100%), contribuindo assim para a
embebicdo da semente e, possivelmente a acdo de enzimas hidroliticas. De
todo o modo, a ag@c dessas enzimas apenas contribuiu para a quebra de
gréos de amido em esfruturas menores e em maior nimero. Isto ndo ocorrey
no presente trabalho, o que poderia ser explicado pela utilizagdo de condigbes
de estocagem diferentes.
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Agucares livies e aglcares solGveis de pitanga, embora apresentados
em menor quaniidade, apresentaram aumentos significativos durante o tempo
de estocagem analisado. O acréscimo de aglcares livres foi maior (120 mg em
105 dias de estocagem), seguido pelc de aglicares soliveis (23 mg de
acréscimo no periodo).

A quantidade de acglcares livres e sollveis encontrados, sugerem que
essas moléculas aumentaram sua quantidade como resultado da quebra de
molecuias formadoras do amido, o qual pode ter sofrido a agdo da oc-amilase
ou de outra enzima hidrolitica, uma vez que a c-amilase tem sua atividade
diminuida durante ¢ envelhecimenio de sementes, sendo ainds mais
susceptivel a degradagio em sementes deterioradas do que a R-amilase (Gitali
& Sem-Mandi, 1892).

Estudos com plantas revivescentes tém mostrado que o amido pode ser
importante fonte de aglicares csmoticamente ativos para retardar a perda de
agua celular (Levitt, 1980; Rosseto, 1997). Isso poderia justificar o aumento
das quantidades de agUcares livres observado no presente trabalho.

Como as reservas de amido apresentam-se em grande quantidade, a
diminuigdo ocorrida no periodo nfo foi suficiente para levar a diferencas
significativas. Para os aglcares livres, em quantidade rmuito menor, 2 mesma
taxa de variagdo foi suficiente para significar resuliados maiores e
estatisticamente diferentes. Essa explicacdo é reforcada pelos resultados
obtidos por Silva ef al. (1998) para sementes de D. miscolobium durante a
germinagdo, onde ndo foi detectada diminuicdo significativa do amido, apesar
de ter havido aumento significativo nos agucares livres.

Na andlise do envelhecimento de tubérculos, Mikitzel e Knowles {1989),
verificaram haver um equilibrio entre as diferentes quantidades de carboidratos

existentes. Quando jovens, estes apresentam o equilibrio beneficiando a
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presenga de amido; com o envelhecimento, haveria um deslocamento desse
equilibrio no sentido de favorecer o acimulo de aciicares redutores e

sacarose. Esses resultados também reforcam aqueles obtidos no presente
trabaiho.

Em . unifiora, a reserva amilcea é seguida pela reserva protéica que

durante © periodo estudado ndo apreseniou redugdo do seu conteldo,
mantendo-se a0 redor de 20%.

O resultado da extragdo bioguimica das sementes de C. xanthocarpa,
comparado aos oulros componentes, revelou um predominio de proteinas

como principal reserva dessa espécie, atingindo valores proximos aos 40%.

Os teores de aglcares oscilaram na faixa dos 13% (somando-se os
teores de amido, agucares livres e solliveis). Ndo foi verificada a diminui¢do de
amido durante ¢ processo de envelhecimento e perda de viabilidade.
Entretanto, assim como em E. unifiora, os valores de agucares solGveis

aumentaram.

Em guabiroba, os lipidios podem ser considerados reservas importantes.
Entretanto, a metodoiogia empregada nao se revelou eficiente para a sua
dosagem de forma contundente. Todos os resultados microscopicos obtidos
revelaram espacos no citoplasma, ndo corados por nenhum dos métodos
realizados, reforgando essa hipétese. Além disso, existem gléndulas no
tegumento da semente (Berg, 1855 a 1859, apud Landrum, 1982) que
apresentam consideravel quantidade de material oleoso, justificando a
ocorréncia desses componentes nas extracSes bioguimicas. Os resultados
obtidos, apesar de nao terem sido analisados estatisticamente, sugerem um

aumento dessa reserva durante ¢ periodo.

Novos experimentos de extragdo de lipidios serfo necessarios no futuro,
com sementes a serem colhidas, numa tentativa de eliminar a possivel



distorgdo ocorrida no presente trabalho. De todo o modo, foi observado um
aumento no teor dessa reserva, sugerindo sua maior capacidade de exiracio a

medida que aumentou ¢ periodo de estocagem e a semente perdeu a
viabilidade.
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6. Concliusdes

a) Referentes a longevidade das sementes

8.1.

6.2.

Sementes de E. uniflora ndo mostram caracteristicas de recalcitréncia no
tempoc e condicdes de armazenamento utilizados.

Sementes de C. xanthocarpa apresentam comportamento recalcitrante
perdendo sua viabilidade a partir de 15 dias.

b) Referentes as caracteristicas celulares

b.1) Eugenia uniflora (pitanga)

6.3.

6.4.

6.5.

Apresenia suas sementes com predominio de carboidratos como
reserva, com destaque para amido (~36%), seguido de proieinas;

Durante a estocagem, o nimero de grios de amido nas suas células
cotiledonares diminui significativamente;

Mostram uma diminuicdo no contetido de amido e aumento na

quantidade de aglcares livres e de aglicares soldveis durante o periodo
de estocagem;
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8.6. O material protéico, principalmente associado as paredes das células
cotiledonares, lorna-se mais reativc a corantes acidos, por um aumento
na disponibilidade de radicais amina presentes;

b.2) Campomanesia xanthocarpa (guabiroba)

6.7. As células cotiledonares dessa espécie tém como principal reserva as

proteinas (~37%), seguidas de aclcares. Apresentam também material
t&nico no seu interior;

8.8. Durante a perda da viabilidade o material tnico presente aumenta o seu

poder redutor e se difunde em parte para as demais células dos
cotiiédones;

6.9. Paredes celulares tm uma maior disponibilidade de pectina quando
comparadas as células de sementes de E. unifiora.

b.3) Geral

O firabalho demonstra um comportamento diferente quanto a
iongevidade das sementes de E. uniflora e C. xanthocarpa.

Nas condicGes utilizadas, guabiroba mostrou-se fortemente recaicitrante
enquanto pitanga n@o apresentou essa caracteristica. Isso pode ser decorrente
da variagdo do material de reserva presente e, possivelmente, da maior
capacidade de retengéo de agua sugerida para a pitanga.
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APENDICES

Apéndice 1 - Andlise da germinacio de sementes de E. uniflora. Dados em

valor angular, correspondente ac arco seno da raiz quadrada
da porcentagem.

Apéndice 2 - Analise da germinacio de sementes de C. xanthocarpa. Dados

em vaior angular, correspondente ac arco seno da raiz
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Apéndice 3 - Andlise da variGincia para o contetido de aclcares livres,
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Apéndice 5 - Analise da varidncia da regresséc polinomial para quantidade de

graos de amido ern células de cotilédones de sementes de E.
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Apéndice 1 — Andlise da germinacao de sementes de E. unifiora. Dados em
valor angular, correspondente ao arco senc da raiz guadrada da

porcentagem.
Repeticdo Tratamentos {dias)
0 15 30 45 50 75 105
1 1,571 1,571 1,016 1,018 0,927 0,848 0,927
2 0,827 1,253 1,253 0,827 0,775 0,927 0,644
3 12583 1,571 1,571 1,120 1,571 0,644 0,755
4 1,016 1,120 1,120 0,927 0,848 0,927 0,927
5 1,016 1,097 1,016 1,253 0,927 1,016 1,120
8 1,253 1,571 1,253 0,848 1,016 0,775 0,927
7 1,253 1,120 1,253 0,927 0,848 0,848 0,879
8 1,571 0,708 0,027 1,120 0,775 0,927 1,120
g 0,748 1,120 1,571 0,927 1,120 0,775 0,644
10 0,927 1,253 1,120 0,708 0,927 0,848 0,927
Média 1,154 1,238 1,210 0,977 0,974 0,854 0,889
Desvio 0,275 0,274 0,220 0,156 0,235 0,105 0,165
Padrao

Apéndice 2 ~ Andlise da germinacio de sementes de C. xanthocarpa. Dados
em valor angular, correspondente ao arco seno da raiz quadrada

da porcentagem.

Repeticdo Tratamentos (dias)
0 15 30 45 60
1 1,120 0,253 0,005 0,000 0,000
2 1,571 0,253 0,005 0,000 0,000
3 1,016 0,412 0,000 0,000 0,000
4 0,997 0,487 0,000 0,000 0,000
5 1,120 0,305 0,000 0,005 0,000
6 1,571 0,305 0,005 0,000 0,000
7 1,016 0,201 0,000 0,000 0,000
8 0,833 0,379 0,000 0,000 0,000
9 1,016 0,412 0,005 0,000 0,000
10 1,253 0,412 0,000 0,000 0,000
Média 1,151 0,340 0,002 0,001 0,000
Desvio 0,246 0,088 0,003 0,002 3,000

Padrao
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Apéndice 3 - Analise da vari@ncia para o conteGdo de aglicares livres {AL),

acUcares soliveis (AS), amido {(A) e proteinas {P) de sementes
de E. unifiora.

Causas de G.L Q.M
variacao AL AS A P
Tempo (dias) 2 10 963,44 ++ 3094 12 = 8840,11 ns 32,9929 n
Erro 6 214,78 70,52 2634,11 1121,0280
Total 8
C.V.{(%) 19,86 20,79 16,77 16,32

#* P<0,01 *P<0,05 ns = ndo significativo
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Apéndice 4 - Andlise da variancia da regresséo polinomial para contetidos de
aglcares livres e aclcares sol(veis de sementes de £, unifiora.

aj)Actucares livres

Causas de variacao

Aglcares livres

GL QM F
Tempo {(dias) 2 10 963,44 51,04 ==
Regresséao linear 21 227,62 98,83 *x
Regress&c quadratica 1 699,26 3,20 ns
Erro 214,78
Total 8
CV.(%) 19,86
%P <0,01 ns = nao significativo

b} Agdcares sollveis

Causas de variagao

Actcares solGveis

GL QM F
Tempo (dias) 2 394,123 5,59 =
Regresséo linear 1 783,576 11,19 =
Regressao quadratica 1 4 670 C,07 ns
Erro 6 70,515
Total 8
CV.(%) 20,79
*P < (0,05 ns = n&o significativo
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Apéndice 5 - Analise da variancia da regressfio polinomial para quantidade de
gracs de amido em células de cotilédones de sementes de £,

unificra.

Causas de variacio Graos de amido
GL QM F

Tempo {dias) 4 12,189 34,39 *
Regressao linear 1 36,005 101,86~
Regress&o quadratica 1 8,756 27,837
Erro 20 0,354
Total 24
CV.(%) =5,55

* P<0,05

Apéndice © - Andlise da variancia para o contetdo de aglcares livres (AL),

acglcares solGveis (AS), amido (A) e proteinas (P) de sementes
de C. xanthocarpa.

Causas de G.L Q.M
variagao AL AS A P
Tempo 1 2816,67ns 574,28 #x 73,50ns 2 301,0895ns
{(dias)
Erro 4 490,17 3,11 34,83 714,5593
Total
CV.(%) 20,82 8,05 13,07 6,82

+x P< 0,01 ns = nao significativo
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