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RESUMO

Feijoa sellowiana (O. Berg) O. Berg, conhecida como goiabeira-serrana, ¢ uma mirtacea nativa
da serra catarinense. A germinagao de sementes ¢ um dos estagios vitais no ciclo de vida dessas
plantas. O aumento no nivel de poliaminas (PAs) ¢ um dos primeiros eventos que ocorrem
durante a germinagdo e pode ser limitante para o crescimento. As principais PAs nas plantas
sao a putrescina (Put), a espermidina (Spd) e a espermina (Spm). Diante disso, o trabalho teve
como objetivo estudar o efeito dos inibidores de Put, Spd e Spm na germinagao de sementes de
F. sellowiana visando compreender o efeito individual de cada poliamina durante esta etapa.
Os frutos maduros foram coletados em um pomar comercial do municipio de Sao Joaquim/SC.
O trabalho foi dividido em dois experimentos. No primeiro, foi realizada a caracteriza¢do
biométrica dos frutos e sementes, avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes e a dinamica
de germinagdo das variedades (Alcantara, Helena, Mattos e Nonante). No segundo, as sementes
foram submetidas aos testes de germina¢do com inibidores de biossintese de poliaminas em
concentracdo de 1mM para cada tratamento (D-ARG, DFMO, D-ARG + DFMO, 4MCHA ¢
APCHA). A caracterizacdo das variedades deste estudo evidenciaram elevada variagao
fenotipica, sugerindo um alto potencial genético da goiabeira serrana para a conservagao do
germoplasma. As variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante apresentaram sementes com
alta qualidade fisiologica e elevado poder germinativo, acima de 97,7%. Foi possivel observar
que acdo combinada dos inibidores de biossintese de PAs (D-ARG + DFMO) reduziu
expressivamente a germinacao das sementes, sugerindo que, dentre todas as PAs analisadas, a
Put ¢ a mais importante no processo de germinacdo e que suas vias de biossintese sdao
complementares. Ao analisar o perfil de PAs enddgenas observou-se que os niveis de PAs
livres em sementes embebidas com H>O e inibidores ndo se alteraram em resposta aos
inibidores, e que apresentaram conteudos mais elevados de Spd, em comparagdo a Put e Spm.
Isso que nos fez levantar duas possibilidades: os efeitos observados na germinagdo sao efeito
de alteracdo de outras vias metabolicas; e que a quantificacdo das PAs tenha sido feita antes
que as vias biossintéticas fossem ativadas ao longo do processo de germinagao. Esses resultados
evidenciam a importancia das PAs na germinacdo de sementes de F. sellowiana e no

envolvimento com outras vias metabolicas.

Palavras-chave: Acca sellowiana. Inibidores de biossintese de poliaminas. Germinagdo de

sementes.



ABSTRACT

Feijoa sellowiana (O. Berg) O. Berg, known as “goiabeira-serrana”, is a native species of
Mpyrtaceae presents in the Santa Catarina mountain range. Seed germination is one of the vital
stages in the life cycle of these plants. The increase in the level of polyamines (PAs) is one of
the first events to happen during germination and its concentrations are limiting for growth. The
main PAs in plants are putrescine (Put), spermidine (Spd) and spermine (Spm). Therefore, this
work aimed to study the effect of Put, Spd and Spm inhibitors on F. sellowiana seed
germination in order to understand the individual effect of each polyamine during this stage.
The ripe fruits were collected in a commercial orchard in the city of Sao Joaquim/SC. The work
was divided into two experiments. The first one consisted on the biometric characterization of
the fruits and seeds, the evaluation of the physiological quality of the seeds and the germination
dynamics of the varieties (Alcantara, Helena, Mattos and Nonante) was carried out. In the
second experiment, the seeds were submitted to germination tests with polyamine biosynthesis
inhibitors at a concentration of ImM for each treatment (D-ARG, DFMO, D-ARG + DFMO,
4MCHA and APCHA). The characterization of the varieties in this study showed high

'

phenotypic variation, suggesting a high genetic potential of the " goiabeira-serrana" for
germplasm conservation. The varieties Alcantara, Helena, Mattos and Nonante have seeds with
high physiological quality and high germination power, around 97.7%. It was possible to
observe that the combined action of PAs biosynthesis inhibitors (D-ARG + DFMO)
significantly reduced seed germination, suggesting that, among all PAs analyzed, Put is more
important in the germination process and that its pathways biosynthesis are complementary. By
analyzing the profile of endogenous PAs, it was observed that the levels of free PAs in seeds
soaked with H>O and inhibitors did not change in response to inhibitors, and that they presented
higher contents of Spd, compared to Put and Spm. This made us raise two possibilities: the
effects observed on germination are due to alterations in other metabolic pathways; and that the
quantification of PAs was done before the biosynthetic pathways were activated throughout the

germination process. These results show the importance of PAs in the germination of F.

sellowiana seeds and in their involvement with other metabolic pathways.

Keywords: Acca sellowiana. Polyamine biosynthesis inhibitors. Seed germination.
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1 INTRODUCAO
1.1 GERMINACAO DE SEMENTES

A germinacdo de sementes ¢ um estagio vital no desenvolvimento das espermatofitas,
que se inicia com a disponibilidade de sinais ambientais ideais (BEWLEY et al., 2013) e ¢
considerada um fator determinante para a produtividade da planta (HASANUZZAMAN et al.,
2013). O processo de germinacdo inicia com a absor¢cdo de agua, mobilizacdo da reserva
alimentar, sintese de proteinas e consequentemente protrusdo da radicula (BEWLEY, 1997).
As mudangas fisioldgicas, bioquimicas e morfologicas durante a germinacao estao relacionadas
a taxa de sobrevivéncia das plantulas e ao crescimento vegetativo que afetam sua produtividade

e a qualidade (ALI; ELOZEIRI, 2017).

O inicio da germinagdo das sementes ¢ estritamente regulado pelo balango enddgeno
dos hormonios vegetais, como giberelina (GA), acido abscisico (ABA) e etileno, além de outras
moléculas sinalizadoras, que incluem espécies reativas de oxigénio (ROS) e poliaminas (PAs)
(HOLDSWORTH; BENTSINK; SOPPE, 2008; KUCERA; COHN; LEUBNER-METZGER,
2005). Os teores de GA e ABA tendem a ser negativamente correlacionados e alteram o
equilibrio dos repressores de germinagdo, que devem ser inativados para que a germinagao
ocorra (PISKUREWICZ et al., 2008). Assim, GA promove a germinagao de sementes
degradando estes repressores, enquanto ABA os estimula (PISKUREWICZ; LOPEZ-
MOLINA, 2009).

Geralmente, o processo de germinacao exibe trés fases (BEWLEY, 1997; BEWLEY et
al., 2013): a fase I € caracterizada pela rapida absor¢do inicial de 4gua por uma semente,
ocorrendo um aumento da massa fresca (NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010). Durante
esta fase de absor¢ao de 4dgua, iniciam-se processos fisiologicos, incluindo a sintese proteica a
partir do RNAm existente e a retomada de atividades respiratorias, tais como vias respiratorias
glicoliticas e a via oxidativa das pentoses (HAN; YANG, 2015). A fase [ também esta associada
ao reparo do DNA, que pode ter sido danificado durante a fase de dessecacdo do
desenvolvimento da semente, e esse reparo do DNA envolve a DNA ligase que ¢ ativada com
a embebi¢do (WEITBRECHT; MULLER; LEUBNER-METZGER, 2011; TUAN et al., 2019).
O reparo de mitocondrias existentes também ¢ iniciado durante a fase I da germinagao. Como
as sementes maturas contém uma pequena quantidade de trifosfato de adenosina (ATP), o

reparo das mitocondrias durante a embebi¢do desempenha um importante papel na producao de
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ATP necessaria para o processo de germinagao (RAJJOU et al., 2012). Uma vez que a taxa de
absorcao de 4gua da semente diminui e se torna estavel, as sementes em germinagdo entram na
fase II (BEWLEY, 1997). Uma série de eventos ocorre durante esta fase, incluindo o reparo
continuo de DNA e mitocOondrias existentes, a sintese de novas mitocondrias e a sintese de
proteinas a partir de transcritos de genes recém-sintetizados. Além disso, a iniciacdo da
expansao embrionaria e o enfraquecimento do tegumento ocorrem durante esta fase (BAl et al.,
2016; DEKKERS et al., 2013; GALLAND et al., 2014). A protrusdo da radicula através do
tegumento, que ¢ definida como germinagdo, marca o final da fase Il e o inicio da fase III
(NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010). A fase III ¢ caracterizada principalmente pela
mobilizagdo de reservas depositadas em tecidos de armazenamento, como o endosperma; o que
desencadeia novos aumentos na captacdo de dgua, sucedidos pelo crescimento da plantula
(NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010). A divisao celular, a sintese de DNA e o
alongamento das células da radicula também ocorrem durante a terceira fase (TUAN et al.,
2019).

O aumento no nivel de poliaminas livres ¢ um dos primeiros eventos que ocorrem
durante a germinagdo de sementes e estimulam o crescimento (BAE et al., 2018) sendo que as
concentracdes enddgenas destas moléculas podem ser limitantes para esse processo (ARAGAO
et al., 2015). Entre as PAs livres, putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm) foram
identificados durante o processo de germinacao de Cedrela fissilis (Meliaceae) e no crescimento
inicial de plantulas (ARAGAO et al., 2015). Maiores teores de Spd e Spm foram observados
na fase final de desenvolvimento de sementes de Ocotea catharinensis (Lauraceae) e podem
estar associados ao alongamento celular (SANTA-CATARINA et al., 2006). Estes estudos
destacam a importancia do incremento nos niveis de PAs durante o processo de germinagao
(LIU et al., 2016). Pieruzzi e colaboradores (2011) relataram que Spd e Spm poderiam
desempenhar papel mais importante no processo de germinagdo de sementes do que Put, mas
estes autores nao explicam e ou demonstram os efeitos especificos de cada uma delas. Lando e
colaboradores (2019) observaram que em sementes de Trichocline catharinensis (Asteraceae),
arelagdo de PAs [(Put + Spd) /Spm] aumentou durante as fases I e II. Na fase III, tiveram uma
redu¢do no teor de Put, indicando que niveis mais altos de Put durante esta fase estao associados
a germinagdo. Dessa forma, os niveis de PAs totais e a razdo entre PAs [Put/(Spd+Spm)] variam
entre as espécies vegetais, oOrgdos, tecidos e durante os estddios de desenvolvimento
(KUZNETSOV; SHEVYAKOVA, 2007).

Estudos com plantulas de Arabidopsis thaliana demonstraram que o conteudo de PAs

livres e conjugadas sdo maiores no inicio da germinagdo, durante o periodo de embebigdo, e
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decrescem quando ha protrusdo da radicula (PUGA-HERMIDA et al., 2006). Dias-Costa
(2018), também observou que em sementes de Polygala sellowiana (Polygalaceae), a Put foi a
poliamina mais abundante na fase Il da germinagdo em tratamento com GA. Por outro lado,
no estudo realizado por Zandona (2019), todas as poliaminas (Put, Cad, Spm e Spd) foram
encontradas em grandes quantidades na fase III, em sementes de Calibrachoa sellowiana
(Solanaceae) embebidas com GA3. A relagdo entre GAs e PAs foi também reportada por Lando
e colaboradores (2019) no qual o efeito estimulador de GAs e Fluridone foi associado ao

aumento do conteudo de Put e Spd em relagdo a Spm.

1.2 BIOSSINTESE DE POLIAMINAS

Em plantas vasculares, as PAs sdo bases nitrogenadas alifaticas de baixo peso molecular
contendo dois ou mais grupos amino (BAGNI, 1989), e estdo localizadas no citoplasma,
vactiolos, mitocondrias, cloroplastos e parede celular (ALCAZAR et al., 2010). As trés
principais PAs presentes nas plantas sdao a Put, a Spd e a Spm (YANG et al., 2008). Todas elas
atuam na regulagdo de diversos processos fisioldgicos, tais como: expressdo génica, sintese de
proteinas e DNA, controle da divisdo e diferenciacdo celular, em processos de crescimento e
desenvolvimento, como: quebra de dorméncia, germinacdo de sementes, flora¢do e senescéncia
(SILVEIRA et al., 2006; XU, 2015; PIERUZZI et al., 2011; SHI; CHAN, 2014; MUSTAFAVI
et al., 2018). E estdo envolvidas em respostas a estresses bioticos e abidticos (MINOCHA;
MAJUMDAR; MINOCHA, 2014) e nas vias morfogenéticas in vitro (embriogénese somatica
e organogénese) (SANTA-CATARINA et al., 2006; STEINER et al., 2007).

As vias biossintéticas e metabdlicas das poliaminas nas plantas foram minuciosamente
estudadas (WIMALASEKERA; TEBARTZ; SCHERER, 2011; TAVLADORAKI; CONA;
FEDERICO, 2012). A putrescina € o produto central da via biossintética comum das PAs. Ela
contém dois grupos amino e ¢ um precursor sintético de Spd e Spm (XU; WU; ZHANG, 2009).
Existem duas diferentes rotas de biossintese de Put nas plantas (Figura 1). Na primeira, o &tomo
de carbono niimero 8 ¢ removido da arginina (Arg) pela arginina descarboxilase (ADC) para
formar agmatina (Agm) e CO»; o atomo de nitrogénio numero 2 ¢ removido de Agm para formar
N-carbamoilputreseina (NCPA) e NH3; o NCPA ¢ hidrolisado pela N-carbamoilputreseina
amido-hidrolase (NCPAH) e o seu grupo carbamil ¢ removido para formar Put, CO; e NHj3
(CHEN et al., 2019; SINGH et al,2018). Em alguns casos, esta ¢ a principal via de sintese de
Put em plantas (DOCIMO et al., 2012; PEGG, 2016). Na segunda rota, a ornitina (Orn) ¢

produzida a partir de Arg pela arginase. Em seguida, a ornitina descarboxilase (ODC) remove
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o grupo carboxila do 4tomo de carbono nimero 1 da Orn para formar Put e CO> (DOCIMO et

al., 2012; PEGG, 2016).

O gene ODC foi perdido em Arabidopsis thaliana e muitos membros das Brassicaceae
(HANFREY et al., 2010), indicando que a via da ornitina ndo ¢ essencial para o crescimento
normal nesse grupo de plantas. Spd e Spm sdo sintetizados pela espermidina sintase (SPDS) e
espermina sintase (SPMS), respectivamente, através da adicao de grupos aminopropil a Put e
Spd (CHEN et al., 2019). Os grupos aminopropil sdo derivados da metionina, que ¢ primeiro
convertida em S-adenosilmetionina (SAM) e, depois, descarboxilada numa reagdo catalisada
pela SAM-descarboxilase (SAMDC). O SAM descarboxilado resultante ¢ utilizado como um
doador de aminopropil. O SAM ¢ um precursor comum para as PAs e o etileno, e 0 SAMDC
regula as duas vias biossintéticas (KAUR-SAWHNEY et al., 2003; SINGH; BASU; KUMAR,
2018).

Figura 1. Biossintese de poliaminas em plantas. Inibidores de biossintese de poliaminas
mostrados em vermelho: D-arginina (D-ARG); Difluorometilornitina (DFMO); trans-4-
metilciclohexilamina (4MCHA); N-(3-aminopropil) ciclohexilamina (APCHA); metilglioxal
bis (guanil hidrazona) (MGBG). Com agdo conhecida sobre as enzimas circundadas com uma
caixa verde: arginina descarboxilase (ADC); ornitina descarboxilase (ODC); espermidina

sintase (SPDS); espermina sintase (SPMS); S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC),
respectivamente.
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1.3 INIBIDORES DA BIOSSINTESE DE POLIAMINAS

A atividade de ADC pode ser inibida pelos inibidores competitivos irreversiveis
Difluorometilarginina (DFMA) e D-arginina (D-ARG), e a atividade de ODC pode ser inibida
por Difluorometilornitina (DFMO) (GROSSI et al., 2016; YAMAMOTO et al., 2016). A
DFMO parece atuar especificamente na ornitina descarboxilase e basicamente nao tem agao
conhecida sobre nenhuma outra enzima. Consequentemente, ela tem sido utilizada para inibir
a biossintese de putrescina. Uma vez administrada a DFMO, as quantidades de putrescina e

espermidina diminuem rapidamente.

O metilglioxal bis (guanil hidrazona), MGBG, ¢ amplamente utilizado para a inibi¢do
da S-adenosilmetionina-descarboxilase, afetando a biogénese da espermidina e espermina, in
vivo ¢ in vitro, pela reducao dos niveis de SAM descarboxilase (SINGH; BASU; KUMAR,
2018). A trans-4-metilciclohexilamina (4MCHA) e o N-(3-aminopropil) ciclohexilamina
(APCHA) atuam mais especificamente, inibindo a sintese de espermidina ou espermina,
respectivamente, ¢ que ainda podem ser utilizados para estudar a regulagdo da S-

adenosilmetionina descarboxilase (SHIRAHATA et al., 1993).

Algumas pesquisas relatam que a inibicdo da biossintese de poliaminas pode retardar e
até bloquear a germina¢do de sementes, como ¢ o caso de sementes de Picea abies (Pinaceae)
(HUANG; VILLANUEVA, 1992) e ervilha (Pisum sativum) (VILLANUEVA; HUANG,
1993). Os inibidores DFMA e DFMO inibem o crescimento do eixo embrionario durante a
germinagdo de sementes e o crescimento de segmentos epicotilos extraidos em grao-de-bico
(Cicer arietinum). Em ambos os casos, o efeito ¢ parcialmente revertido pela adigdo de
poliaminas (VALLE; FERNANDEZ; NICOLAS, 1989). Aplicagcio de DFMO em pistilos
jovens de tomate (Solanum [lycopersicum) imediatamente apos a polinizacdo bloqueia o
desenvolvimento subsequente do ovario. Essa inibi¢do pode ser superada em parte pela
aplica¢do de Put (COHEN et al., 1982). O DFMA reduz a embriogénese somatica em culturas
in vitro de cenoura (Daucus carota) ¢ € a adigdo de poliaminas restaura esta morfogénese
(FEIRER et al., 1984). Mirza e Bagin (1991) verificaram que a inibi¢do do crescimento da raiz
produzida por concentragdes mais altas de Put foi gradual. A inibi¢do do crescimento radicular
por DFMO e a reversao dessa inibi¢do pela aplicacdo de Put parece indicar a necessidade da
Put no crescimento de raizes de plantulas em Arabidopsis (MIRZA; BAGNI, 1991). Até agora,
no entanto, nao foi relata a aplicacao desses inibidores no processo de germinagao de sementes,

0 que poderia nos dar pistas sobre o quao indispensavel cada uma das PAs ¢ para a germinagao.
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1.4 PLANTA DE ESTUDO - Feijoa sellowiana (O. Berg.) O. Berg

Feijoa sellowiana (O. Berg) O. Berg, anteriormente conhecida como Acca sellowiana
(O. Berg) Burret, pertence a familia Myrtaceae, conhecida popularmente como feijoa,
goiabeira-serrana ou goiabeira-do-campo. E considerada com grande potencial comercial
(MATTOS, 1986), devido ao alto potencial organoléptico de seus frutos (BARNI et al., 2004;
SANTOS et al., 2011), ambiental, por ser indicada para o enriquecimento de areas degradadas
por apresentar flores e frutos atrativos e apreciados pela avifauna entre outros animais

(LORENZI, 2002) e ornamental pela beleza de suas flores (MATTOS, 1986).

Apesar de ser nativa do planalto meridional brasileiro e do nordeste uruguaio
(DUCROQUET; HICKEL; NODARI, 2000), ¢ cultivada quase que exclusivamente em outros
paises, como Franga, Italia, Russia, Nova Zelandia, Estados Unidos, Israel e Colombia
(THORP; BIELESKI, 2002), sendo o nosso pais importador dos frutos desta espécie,
produzidos principalmente na Colombia (BENINCA, 2014). Este fato demonstra a importancia

do cultivo comercial dessa frutifera no Sul do Brasil.

No Sul do Brasil, a goiabeira-serrana mostra-se adaptada a condi¢des de clima frio,
ocorrendo com maior frequéncia em areas com altitudes superiores a 800 m, em formacodes de
bosques e matas de araucaria (DUCROQUET; HICKEL; NODARI, 2000). A distribui¢do das
populagdes ocorre em alguns pomares comerciais com extensao variando de um a dois hectares
(ESEMANN-QUADROS et al., 2008) e a quintais de residéncias (TONETTO, 2018), que sdo

oriundos de mudas feitas a partir de sementes.

Em Santa Catarina, a goiabeira-serrana vem sendo pesquisada desde a década de 80,
pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI/SC) e a
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), com o objetivo de selecionar gendtipos
superiores e desenvolver um sistema de producao que permita seu cultivo em escala comercial
(AMARANTE; SANTOS, 2011). Como resultado do trabalho, em 2007 foram lancadas as
primeiras variedades brasileiras, “Alcantara” e “Helena” e, em 2008, as variedades “Mattos” e

“Nonante” (DUCROQUET et al., 2007, DUCROQUET et al., 2008).

A goiabeira-serrana (Figura 2 A) ¢ um arbusto ou arboreta, perinifélia, geralmente
estando entre dois e seis metros de altura (MATTOS, 1986). As folhas sdo opostas, pequenas e
pecioladas (DUCROQUET; RIBEIRO, 1991). A espécie ¢ mondclina, sendo
predominantemente alogama (DUCROQUET; RIBEIRO, 1991), e apresentando auto-
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incompatibilidade tardia (FINATTO, 2011). A flora¢ao ocorre nos meses de outubro a janeiro,
e as flores (Figura 2 B) sdo constituidas de quatro sépalas discretas, quatro pétalas carnosas e
profundamente recurvadas, apresentando coloracdo branca por fora e purpura por dentro, e
existem, em média, 60 estames purpureos por flor (DUCROQUET; RIBEIRO, 1991;
DUCROQUET; HICKEL; NODARI, 2000; FINATTO, 2008). O fruto (Figura 2 C) ¢
classificado como um pseudofruto do tipo pomo, por ser a flor epigina, com ovario infero e
aderente (FRANCA, 1991), variando de formato de redondo a ovalado, sempre apresentando
tons de verde, mesmo ap6s a maturagao (MATTOS, 1986). Esse fruto € similar ao da goiabeira
comum (Psidium guajava L.) (AMARANTE et al., 2008), diferindo deste Gltimo por apresentar
casca verde espessa, rica em taninos ¢ ndo comestivel. A polpa ainda apresenta cor entre gelo
e o amarelado, sabor singular doce-acidulado e aroma penetrante (MATTOS, 1986). O
rendimento da polpa ¢ também bastante varidvel, geralmente atingindo valores méaximos de
50% (DUCROQUET; HICKEL; NODARI, 2000; DEGENHARDT, 2001). A maturacao dos
frutos se estende por cerca de até quatro semanas, distribuida entre o final de fevereiro e final
de maio (DUCROQUET; HICKEL; NODARI, 2000). As sementes (Figura 2 D) sdo
numerosas, podendo ocorrer mais de 100 por fruto (DEGENHARDT, 2001), diminutas, duras
e encontram-se embebidas em uma polpa firme e gelatinosa, podendo apresentar formato que
varia de gota até coracdo (SEIDEMANN, 1994). Além de serem fotoblasticas positivas
(percentuais de germinagio mais altos na luz) (SANTOS; FERREIRA; AQUILA, 2004), as
sementes sao ortodoxas, podendo ser armazenadas em baixas temperaturas por longo periodo,
mantendo seu poder germinativo (DUCROQUET; HICKEL; NODARI, 2000).

Em relagdo a propagacao da feijoa, varias técnicas tém sido empregadas. A via sexuada
por sementes € sua principal forma de propagacgdo, por ser um método pratico € econdmico
(ROCHA; FACHINELLO; SCHUCH, 1994; FAIAD et al., 2003), resultando em uma taxa de
germinagdo superior a 93% (DAHMER et al.,, 2008). Porém, este método apresenta
desvantagem pois ndo reproduz o fenotipo da planta mae, caracteristicas desejadas pelos
produtores (MULLER, 2008). No entanto, esta técnica ¢ amplamente utilizada para a obtencio

de porta-enxertos, pois apresenta alto vigor (DUCROQUET; HICKEL; NODARI, 2000).
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Figura 2. Espécie do estudo (Feijoa sellowiana). A- Goiabeira-serrana adulta em periodo de
floragao no pomar comercial Goiaba Adrina em Sao Joaquim/SC; B- Flor; C- Frutos maduros;
D- Sementes despolpadas em laboratorio.

Fonte: A- Goiaba Serrana Adrina; B- Aires Mariga; C- Nilson Teixeira; D- Primaria.

Na propagagdo assexuada, sdo empregados os métodos da enxertia e estaquia
(SHARPE; SHERMAN; MILLER, 1993). Porém, estes métodos de via assexuada nao se
mostraram eficientes, por ndo apresentarem compatibilidade, baixo rendimento, além de
demandarem de maior tempo e elevado custo das mudas produzidas (DUCROQUET; HICKEL;
NODARI, 2000). Além disso, a propagacao clonal tem sido intensamente estudada nessa
espécie por meio das técnicas de propagacdo in vitro a partir da embriogénese somadtica

(GUERRA et al., 1997, CANGAHUALA-INOCENTE, 2007, PESCADOR et al., 2009).

Nos ultimos anos, estudos deram enfoque na relagao entre PAs e o desenvolvimento do
embrido em Feijoa sellowiana. Cangahuala-Inocente e colaboradores (2009) relataram que a

Put exerceu papel importante nos estadios iniciais da embriogénese zigética, enquanto a Spm
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apresentou seus efeitos no final do desenvolvimento embrionério. Esses resultados destacam a
importancia de informagdes sobre o incremento nos niveis de PAs durante o processo de
formagdo da semente da goiabeira-serrana, pois a principal forma de propagacao desta espécie
¢ por sementes (ROCHA; FACHINELLO; SCHUCH, 1994). Sendo a germinagao a primeira
fase de desenvolvimento no ciclo de vida desta espécie, estudos envolvendo os processos
fisiologicos nessa fase ainda sdo escassos e mais informagdes sdo necessarias, pois a espécie €
bastante utilizada para a recuperacdo de areas degradadas e a demanda para a produgdo de
mudas de qualidade vem aumentando (REGO et al., 2009). Dentro desse contexto, pesquisas
buscando entender o que controla a germinacdo da espécie nos permitird desenvolver
tecnologias capazes de melhorar a qualidade das sementes da goiabeira serrana e,

consequentemente, sua producao.

2 PERGUNTAS DE PESQUISA

e As sementes das variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante de Feijoa sellowiana
provenientes de um pomar comercial apresentam variacdo na biometria de frutos e
sementes e na dindmica de germinagao?

e Aspoliaminas (Put, Spd e Spm) sdo essenciais para a germinacao de sementes de Feijoa
sellowiana?

e Qual (quais) dos trés tipos mais comuns de poliaminas (Put, Spd e Spm) causariam

efeitos mais marcantes sobre a germinagao de sementes de Feijoa sellowiana?

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito dos inibidores de putrescina, espermidina e espermina na germinagdo de
sementes de Feijoa. sellowiana visando compreender o efeito individual de cada poliamina na

germinagao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e C(Caracterizar os parametros biométricos de frutos e sementes entre as variedades
Alcantara, Helena, Mattos e Nonante de Feijoa sellowiana em um pomar comercial.
e Avaliar a qualidade fisiologica e a dindmica de germinacdo das sementes entre as

variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante de Feijoa sellowiana.
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e Estudar o efeito dos inibidores da biossintese de putrescina, espermidina e espermina
na germinacao das sementes de Feijoa sellowiana.
e Analisar o perfil de poliaminas endodgenas das sementes de Feijoa sellowiana

submetidas aos diferentes inibidores de sintese de poliaminas durante a germinagao.

4 MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi dividida em dois experimentos, sendo:

» Experimento 1: foi realizada a coleta e analise de dados da caracterizacao biométrica
dos frutos e sementes, avaliacdo da qualidade fisioldgica do lote de sementes e a dindmica da
germinacdo para as variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante de Feijoa sellowiana.
Além disso, foi realizada a curva de embebicdo das sementes para as variedades Helena e
Nonante. A coleta e analise de dados entre as quatro variedades foi realizada com o objetivo de
definir qual variedade seria utilizada no préximo experimento, levando em conta os resultados

obtidos e 0 maior nimero de sementes disponiveis.

* Experimento 2: ao analisar os resultados do experimento 1 foi escolhida a variedade
Nonante, por apresentar alto poder germinativo e alta qualidade fisiologica. Com isso, foi
realizado os testes de germinagdo com inibidores de biossintese de poliaminas e a quantificagdo

de poliaminas endogenas (Put, Spd, Spm, PAs totais livres e a Razao de PAs [Put/(Spd+Spm)].

4.1 EXPERIMENTO 1
4.1.1 Coleta de material e biometria de frutos e sementes

Os frutos das variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante foram adquiridos do
Pomar Comercial Goiaba Serrana Adrina, no municipio de Sdo Joaquim, Santa Catarina, Brasil,
cidade localizada na regido do planalto serrano catarinense. Os frutos maduros foram adquiridos

comercialmente em abril de 2020, sendo adquiridos cerca de 6kg de frutos por variedade.

Os frutos foram despolpados e as sementes foram extraidas a partir de maceragdo
enzimética com uso de 2 mL pectinase (Pectinex Ultra Tropical - Novozymes®) por litro de
polpa, durante 2 horas a 35 °C. Para as andlises biométricas foram analisados, ao acaso, dez
frutos inteiros de cada variedade e pesados em balanca semi-analitica (0,001 g). Foram

realizadas avaliagdes de massa do fruto inteiro (g) (MFI), massa da casca (g) (MC), massa da
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polpa (g) (MP), sementes por fruto (g) (SF), nimero de sementes por fruto (NSF) e peso médio
por semente (mg) (PM). O rendimento de polpa (RP) foi obtido a partir da relagdo entre a massa

fresca da polpa e a massa fresca do fruto, com conversao posterior para porcentagem:

__massa fresca da polpa (g)

RP x 100

massa fresca do fruto (g)

4.1.2 Peso de mil sementes e numero de sementes por quilograma

A determinagdo do peso de mil sementes (PMS) foi realizada de acordo com as Regras
para Analise de Sementes (RAS) utilizando oito repeticdes de 100 sementes (BRASIL, 2009),

calcula-se o peso de sementes, pela formula:

peso da amostra x 1.000

PMS =

ne total de sementes

A andlise de PMS foi utilizada para estimar o numero de sementes por quilograma,
comparados com base nos valores minimos e maximos de referéncia apresentados pela

Instrugdes para analise de sementes de espécies florestais (BRASIL, 2017).

4.1.3 Teste de viabilidade por Tetrazdlio

O teste de viabilidade foi realizado com quatro repeticoes de 20 sementes para as
variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante. As sementes foram embebidas em agua
destilada por 12 horas, seccionadas longitudinalmente e imersas em uma solucdo de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (1%) durante duas horas, sendo mantidas no escuro a 35°C durante esse
periodo (SARMENTO et al., 2013). Posteriormente, as sementes foram classificadas em viaveis

e ndo viaveis a partir da coloracdo e aspecto dos tecidos.

4.1.4 Contetdo de Agua

Para a obtencao do contetido de agua, foram realizadas quatro repeti¢cdes de 25 sementes
para cada variedade, Alcantara, Helena, Mattos e Nonante, sendo mantidas em estufa a 105 =
3 °C durante 24 horas para obtengdo dos valores de massa fresca (g), massa seca (g) e conteudo

relativo de 4gua da semente, conforme Brasil (2009).

4.1.5 Curva de embebicao

Para analisar a dindmica de absor¢do de 4gua das sementes foi realizada uma curva de

embebigdo para as variedades Helena e Nonante utilizando quatro repeti¢des de 25 sementes
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para cada variedade. As sementes foram desinfestadas em alcool (70%) por 50 segundos,
seguido de imersdo em hipoclorito de sodio (1%) por 1 minuto, com posterior lavagem em agua
destilada por 3 vezes (adaptado de FANTINEL et al., 2017). As sementes foram mantidas em
placas de Petri com substrato de papel Germitest® umedecido com 2,5g de 4gua por g de papel,
em germinador tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) com fotoperiodo de 12 horas a
25°C. As sementes foram pesadas antes da embebigdo, a cada 15 minutos por 2 horas, a cada
30 minutos por 1,5 horas, a cada 45 minutos por 1 hora, a cada 1 hora por 7 horas, a cada 12
horas por 3 dias e depois a cada 24 horas até que fosse atingido 51% de germinacao (adaptado

de BRASIL, 2009).

4.1.6 Teste de Germinacido — Variedades

Para avaliar a dinamica de germinagdo das variedades Alcantara, Helena, Mattos e
Nonante foram realizadas trés repetigoes de 15 sementes. As sementes foram desinfestadas
como descrito no item 4.1.5 e colocadas para germinar em placas de Petri com substrato de
papel Germitest® umedecido com 2,5g de dgua por g de papel, em germinador tipo B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand) com fotoperiodo de 12 horas a 25 °C por 30 dias. A contagem
das sementes germinadas foi realizada diariamente, a partir do inicio do teste de germinacao,

considerando-se como germinadas aquelas com a protrusdo da radicula (BEWLEY etal., 2013).

Durante os testes de germinagao, foi realizada a contagem diaria do nimero de sementes
germinadas, através desses dados foram calculados o fndice de Velocidade de Germinacdo
(IVG) e o Tempo Médio de Germinagdo (TMG), como descrito por Maguire (1962) e Ranal e
Santana (2006).

4.2 EXPERIMENTO 2

Ap0s a realizacdo dos testes de germinacdo com as variedades Alcantara, Helena,
Mattos e Nonante (ver resultados na Tabela 6), analisamos os resultados e observamos que as
variedades ndao apresentaram diferencas estatisticas significativas, indicando que todas as
variedades apresentavam alto vigor e viabilidade. A partir disso, foi escolhida a variedade
Nonante para seguir com o experimento 2, que além de apresentar elevado poder germinativo,
era a variedade que apresentava o maior nimero de sementes disponiveis para realizar os testes
de germinacdo com inibidores de biossintese de poliaminas e as analises bioquimicas de

determinag¢do e quantifica¢do de poliaminas enddgenas.
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4.2.1 Teste de germinacio com inibidores de biossintese de poliaminas

As sementes da variedade Nonante foram desinfestadas como descrito no item 4.1.5 e
quatro repeticdes de 25 sementes para cada tratamento (Tabela 1), sendo eles: T1 - Controle
(H20), T2 - D-arg (ImM). T3 - DFMO (ImM), T4 - D-arg (ImM) + DFMO (1mM), TS -
APCHA (1ImM) e T6 - AMCHA (1mM), foram incubadas em placas de Petri de plastico de 90
mm de didmetro, com substrato de papel Germitest® e umedecidas com 2,5 mL de solugio
contendo os inibidores, realizando no total de 6 aplicagdes em 24h, 48h, 72h, 96h e 120h. Apos
esse periodo as sementes continuaram a ser umedecidas com 2,5mL de 4gua quando necessario
e acondicionadas em camaras de germinagao tipo B.O.D (Eletrolab, EL.212/4), com fotoperiodo
de 12 horas a 25 °C e o experimento foi monitorado por 30 dias.

Tabela 1. Tratamentos para inibicdo da biossintese de poliaminas em sementes de

Feijoa sellowiana var. Nonante e seus efeitos na putrescina (Put), espermidina (Spd) e
espermina (Spm).

Efeitos dos inibidores nas poliaminas

Tratamentos Inibidores
Put Spd Spm
T1 Controle (H,0) presente presente presente
T2 D-arginina (ImM) presente presente presente
T3 DFMO (1mM) presente presente presente
D-arginina (1mM)
T4 ausente ausente ausente
+ DFMO (1mM)
TS5 4MCHA (1mM) presente ausente ausente
T6 APCHA (ImM) presente presente ausente

As concentragdes de inibidores foram baseadas em testes prévios realizados com a
variedade Nonante de F. sellowiana com os mesmos tratamentos descritos na Tabela 1 (ver

resultados em Apéndice 1).

A contagem das sementes germinadas foi realizada diariamente, a partir do inicio do
teste de germinagdo, considerando-se como germinadas aquelas com a protrusdo da radicula
(BEWLEY etal., 2013). Tais dados foram utilizados para os célculos de IVG e o TMG, segundo
a equagao proposta por Maguire (1962) e Ranal e Santana (2006).
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Para analises bioquimicas, as sementes foram coletadas ao sexto dia (Fase II - antes da
protusdo da radicula) e armazenadas a -20 °C até o momento da analise de quantificacdo de

poliaminas endogenas.

4.2.2 Determinacio e quantificacdo de poliaminas endogenas

Para determinagao de PAs, trés amostras (200 mg) de sementes provenientes do inicio
da fase II da germinagao (sexto dia) dos tratamentos (Tabela 1): T1, T2, T3, T4, TS5 e T6 foram
analisadas. As amostras foram maceradas em 1,6 mL de 4cido perclorico a 5% (v/v). As PAs
livres foram extraidas, dansiladas e quantificadas, de acordo com Steiner e colaboradores
(2007). PAs livres foram determinados diretamente a partir do sobrenadante. Para a
derivatizacdo das PAs livres foi utilizado cloreto de dansil e quantificadas por HPLC usando
uma coluna de fase reversa C18 de 5 pm (Shimadzu Shin-Pack CLC ODS). A quantifica¢ao
das PAs foi realizada utilizando um detector de fluorescéncia a 340 nm (excitagao) e 510 nm
(emissdo). As areas de pico e os tempos de retengao foram medidos em comparagao com PAs

padrdo Put, Spd e Spm, sendo utilizado 1,7-diaminoheptano (DAH) como padrio interno.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

Na avaliagdo da biometria de frutos e sementes foi utilizada estatistica descritiva
acompanhada do coeficiente de variagdo das amostras. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado (DIC) e para as analises de peso de mil sementes, contetido de
agua, teste do tetrazolio, porcentagem de germinacgdo, IVG, TMG e contetdo de poliaminas
enddgenas os dados passaram por testes para verificar se eles atenderam aos pressupostos de
normalidade dos residuos e homocedasticidade por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett,
respectivamente (p < 0,05). A anélise estatistica foi efetuada utilizando o software R (R CORE
TEAM, 2021), submetendo os dados, primeiramente, a analise de variancia (ANOVA). Quando
constatada diferenga entre os tratamentos pelo teste F (p < 0,05), efetuou-se a comparacao de

médias pelo teste de Tukey com a = 0,05 (SOKAL; ROHLF, 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 BIOMETRIA DOS FRUTOS E SEMENTES DAS VARIEDADES DE Feijoa sellowiana

Foram observadas diferencas na caracteristica dos frutos entre as variedades avaliadas
(Tabela 2), como massa do fruto inteiro, massa da casca, massa da polpa e rendimento de polpa.
A variedade Mattos apresentou maior massa do fruto inteiro com, 128,93 + 21,28 g. A massa
média dos frutos inteiros de “Helena” encontradas neste estudo (97,55 + 19,20 g) foi menor do
que a obtida por Souza e colaboradores (2015) com 118,9 gramas. Para “Alcantara” observou-
se frutos mais pesados do que relatados anteriormente por Ducroquet e colaboradores (2007)
com média de 80 g, por Buratto (2018), com 96,66 g e por Menin (2019), com uma média de
77,49 + 12,52 g. Todas as variedades apresentaram pesos superiores ao encontrado em
gendtipos do Meio Oeste Catarinense com valores minimos de 77,8 g e valores maximos de
88,7 g (SANCHEZ—MORA et al., 2020) e nas variedades Alcantara, Helena e Nonante
coletadas por Miranda (2019) em Sao Joaquim/SC, com uma média de 48,1 g, 53,6 ge 49,2 g,
respectivamente.

Tabela 2. Biometria dos frutos das variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante de Feijoa

sellowiana. Massa do fruto inteiro (MFI); Massa da casca (MC); Massa da polpa (MP);
Rendimento de polpa (RP).

Variedades MFI (g) MC (g) MP (g) RP (%)

Alcantara 117,25 + 14,56 81,76 £ 10,82 35,19+ 6,65 29,95+4,47
Helena 97,55+ 19,20 72,26 £ 16,65 25,00+ 6,18 25,82 +5,31
Mattos 128,93 £ 21,28 98.20+ 16,11 31,93 +£9,98 24,51 +5,68
Nonante 122,99 £ 21,94 73,82 +17,79 39,66+ 6,83 35,41 +390
CV (%) 17 19 23 17

Média dos dados + desvio padrdo (DP) (n=10). CV= coeficiente de variancia. Sementes coletadas em abril de
2020.

Os primeiros estudos para goiabeira-serrana revelaram que a massa total do fruto pode
variar de 30 a 250g (DEGENHARDT et al., 2003). A caracterizacdo das variedades desse
estudo em comparagdo com outros estudos evidéncia elevada variagdo fenotipica para a espécie.
Sarmento e colaboradores (2018) relatam que em frutos de espécies nativas sdo comuns essas
variacoes e demonstram fluxo génico alto entre individuos, por ser uma espécie
predominantemente alogama (SANTOS et al., 2005), além de fatores ambientais do local de
ocorréncia (GUSMAO; VIEIRA; FONSECA, 2006). Essa varia¢io pode indicar um elevado

potencial genético da espécie para a conservagao de germoplasma, coleta de sementes e no
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processo de conservagdo da biodiversidade das formacgdes ecossistémicas que ocorrem

naturalmente (GUSMAO; VIEIRA; FONSECA, 2006; CARDOSO, 2009).

A polpa da goiaba-serrana ¢ a unica parte do fruto consumida in natura, quanto mais
alto o seu rendimento, mais atrativo o fruto se torna para o mercado consumidor, além de ser
um fator-chave para a escolha da matéria-prima ideal pela industria de alimentos na producao
de geleias, sucos e sorvetes (MORZELLE et al., 2015). De acordo com Amarante ¢ Santos
(2011), o rendimento de polpa pode chegar até¢ 50%. Nas variedades do pomar comercial
analisado neste trabalho (Tabela 2), obtivemos valores de 24,51% (Helena) a 35,41%
(Nonante), corroborando com os valores apresentados pela EPAGRI/SC no lancamento das
variedades, variando de 25 a 33% (DUCROQUET et al., 2007, DUCROQUET et al., 2008).
Rendimento acima dos 35% foram observados por Souza e colaboradores (2018) em uma
Estacdo Experimental da Embrapa no Rio Grande do Sul para dois gen6tipos (EC8 e EC9), com
43,28% e 47,83%, respectivamente e por leler (2017) que registrou em um pomar experimental
de goiabeira-serrana no Instituto Federal Catarinense — Campus Rio do Sul para um cruzamento

de Helena x Mattos com 47,64% e o cruzamento Alcantara x Helena com 37,16 %.

A variedade Mattos apresentou a maior porcentagem de casca (Tabela 2) quando
comparado a massa do fruto inteiro com média de 76,16% (98,20 = 16,11 g). Apesar de ndo ser
caracteristica atrativa para os consumidores do fruto in natura, a casca pode ser utilizada mesmo
assim. Amarante e colaboradores (2017), relatam que a casca da feijoa, principal subproduto
do processamento do fruto, apresenta fonte de bioativos, como compostos fenolicos e vitaminas
antioxidantes (apresentando maior teor de vitamina C do que a polpa). Apesar de apresentar
elevado potencial de uso, ndo existem até o momento, estudos quanto a valoriza¢do para o
processamento na industria (SARTORI, 2018).

A variedade Nonante possui o maior nimero de sementes por fruto (185 + 42),
entretanto o nimero de sementes por fruto teve uma ampla variacdo, com CV= 45% entre as
demais variedades (Tabela 3). Tonetto (2018) encontrou valores de 27 + 19 sementes por fruto
para uma populacdo natural localizada em Santa Maria/RS. O niimero de sementes por fruto
para “Alcantara”, “Helena” e “Nonante” foram superiores ao descrito por Miranda (2019) para
as mesmas variedades coletadas em Sao Joaquim/SC com uma média de 120 + 73 (Alcantara),

52 £ 19 (Helena) e 53 + 22 (Nonante).
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Tabela 3. Biometria de sementes das variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante de Feijoa
sellowiana. Sementes por fruto (SF); Numero de sementes por fruto (NSF); Peso médio por
semente (PM).

Variedades SF (g) NSF PM (mg)
Alcantara 0,62+0,18 126 + 49 3,8+0,5
Helena 0,43 +£0,24 79 £ 49 3,608
Mattos 0,32+0,25 67 + 63 4,8 +0,4
Nonante 1,03 +£0,42 185+42 4,5+0,6
CV (%) 48 45 15

Meédia dos dados + desvio padrao (n=10). CV= coeficiente de variancia. Sementes coletadas em abril de 2020.

Apesar do maior nimero de sementes por fruto ndo ser uma caracteristica desejavel na
fruticultura (FREE, 1993; TURRA, 2017), do ponto de vista ecoldgico, este pardmetro ¢ um
indicador de sucesso para reproducdo da planta, pois serdo maiores as chances da perpetuagao
da espécie ao longo das geracdes (ROUBIK, 1989). Sanchez-Mora (2019) em seu estudo
realizado em pomares experimentais de Agua Doce e Fraiburgo (SC) evidenciou que a
caracteristica nimero de sementes esta diretamente relacionada com o rendimento de polpa e
poderia ser relacionada com a auto-compatibilidade da goiabeira-serrana. Essa relagdo ¢
justificada para as variedades Alcantara, Helena e Nonante, uma vez que suas flores sdo auto-

compativeis (TURRA, 2017).

Um dos fatores que influencia o nimero de sementes por fruto ¢ a restricdo de
polinizadores, que acarreta a variacao natural da quantidade de polen depositado sobre o
estigma das flores (FINATTO, 2008). Além disso, a elevada precipitagdo e baixas temperaturas
na época de floracdo diminuem a abundancia de polinizadores (FINARDI, 2003), ocasionando
uma redu¢do da produtividade. Sendo que dois estudos apontaram que a presenca de
polinizagdo cruzada proporciona maior numero de sementes por frutos, o mais recente de Turra
(2017) com dados registrados para as variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante no
Parand e o de Patterson (1990), para as variedades Apollo, Triumph, Mammoth e Gemini da

Nova Zelandia.

O peso médio por semente em todas as variedades (Tabela 3) foram préximos com
média de 4,2 mg, sendo esse valor maior do que encontrado por Tonetto (2018) 2,5 mg e
menores do que os registrados por Miranda (2019) para uma populagdo natural com 7,5mg.
Essa alta variacdo pode ser confirmada pelas diferengas descritas entre as sementes do tipo
Brasil (originado na serra catarinense, frutos com sementes grandes 0,45 a 0,60 g para 100
sementes) e do tipo Uruguai (presente no Rio Grande do Sul, com sementes menores 0,20 g

para 100 sementes) (DUCROQUET; HICKEL; NODARI, 2000; SCHOTSMANS et al., 2011).
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Para o atributo peso de mil sementes os valores encontrados nesse experimento (Tabela 4)
foram menores do que os 9,5 até 42,3 g encontrados por leler e colaboradores (2017) para
diferentes cruzamentos de goiaba-serrana cultivados em Santa Catarina. A variedade Mattos
com seus 4,3215g foi semelhante aos 4,420¢g registrado por Donazzolo e colaboradores (2015)
para o gendtipo G2 do municipio de Vacaria no Rio Grande do Sul.

Tabela 4. Peso de mil sementes de sementes (PMS) e numero de sementes por quilograma (N°
de sementes/kg) das variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante de Feijoa sellowiana.

Variedades PMS (g) N° de sementes/kg
Alcantara 3,6965+0,0137 b 270.526
Helena 3,5125+0,0123 b 284.697
Mattos 4,3215 +0,0677 a 231.401
Nonante 4,6274+0,0123 a 216.104

Meédia dos dados + DP (n=8). Diferentes letras indicam diferenca significativa com p < 0,05, de acordo com o
Teste de Tukey. Sementes coletadas em abril de 2020.

O peso de mil sementes também ¢ utilizado para estimar o numero de sementes por
quilograma. As variedades Helena (284.697 sementes/kg) e Alcantara (270.526 sementes/kg)
apresentaram um numero de sementes por quilograma dentro do limite proposto por Brasil
(2013) na Instrugdes para Analise de Sementes Florestais, onde ¢ mencionada variagdo de
250.000 até 416.000 sementes/kg. As outras duas variedades ficaram com valores abaixo do
limite registrado, sendo elas, Nonante com 216.104 sementes/kg e Mattos com 231.401
sementes/kg. Essas variagdes encontradas podem ser atribuidas ao fato das sementes de feijoa
apresentarem ampla amplitude de valores na caracteristica tamanho e peso médio de sementes,
por conta da procedéncia de material de diferentes regides do Brasil, que apresentam variagdes

edafoclimaticas distintas.

5.2 CONTEUDO DE AGUA E VIABILIDADE DE SEMENTES DAS VARIEDADES DE
Feijoa sellowiana

A viabilidade das sementes ndo apresentou diferengas significativas para as variedades
analisadas (Tabela 5), sendo consideradas com alta viabilidade. O conteudo de dgua inicial das
sementes foi abaixo de 12,25%, valor inferior ao encontrado por Gomes e colaboradores (2013)
(36%) e Donazzolo e colaboradores (2020) (28%), e superior ao descrito por Tonetto (2018)
com 4,9%, essas diferencas encontradas no contetido de dgua inicial em sementes dessa espécie,
podem ser explicadas pelo grau de maturagao fisiologica e as condi¢des climdaticas na época de

colheita da goiabeira-serrana (SARMENTO, 2012). O conhecimento do conteudo de dgua das
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sementes nos permite obter informagdes para manter a qualidade fisioldgica durante o seu
armazenamento. De acordo com Gomes e colaboradores (2013) as sementes de feijoa foram
recentemente classificadas fisiologicamente quanto ao armazenamento como intermediarias,
tolerando baixos niveis de umidade, podendo ser mantidas refrigeradas a 8°C, e ainda manter
elevadas taxas de germinagdo (80%), mesmo apdés dois anos de armazenamento

(DONAZZOLO et al., 2015).

Tabela 5. Conteudo de agua e viabilidade de sementes de variedades de Feijoa sellowiana.

Conteudo de  Reacio positiva ao 2,3,5

Variedades agua da trifenil cloreto de
semente (%) tetrazolio (%)
Alcantara 12,25+ 1,75 99 +3
Helena 9,89 + 1,18 96 +3
Mattos 9,51 +1,44 98+3
Nonante 10,03 £ 1,53 99+3

Meédia dos dados + desvio padrao (n=4). Nao houve diferengas significativas com p < 0,05, de acordo com o
Teste F. Sementes coletadas em abril de 2020.

5.3 CURVA DE EMBEBICAO

A reidratagdo das sementes por meio de embebicdo ¢ fundamental para reativar os
eventos metabodlicos essenciais para o inicio da germinagdo (NONOGAKI; BASSEL;
BEWLEY, 2010). Em condig¢des ideais, a absor¢ao de dgua pelas sementes € trifasica, refletindo
diferentes processos fisicos e metabolicos que impulsionam o movimento da 4gua em cada fase
(BEWLEY et al., 2013). A germinacdo das sementes de F. sellowiana das variedades Helena
(Figura 3-A) e Nonante (Figura 3-B) foram bem ajustadas ao modelo trifasico, conforme
definido pelos pontos de inflexdo na curva de embebicao. “Helena” e “Nonante” iniciaram suas
germinagdes no 8° dia apos o inicio da embebicdo, encerraram no 12° e 14°, respectivamente,
quando 51% das sementes estavam germinadas. Na variedade Helena houve elevada absor¢ao
de 4gua nas primeiras 7 horas, com aumento de 0,081g (78,64%) da massa fresca, constituindo
a fase I. Apos, ocorreu um periodo de estabilizagdo do peso até as 192 horas. Esse intervalo de
laténcia caracteriza a fase II, sendo caracterizada por reducdo drastica na velocidade de
absor¢do, marcada pela reativacdo do metabolismo, com aumento da difusdo de solutos para
regides de marcante metabolismo, principalmente, na regiao do embrido (BEWLEY; BLACK,
1994; MARCOS-FILHO, 2005). Ainda, foi observado aumento gradual de 0,119g (115,53%)
da massa fresca das sementes na fase III, quando comparado a semente matura. Esse incremento

de massa no fim da fase II e inicio da fase III ¢ induzido pela expansdo das células vegetais,
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que ocorre a partir da absor¢ao de agua e alongamento da parede celular, culminando com a

protrusdo da radicula (BEWLEY et al., 2013).

Figura 3. Curva de embebigao de sementes de Feijoa sellowiana. (a) Curva de embebigao da
variedade Helena, linhas pontilhadas indicam o final de cada fase da embebig¢do. Primeira linha
pontilhada indica o fim da fase I (7 horas), segunda linha pontilhada indica o fim da fase II (192
horas) e o inicio da fase III da germinagdo. (b) Curva de embebicdo da variedade Nonante,
linhas pontilhadas indicam o final de cada fase da embebi¢ao. Primeira linha pontilhada indica
o fim da fase I (5 horas), segunda linha pontilhada indica o fim da fase II (187 horas) e o inicio
da fase III da germinagdo. O ajuste das equagoes foi significativo quando p <0,05, (n =4).
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Na fase I, a variedade Nonante absorveu agua rapidamente nas primeiras Sh e teve um
aumento de 60,15% da massa fresca, e passou por um periodo de laténcia (fase II) relativamente
curto de 187 horas, comparado a fase Il de Psidium cattleianum (aragd) apresentado por Dias
(2015), que durou cerca de 360 horas. A protrusao da radicula ocorreu no final da fase II (192h)
e a germinagdo completa marcada (51% de sementes) ocorreu por volta de 336 horas de
embebicdo (Figura 3-B), com um incremento de massa de 0,128g (100%).

A duragdo de cada uma dessas fases de embebicao depende de certas propriedades
inerentes da semente (e.g. conteido de substrato, permeabilidade do tegumento, tamanho da
semente) ¢ das condigdes prevalecentes durante a hidratagdo (e.g. temperatura, conteudo de
agua inicial, dgua e oxigénio disponivel) (BEWLEY et al., 2013). Isso justifica os resultados
obtidos por Miranda (2019), ao realizar a curva de embebicdo para as sementes da populacao
natural de F. sellowiana. Neste trabalho, houve uma elevada absor¢ao de 4gua nas primeiras 2
horas, constituindo a fase I, seguida de um periodo de estabilizacdo do peso até as 12 horas,
caracterizando a fase II. Por fim, a fase III foi finalizada com 528 horas (22° dia) quando ocorreu

51% da germinagao.

5.4 DINAMICA DE GERMINACAO DAS VARIEDADES DE Feijoa sellowiana

Quando observamos a dindmica de germinag¢do de sementes de goiabeira-serrana
(Figura 4), todas as variedades avaliadas apresentaram viabilidade de germinagdo acima de
97,7%, sendo consideradas com alta qualidade fisiologica. As variedades Alcantara, Helena e

Nonante apresentaram 100% de germinacao.

Quanto a dindmica de germinacao de sementes, as variedades apresentaram altos indices
(Tabela 6), sendo os maiores valores de indice de velocidade de germinagdo (IVG),
apresentados por Helena (1,43) e Nonante (1,36), seguidos de Mattos (1,19) e Alcantara (1,14).
De acordo com Marguire (1962) a analise do IVG tem como o principio de que quanto mais
rapido for o processo de germinagdo, maior serd a expressao de vigor das sementes. Esse alto
vigor e uniformidade pode ser um reflexo dos altos niveis de endogamia observados em plantas
manejadas, refletindo uma estreita base genética desses grupos (DONAZZOLLO et al., 2020).
Apesar do IVG ndo apresentar diferencas estatisticas significativas para as variedades, um fator
morfofisiologico deve ser levado em consideracao. O alto indice de velocidade de germinagao
apresentado por Helena (1,43) em contraste com Mattos (1,19), pode ser explicado pelo

tamanho de suas sementes. De acordo com Carvalho e Nakagawa (2000), sementes menores
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germinam mais rapidamente do que sementes maiores, devido a menor quantidade de agua

necessaria para a embebicao.

Figura 4. Dinamica de germinacdo das variedades Alcantara (preto), Helena (vermelho),
Mattos (verde) e Nonante (azul) de Feijoa sellowiana. Linha tracejada (preto) indicada a
porcentagem de germinagdo 100%. As linhas pontilhadas indicam quando cada uma da das
variedades completaram a porcentagem maxima de germinagao. Sementes foram coletadas em
abril de 2020. Média dos dados =+ Desvio padrdo (n=3).
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O tempo médio de germinacao (TMG) (Tabela 6) corrobora com os resultados de IVG,
atingindo valores de 11 dias para Helena, 12 para Nonante, seguidos de 13 dias para Mattos e
de 14 dias para Alcantara. Quanto menor o TMG, maior € o vigor associado as sementes.
Tabela 6. Porcentagem de germinacgdo, indice de velocidade de germinagdo (IVG) e tempo

médio de germinag¢do (TMG) das variedades Alcantara, Helena, Mattos e Nonante de Feijoa
sellowiana.

Variedades Ge“(‘},}o“)a‘f'a" IVG TMG (dias)
Alcantara 100+ 0 1,14 £ 0,07 14+1
Helena 100 £ 0 143 40,15 11+0,9
Mattos 97,7 3.8 1,19+0,18 13+1,6
Nonante 100+ 0 1,36 £ 0,10 12+ 1,1
CV (%) 0,64 10,61 9,64

Meédia dos dados + DP (n=3). CV=coeficiente de variancia. Nao houve diferencas significativas com p < 0,05, de
acordo com o Teste F. Sementes coletadas em abril de 2020.
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De acordo com Vieira e Carvalho (1994), quanto mais vigorosa ¢ a semente, mais rapida € sua
germinagdo. Esses resultados também divergem de Sarmento e colaboradores (2013), de que as
sementes de goiabeira-serrana possuem germinagao lenta e desuniforme, com um IVG de 0,42

e TMG de 22 dias.

Em um estudo recente Miranda (2019) apresentou porcentagens de germinacdo bem
diferentes para as variedades de F. sellowiana: Helena (86,7%), Alcantara (86,7%), Mattos
(66,7%) e Nonante (22,2%). O IVG também mudou de acordo com as variedades: Helena
(1,14), Alcantara (1,04), Mattos (0,46) e Nonante (0,22). Essas diferencas encontradas no poder
germinativo, na mesma espécie, podem ser justificadas pelos lotes de sementes serem de
procedéncias distintas (WIELEWICKI et al., 2006), alta diversidade genética para a espécie,
apresentando altos niveis de heterose (SANTOS et al., 2009; SANTOS; DUCROQUET;
NODARI, 2011), ou pelas variagdes climaticas as quais as arvores-matrizes sao submetidas em
seu processo de formagao (GOMES et al., 2016). Sendo essas variagdes registradas para outras
espécies de mirtaceas, Myrcianthes pungens (Guabijuzeiro) (FIOR et al., 2010), F. sellowiana
(goiabeira-serrana), Campomanesia xanthocarpa (guabiroba), Eugenia involucrata (cerejeira-

do-mato) e E. pyriformis (uvaia) (GOMES et al., 2016).

5.5 GERMINACAO DE SEMENTES DE Feijoa sellowiana COM INIBIDORES DE
BIOSSINTESE DE POLIAMINAS

Os primeiros estudos sobre o envolvimento dos PAs no desenvolvimento das plantas
focaram nas consequéncias fenotipicas (e.g. crescimento de raizes e morfologia de plantulas)
da suplementagdo de PAs exogenas e/ou de seus inibidores biossintéticos, fornecendo
evidéncias das funcdes das PAs nos processos de desenvolvimento e de divisdo celular
(TIBURCIO et al., 2014). No geral, o crescimento e o metabolismo mais vigorosos das plantas
estdo associados a maior biossintese de PAs (ZHAO et al., 2004) e, consequentemente, aos
maiores teores de PAs (CAI et al., 2006), tanto em condi¢des normais (KHAN et al., 2012)
quanto em condi¢des de estresse (TAKAHASHI et al., 2018). Outros estudos demostraram que
a aplicacdo de PAs exdgenas e suas concentragdes afetam positivamente a germinagdo € a
quebra de dorméncia das sementes (FAROOQ et al., 2011; SAVVIDES et al., 2016; HUANG
et al., 2017), melhorando a taxa de germinacao e a uniformidade, produzindo assim, mudas
mais vigorosas (MUSTAFAVI; SHEKARI; ABBASI, 2015). Khan e colaboradores (2012), por

exemplo, estudaram a aplicacdo de PAs em sementes de Capsicum annum (pimenta) sob
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condi¢des favordveis e notaram que a Put apresentou o melhor desempenho, promovendo

rapida germinagdo, uniformidade e proporcionando maior vigor as plantulas.

Diversos estudos com niveis endogenos de PAs durante a germinacdo de sementes
também apontam, em sua maioria, para um papel promotor das PAs sobre a germinagdo. Lando
e colaboradores (2020) associaram os valores elevados de razao de PAs com a estimulagdo da
germinagdo de sementes em 7. catharinensis, enquanto valores de razdo baixos foram
associados a inibi¢ao da germinagdo. Em um estudo recente, Liu e colaboradores (2016)
concluiram que a Spd e Put s3o fatores-chave para regular a germinagao de sementes de trigo
(Triticum aestivum) sob estresse hidrico e os efeitos de Spd e Put na germinagdo foram

relacionados aos hormoénios € metabolismo dos carboidratos.

Embora todos esses fatores mostrem que as PAs parecem ser capazes de melhorar o
processo de germinagdo, encontramos poucos relatos que discutam se sdo indispensaveis ou
ndo para esse processo ou se possuem efeitos diferentes entre si. Por isso, neste trabalho
buscamos trabalhar com a aplicacao de bloqueadores de sintese das PAs. A partir dos resultados
da dinamica de germinacdo foi selecionada a variedade Nonante, que apesar de ndo diferir
significativamente das demais variedades, apresentou alto poder germinativo (100%) e maior
disponibilidade de sementes, os resultados deste experimento foram sumarizados na Tabela 6.
Tabela 7. O efeito da aplicag@o dos inibidores de biossintese de poliaminas na porcentagem de

germinagdo, indice de velocidade de germinagdo (IVG) e tempo médio de germinacao (TMG)
em sementes de Feijoa sellowiana var. Nonante.

Tratamentos Germinacao (%) IVG TMG (dias)
Controle (H20) 100+£0a 1,89 +0,11a 14+0,80b
D-ARG (1mM) 100+0a 1,68 + 0,06 a 15+0,61 ab
DFMO (ImM) 100+£0a 1,83+0,11a 14+0,78b

D-ARG (ImM) +

DEMO (ImM) 52+732b 0,88+0,19b 16+1.32a
APCHA (1mM) 100+ 0 a 1,83 + 0,06 a 14+027b
4AMCHA (1mM) 100+ 0a 1,79 +£0,07 a 15+ 0,47 ab

CV (%) 3,24 6,62 5,36
Meédia dos dados + DP (n=4). Diferentes letras indicam diferenga significativa com p < 0,05, de acordo com o
Teste de Tukey.

A aplicacao dos inibidores de biossintese de poliaminas tiveram efeito significativo
na germinacao de sementes de F. sellowiana. As sementes embebidas em H>O iniciaram a
germinagdo 8 dias apos a embebicdo, estendendo-se até 19 dias, com 100% de germinagdo
(Figura 5). Sementes embebidas com DFMO, APCHA, 4MCHA e D-ARG (Tabela 7),
mantiveram alto IVG (acima de 1,68), obtendo 50% das sementes germinadas a partir do 14°

dia e completando 100% de germinagao a partir do 19° dia. O tratamento com D-ARG + DFMO
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apresentou uma dindmica de germinag@o mais lenta com o inicio da germinacao aos 9 dias apds
a embebicado, reduzindo o IVG (0,88) e aumentando o TMG para 16 dias, chegando ao final dos

30 dias com uma reducao de 48% da germinagdo em comparagdo ao tratamento controle.

Levando-se em conta que apenas o tratamento de D-ARG + DFMO causou uma queda
no desempenho da germinag¢do das sementes, podemos associar que, dentre todas as PAs
analisadas, a Put ¢ a mais importante no processo de germinacao. Em teoria, esse seria o nico
tratamento (D-ARG + DFMO) no qual a biossintese de Put foi reduzida, ao passo que a Spd e
a Spm teriam suas taxas de biossintese reduzidas também nos tratamentos com outros

inibidores.

Wuddineh e colaboradores (2018) descreveram a existéncia de duas vias para a
biossintese de Put em plantas, sendo uma delas inibida pela aplicagio de DFMO

(YAMAMOTO et al., 2016) e outra pela aplicacdo de D-ARG (LIU et al., 2006).

Figura 5. Dinadmica de germinacdo de Feijoa sellowiana var. Nonante nos diferentes
tratamentos: Controle (H20); N-(3-aminopropil) ciclohexilamina (APCHA); Trans-4-
metilciclohexilamina (4MCHA); D-arginina (D-ARG), Difluorometilornitina (DFMO), D-
ARG + DFMO.
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No nosso estudo, ndo foi observada inibi¢do da germinacdo com aplicagdo isolada desses
inibidores, sugerindo que as duas vias podem atuar durante a germinagdo de sementes em F.
sellowiana. Malmberg e colaboradores (1998) sugeriram que a rota mediada por ODC para a
Put ¢ particularmente importante no fornecimento de PAs para divisdao, diferenciacdo e
desenvolvimento celular sob condi¢gdes normais, ao passo que a Put sintetizada pela via ADC ¢
considerada necessdria para a expansao celular em respostas ao estresse ambiental (VUOSKU
et al., 2006; BRAUC et al., 2012). Nossos resultados apontam em outra direcdo, uma vez que
a germinagao foi inibida apenas com a aplicagdo combinada de D-ARG + DFMO. Isso indica
que as duas vias de producdo funcionam de maneira redundante, sendo capazes de suprir a

producdo de PAs para a germinagdo mesmo quando uma delas ndo esta funcionando.

A dependéncia das vias na biossintese de PAs podem ser diferentes entre as espécies
vegetais, como o caso de Arabidopsis thaliana e outras espécies da familia Brassicaceae, nas
quais a via ODC nao ¢ essencial para o crescimento, podendo ser esse fator responsavel pela
variacao na resposta da aplicac¢do individual desses inibidores (HANFREY et al., 2010). Além
disso, as respostas aos inibidores podem ser diferentes de acordo com os tecidos/0rgaos das

plantas (LIU et al., 2015).

No entanto, Huang e Villanueva (1992) ao estudarem o efeito dos inibidores
diciclohexilamina, L-C-alilglicina, 1,4-diamino-butanona, cicloheximida, ciclohexilamina
(CHA) e MGBG, em sementes de Picea abies (espruce-da-noruega), demonstraram que a
germinagdo dessas sementes pode ser desacelerada quando a produ¢do de Spd e Spm foram
simultaneamente inibidas. Em sementes de Pisum sativum (ervilha), quando apenas uma das
duas PAs foi inibida (ou seja, tratamentos com L-C-alilglicina e CHA), a germinagdo nado foi
afetada. Os mesmos autores relatam ainda que, quando foram aplicados os inibidores
cicloheximida, indol-3-carboxaldeido, 1,4-diaminobutanona, diciclohexilamina ¢ MGBG,
observaram que a inibi¢do simultanea da biossintese de Spd e Spm também atrasava ou inibia

a germinacgdo (VILLANUEVA; HUANG, 1993).

Em sementes de F. sellowiana os tratamentos com 4MCHA (inibe Spd e Spm) e
APCHA (inibe da Spm) ndo retardaram, inibiram ou aceleraram a germinagdo, demonstrando
que a inibi¢do de apenas Spm ou a inibi¢do simultdnea de Spd e Spm ndo afeta o processo
germinativo, sugerindo que essas poliaminas nao sao essenciais na germinacao desta espécie.
Corroborando esses resultados, Gallardo e colaboradores (1994) ao estudarem o efeito da
aplicagdo de CHA, observaram que houve acelera¢do na germinagdo em sementes de grao-de-

bico (Cicer arietinum), e esse estimulo do crescimento do eixo embrionario foi correlacionada
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ao aumento nos niveis endogenos de Put e a reducdo de Spd e Spm. Em contrapartida, em um
estudo mais recente, Huang e colaboradores (2017) investigaram os efeitos da aplicagdo de Spd
exodgena e seu inibidor CHA em sementes de milho doce (Zea mays) e observaram incremento
na porcentagem de germinagdo e vigor das sementes, enquanto a aplicacao de CHA inibiu a
germinagdo. Em suma, os autores concluiram que a germinagdo ¢ estimulada pela Spd e pode
estar intimamente relacionado com o metabolismo de hormonios incluindo GA, ABA e etileno.
Para o nosso trabalho, parece haver papel mais proeminente da Put no processo de germinagao

de F. Sellowiana.

5.6 CONTEUDO DE POLIAMINAS ENDOGENAS EM SEMENTES DE Feijoa sellowiana
TRATADAS COM INIBIDORES DE BIOSSINTESE DE POLIAMINAS

Nas plantas, a primeira poliamina sintetizada ¢ a Put, podendo surgir a partir da ornitina,
via ODC, ou da arginina, via ADC (MALMBERG et al. 1998; BITRIAN et al., 2012). Na
Figura 6 ¢ possivel observar o conteudo endogeno de Put, Spd e Spm para sementes de F.
sellowiana tratadas com os diferentes inibidores de biossintese de PAs. Em questdo da
propor¢ao dos niveis de PAs livres em sementes embebidas com H>O e inibidores, as sementes
apresentaram contetdos mais altos de Spd variando de (0,17 — 1,83 pumol.g' MS), em
comparagio a Put (0,08 — 0,10 pmol.g! MS) e Spm (0,05 — 0,08 pmol.g”! MS), proporcdes
semelhantes foram observadas em F. sellowiana (MIRANDA, 2019), A. thaliana (PUGA-
HERMIDA et al., 2006), Cedrela fissilis (ARAGAO et al., 2015) e T. catharinensis (LANDO
etal., 2019).

Neste trabalho, ndo foram avaliados os conteudos de PAs na semente matura, mas em
um trabalho recente, Miranda (2019) avaliou o conteido de PAs em sementes maturas de F.
sellowiana e os niveis de Spd (0,19 umol.g™! MF) e Put (0,16 umol.g"! MF) eram mais elevados
em comparacio a Spd (0,04 pmol.g! MF), fato também observado para as sementes embebidas
com H>O, sendo essas concentracdes bem mais baixas do que as observadas nesse estudo para

a mesma espécie.

O tratamento com APCHA (inibe a Spm) apresentou a diferenca mais pronunciada na
concentragdo de PAs livres (Figura 6) do que quando comparado aos demais tratamentos. O
conteudo de Spd (Figura 6-B) aumentou cerca de aproximadamente 8 vezes no tratamento com
APCHA (1,83 umol.g! MS) em relagio ao controle (0,23 umol.g™! MS). Esse aumento pode
ser explicado pela inibi¢do da enzima espermina sintase, o que pode ter causado um actimulo

de substrato. Mesmo com niveis muito elevados de Spm (Figura 6-C), a germinac¢do das
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sementes parece nao ter sido afetada. Pequenos aumentos no nivel de Spm foram observados
nos tratamentos com 4MCHA (0,08 pmol.g! MS) e D-ARG + DFMO (0,07 pmol. g'' MS),
mas os resultados nao foram significativamente diferentes. Os conteudos de PAs totais livres
(Figura 6-D) foram maiores em sementes embebidas com APCHA (1,98 umol. g MS) do que
os demais tratamentos, por conta do acimulo de Spd ja relatado. A razdo de PAs [Put/ (Spd +
Spm)] (Figura 6-E) foi maior em sementes embebidas com DFMO e menor no tratamento com
APCHA, provavelmente por conta do acimulo de Spm.

Figura 6. Conteudo de poliaminas enddgenas em sementes de Feijoa sellowiana var. Nonante
no tratamento controle e com inibidores de biossintese de poliaminas. (A) Putrescina livre

(umol.g'! MS), (B) Espermidina livre (umol.g™' MS), (C) Espermina livre (umol.g' MS), (D)
Poliaminas totais livres (umol.g"! MS), (E) Razdo de poliaminas [PUT(SPD+SPM)'] (MS).
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M¢édia dos dados + Desvio padrao (n=3). Diferentes letras indicam diferencga significativa com p < 0,05, de acordo
com o Teste de Tukey. Sementes coletadas ao sexto dia (inicio da Fase II da germinagdo). (A e C) Ndo houve
diferencas significativas com p < 0,05, de acordo com o Teste F.

Os niveis de PAs endogenos estimulam a sintese e/ou ativacdo de hormonios, sintese de
proteinas, divisdo celular e a replicagdo do DNA (HANDA; MATTOO, 2010; MUSTAFAVI
et al., 2018). As mudancgas da propor¢ao das PAs individuais sugerem que estas moléculas sao
importantes marcadores das fases da germinacdo das sementes (PIERUZZI et al., 2011;
ARAGAO et al, 2015; LANDO et al., 2019), participando ativamente na regula¢io da
dorméncia e na germinagio de sementes (KRASUSKA et al., 2014; ARAGAO et al., 2015).
Em Arabidopsis, Takahashi e Kakehi (2010) ao estudaram as fungdes individuais de cada PA,
concluiram que a Spd ¢ a poliamina mais importante para o crescimento das plantas; pois serve
de substrato para a sintese do aminodcido hipusina, essencial para a divisdo celular. Outras
fungdes para as PAs foram descritas por Astarita e colaboradores (2003) ao estudarem a
embriogénese zigbtica de Araucaria angustifolia, sugerindo que elevados teores de Put no
inicio da embriogénese estaria envolvido com a alta taxa de divisdo celular, enquanto a Spm e
Spd parecem estar envolvidas no alongamento celular, por serem mais abundantes nas fases

finais do desenvolvimento do embrido.

Além disso, o metabolismo das PAs faz parte de uma rede de vias interdependentes que
sdo centrais ao metabolismo do nitrogénio (WUDDINEH; MINOCHA; MINOCHA, 2018),
sendo interconectadas com outras vias metabdlicas, como a biossintese de aminoacidos (e.g.
glutamato, ornitina, arginina, prolina, citrulina e metionina) (MAJUMDAR et al., 2016).
Durante o metabolismo de PAs, Put ¢ sintetizada a partir dos aminoécidos arginina e ornitina
pela acdo das enzimas ADC e ODC (ARAGAO et al., 2015). Niveis mais baixos desses
aminoacidos foram observados nas sementes de Cedrela legalis, sugerindo que estes
aminoacidos foram utilizados para sintese de Put, que apareceu em niveis mais elevados
(SOUSA et al., 2016). A interconexao entre as PAs e os aminoacidos foram descritas para as
espécies Cedrela fissilis, Ocotea catharinensis € Ocotea odorifera, os autores observaram que
os niveis endogenos de aminodcidos e PAs sofrem variagdes ao longo do processo de
desenvolvimento embrionério e germinativo (SANTA-CATARINA et al., 2006; DIAS et al.,
2009; PIERUZZI et al., 2009; ARAGAO et al., 2015). Aragdo e colaboradores (2015)
relataram que houve reducao dos niveis enddgenos de arginina e ornitina durante todo o evento
germinativo de Cedrela fissilis, indicando conversdo desses aminodcidos através das vias ADC

e ODC na sintese de PAs.
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Nossos resultados, demostram que o tratamento com D-ARG + DFMO nio afetou os
niveis endogenos de PAs. Apesar dos aminoacidos ndo terem sido quantificados neste trabalho,
a a¢do combinada desses inibidores pode ter afetado o metabolismo de arginina e ornitina em
sementes de F. Sellowiana. Tanto a D-ARG quanto a DFMO sdo aminoacidos modificados,
inibindo suas respectivas enzimas a partir de competicdo com o substrato. Embora ndo
tenhamos encontrado dados na literatura, ¢ possivel que esses compostos estejam inibindo
outras enzimas que dependam da arginina e da ornitina e assim prejudicando o metabolismo
das sementes. Embora possiveis, acreditamos que teriamos visto pelo menos algum efeito
colateral quando aplicamos os inibidores separadamente. O fato de termos detectado algum
efeito apenas quando estes foram aplicados simultaneamente, sugere-se que had alguma
interferéncia no metabolismo das PAs. Os aminoécidos arginina e ornitina sdo os precursores
de ampla gama de compostos nitrogenados em todos os organismos vivos (URBANO-GAMEZ
et al., 2020). A arginina estocada, ¢ transformada em ornitina através de uma reagdo enzimatica
que libera ureia como produto. A ureia € entdo capturada e metabolizada pela enzima urease
que a hidrolisa liberando NH3 (DIXON et al., 1980). A amoénia liberada pode ser assimilada
para a producdo de outros aminoacidos (POLACCO et al., 2013). Em sementes de algumas
espécies vegetais, a quantidade de nitrogénio alocada em arginina pode corresponder a 40-50%
do nitrogénio em proteinas (VANETTEN et al., 1963). Essas reservas sdo uma importante fonte
de nitrogénio para o embrido durante a germinacdo (WITTE, 2011). A importancia desses
aminoacidos foi registrada em embrides de maga (Malus domestica), no qual houve incremento
da taxa de germinagdo com a suplementagdo de arginina e ornitina, sendo essa aplicacao
relacionada ao aumento na biossintese de Put nessa espécie (KRASUSKA et al., 2017). Assim,
embora arginina e ornitina sejam aminodacidos importantes no metabolismo vegetal,
acreditamos que uma parte importante de seus efeitos possa estar relacionada ao metabolismo

das PAs.

6 CONCLUSAO

A caracterizagdo das variedades desse estudo evidéncia elevada variacao fenotipica em
Feijoa sellowiana, sugerindo alto potencial genético para a conserva¢ao do germoplasma e na
coleta de sementes, quando em processo de conservacdo da biodiversidade das formagdes

ecossistémicas de ocorréncia natural. Em questoes fisioldgicas, Alcantara, Helena, Mattos e
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Nonante apresentam sementes com qualidade fisioldgica e poder germinativo elevados, acima

de 97,7%.

Com relagao as avaliagdes fisioldgicas e bioquimicas realizadas, foi possivel concluir
que acdo combinada dos inibidores de biossintese D-ARG + DFMO reduziu expressivamente
a germinagdo das sementes, sugerindo que, dentre todas as PAs analisadas, a Put seja mais

importante no processo de germinacao e suas duas vias de biossintese sao redundantes.

Ao analisar o perfil de PAs enddgenas notou-se os niveis de PAs livres em sementes
embebidas com H>O e inibidores, apresentaram conteidos mais altos de Spd, em comparagao
a Put e Spm. O tratamento com APCHA apresentou a diferenga mais pronunciada na
concentragdo de PAs livres, do que os demais tratamentos. O conteudo de Spd aumentou cerca
de aproximadamente 8 vezes no tratamento com APCHA, sendo esse aumentando ocasionado
pela inibi¢do da enzima espermina sintase, causando um acimulo de substrato. Salienta-se que
as quantidades endogenas de PAs ndo foram afetadas pela aplicagdo dos inibidores, no entanto,

futuros trabalhos necessitam ser realizados para que estas lacunas sejam elucidadas.

7 PERSPECTIVAS E CONSIDERACOES FINAIS

Como a agdo combinada dos inibidores de biossintese de PAs parece nao ter afetado os
niveis endogenos de PAs, foram levantadas duas possibilidades. Os efeitos observados na
germinagdo ocorrem devido a alteracdo de outras vias metabdlicas. Outra, a quantificacdo das
PAs tenha sido feita antes que as vias biossintéticas fossem ativadas ao longo do processo de
germinagdo. Pretendemos refazer alguns experimentos, testando novas concentragdes dos
inibidores e quantificando as PAs enddgenas no final da fase 2 da germinag@o e no inicio da

fase 3.

A quantificacdo hormonal de ABA/GA e, especialmente, a quantificagdo de
aminoacidos poderiam auxiliar fortemente na compreensao do metabolismo germinativo nesta
espécie. Com esses experimentos, buscariamos esclarecer a relagdo das PAs na interagdo com
a sintese de aminodcidos e na ativacdo/bloqueio da sintese de hormonios em sementes tratadas
com os inibidores de biossintese de PAs. Além disso, sugere-se novos experimentos
combinando a aplicacdao dos inibidores com a suplementacdo de PAs exogenas em diferentes
concentragdes, a fim de inferir se a adicdo de PAs exdgenos pode reverter os efeitos dos

inibidores.
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Os resultados deste trabalho evidenciam a importancia das PAs na germinagdo de
sementes de F. sellowiana e no envolvimento com outras vias metabolicas. S3o necessarios
novos estudos envolvendo os processos fisiologicos na germinagdo e assim, elucidar os
mecanismos envolvidos na etapa de germinagdo desta, permitindo desenvolver tecnologias que

melhorem a qualidade das sementes e, consequentemente, sua produgao.
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9 APENDICE

APENDICE 1 - TESTE PREVIO DE GERMINACAO COM INIBIDORES DE
BIOSSINTESE DE POLIAMINAS

Figura 7. Dinamica de germinacdo de Feijoa sellowiana var. Nonante nos diferentes
tratamentos: Controle (H20); N-(3-aminopropil) ciclohexilamina (APCHA); Trans-4-
metilciclohexilamina (4MCHA); D-arginina (D-ARG), Difluorometilornitina (DFMO), D-
ARG + DFMO.
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