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RESUMO

As sementes maduras de A. angustifolia perdem rapidamente sua
qualidade apo6s a colheita. Conhecer os fatores ligados a esse processo é
necessario para promover a disponibilidade de sementes com qualidade
por periodo prolongado apds a safra anual e facilitar as acfes de
restauracdo de areas e a conservagdo da espécie. Desta forma, este
estudo foi desenvolvido buscando analisar as alteracfes fisioldgicas
associadas a perda da viabilidade e do vigor das sementes de A.
angustifolia e relaciona-las as alteragdes bioquimicas durante o
armazenamento. As sementes foram coletadas no municipio Painel (SC)
e submetidas as condigdes de armazenamento em ambiente sem controle
térmico, refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C), por 180 dias, sendo
avaliadas quanto a viabilidade, vigor, teor dos principais metabdlitos de
reserva do megagametdfito e metabodlitos dos embrides, as mudangas no
perfil protéico, atividade enzimatica e integridade do DNA. A
germinacdo das sementes apds a colheita foi de 90% e manteve-se em
64% na condicdo de refrigerador por 180 dias, mas ocorreu perda total
de viabilidade das sementes armazenadas nas demais condicfes. Apesar
da perda total de viabilidade e elevada taxa de condutividade elétrica, as
sementes armazenadas em freezer ndo manifestaram grandes alteracfes
bioguimicas em relagdo ao teor de proteinas no embrido, teor de
carboidratos sollveis e amido no megagametofito, atividade da enzima
superoxido dismutase e peroxidacdo lipidica. Associando-se as
alteragdes fisiologicas e bioquimicas, constatou-se que, em fungdo da
elevada viabilidade das sementes, estabilidade no perfil protéico, poucas
alteragdes nos metabolitos presentes no megagametofito e embrido,
atividade da SOD e peroxidacdo lipidica, 0o armazenamento das
sementes de A. angustifolia em refrigerador é uma alternativa viavel
pelo periodo de 180 dias.

Palavras-chave: Vigor, Peroxidacdo de lipidios, Catalase, Superoxido
dismutase, Espectroscopia vibracional de infravermelho.






ABSTRACT

A. angustifolia mature seeds quickly lose their quality after harvest.
Knowing the factors associated to this process is necessary to promote
the availability of quality seeds for a prolonged period after annual
harvest and facilitate actions of restoration areas and species
conservation. Therefore, this study was developed to analyze the
physiological alterations associated with loss of viability and vigor of
seeds and relate to biochemical alterations during storage. The seeds
were collected at Painel county (SC) and subject to storage in ambient
without thermal control, refrigerator (5 °C) and freezer (-18 °C) for 180
days, and evaluated as to viability, vigor, content of the main reserve
metabolites of megagametophyte and embryos metabolites, changes in
protein profile, enzymatic activity and DNA integrity. Seeds
germination after harvested was 90% and remained at 64% in
refrigerator condition by 180 days, but there was total loss of viability at
other storage conditions. Despite the total loss of viability and high rate
of electrical conductivity, the seeds stored in the freezer did not show
major biochemical changes in relation to protein in the embryo, content
of soluble carbohydrates and starch in megagametophyte, superoxide
dismutase activity and lipid peroxidation. Associating physiological and
biochemical alterations, due to elevated seed viability, stability in the
protein profile, few changes in the embryo and megagametophyte
metabolites, SOD activity and lipid peroxidation, the storage of A.
angustifolia seeds at refrigerator is a viable alternative for 180 days.

Keywords: Vigor, Lipid peroxidation, Catalase, Superoxide dismutase,
Infrared vibrational spectroscopy.
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INTRODUCAO

A Araucaria angustifolia ja foi um dos mais importantes produtos
da exportacédo brasileira, especialmente em funcdo da elevada qualidade
da sua madeira. As areas remanescentes da espécie somam, atualmente,
cerca de 2% da area original (GUERRA et al., 2003) distribuidas em
ambientes altamente fragmentados, em fungdo da exploracdo
desenfreada da espécie associada a falta de programas de conservacao.
Por isso, a araucaria consta na lista de espécies ameacadas da Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais
(IUCN) como criticamente ameacada (FARJON, 2006) e na Lista
Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo
(BRASIL, 2008).

A necessidade de conservagdo da biodiversidade e de recuperacéo
de ecossistemas florestais que sofreram degradacéo, especialmente em
areas de preservacao permanente e reservas legais é assegurada pela Lei
4.771/65 (BRASIL, 1965). Entretanto, a pouca oferta de sementes e
mudas de espécies arboéreas nativas constitui uma dificuldade ao
incremento das acdes de restauracdo (HIRANO, 2004). A semente é a
principal forma de propagacdo da araucaria (RAMOS; CARNEIRO,
1988), mas a sua rapida perda de viabilidade apds a colheita constitui
um problema a recomposicao de areas com a espécie. A caracteristica
recalcitrante das sementes de araucaria (TOMPSETT, 1984; EIRA et al.,
1994) e o fato de a espécie apresentar alternéncia de ciclos de producéo,
com safras de baixa produtividade (FOWLER et al., 1998), dificultam o
estabelecimento de um fluxo uniforme de produgdo de sementes e de
mudas ao longo dos anos. Portanto, torna-se necessario 0
desenvolvimento de tecnologias que permitam armazena-las por um
periodo superior.

Os procedimentos de armazenamento, especialmente as
condicBes de umidade e temperatura (DAVIDE; SILVA, 2008), atuam
diretamente sobre a longevidade das sementes e, portanto, devem ser
conduzidos visando a reducéo de sua atividade metabélica. Entretanto, a
conservagdo das sementes recalcitrantes por periodos prolongados pode
ndo ser alcancada com processos similares aos utilizados para as
ortodoxas, como através da secagem (BARBEDO; MARCOS FILHO,
1998). Informacdes sobre aspectos da fisiologia e bioquimica das
sementes de espécies nativas das florestas tropicais sdo importantes para
auxiliar a producdo de mudas de alta qualidade para a recuperacdo das
areas degradadas (BUCKERIDGE et al.,, 2004), promovendo o
restabelecimento da diversidade genética.
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Diversas sdo os mecanismos envolvidos na perda da qualidade
das sementes em geral. As alteracBes citadas com maior freqliéncia na
literatura envolvem o esgotamento das reservas alimentares, mudangas
na composicdo quimica como a quebra parcial das proteinas e a
peroxidacdo dos lipidios, reducdo da integridade, aumento da
permeabilidade e desorganizacdo das membranas celulares, alteragdes
enzimaticas e nos &cidos nucléicos (VILLELA; PERES, 2004). A
sequéncia de eventos que ocorrem durante a perda da qualidade das
sementes de araucéria ainda nao esta elucidada e poucos sdo os estudos
associando as manifestacfes fisioldgicas as alteracdes ao nivel de
metabolismo das sementes durante o envelhecimento natural no
armazenamento.

A caracterizacdo dos eventos bioquimicos e fisioldgicos
envolvidos na intolerancia das sementes de araucéria ao armazenamento
pode gerar informagdes importantes para o desenvolvimento de um
método eficiente para 0 armazenamento das sementes apos a colheita,
gue permita o prolongamento da sua qualidade, aumentando a
disponibilidade de sementes, facilitando a producdo de mudas e, em
consequéncia, servindo como subsidios essenciais ao uso e a
conservacgdo da espécie.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi identificar e monitorar as alteragdes
fisiolégicas e bioguimicas envolvidas na deterioracdo ao longo do
processo de envelhecimento natural das sementes de Araucaria
angustifolia armazenadas sob diferentes condi¢des controladas, visando
indicar formas para a melhor conservacéo da semente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a viabilidade e vigor das sementes de araucaria
submetidas ao armazenamento em ambiente sem controle térmico,
refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C);

b) Determinar as alterag8es no teor de carboidratos sollveis totais
e amido do megagametdfito de sementes de araucaria durante o
armazenamento, e sua relacdo com a perda de viabilidade da semente;

c) Analisar o perfil metabolico, através da espectroscopia
vibracional de infravermelho com transformada de Fourier, associado ao
teor de proteina dos embrides nos diferentes tempos e condigdes de
armazenamento das sementes de araucéria;

d) Analisar as possiveis alteragdes no perfil de proteinas, na
atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo celular,
peroxidacéo lipidica e na integridade do DNA nos embrides zig6ticos de
araucaria, e relaciona-las a perda da qualidade fisiologica das sementes
durante o armazenamento.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 A ESPECIE Araucaria angustifolia

A Araucaria angustifolia, também conhecida como araucéria,
pinho, pinheiro, pinheiro brasileiro, pinheiro do Parana, pinheiro das
missdes e pelos nomes indigenas de Curri ou Curi e Curilva
(FERREIRA, 2008), pertence a familia Araucariaceae e € a Unica
espécie do género nativa do Brasil. Integrando o bioma da Mata
Atlantica, a araucaria é o principal componente da Floresta Ombroéfila
Mista, popularmente conhecida como Floresta de Araucéria, na qual
ocorre com exclusividade e cujo nome evidencia sua importancia
regional.

A espécie é didica, raras vezes monoica (REITZ; KLEIN, 1966),
originalmente distribuida pelos estados brasileiros do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, chegando até o sul de Minas
Gerais e Rio de Janeiro, além do leste da Provincia de Misiones, na
Argentina e leste do Paraguai (CARVALHO, 1994).

A araucaria apresenta usos diversificados, destacando-se a
utilizacdo de sua madeira para construcGes, serrarias e producdo de
celulose e papel, além do uso ornamental da &rvore, e consumo das suas
sementes (pinhdes), muito apreciadas pela fauna e na culinéria regional
(LORENZI, 2002; CARVALHO, 2003; MATTOS, 2011). Os galhos,
refugos e o n6 de pinho servem para lenha e combustivel de caldeiras
(GUERRA et al., 2003). Sua resina é utilizada na fabricacdo de vernizes,
terebentina, acetona, acido pirolenhoso e outros produtos quimicos
(CARVALHO, 1994).

Em funcéo do elevado valor econémico, madeireiro, alimentar e
resinifero da araucaria, suas populagdes naturais tém enfrentado uma
progressiva extincdo (EIRA et al., 1994). A madeira serrada e laminada
da araucéria foi um dos produtos mais importantes na exportacao
brasileira durante anos (STEINER, 2005). A intensa explora¢do da
espécie ao longo do século passado associada a escassez de programas
de conservacdo ocasionaram a redugdo de mais de 97% da cobertura
original em trés geracGes da &rvore, fato que determinou a inclusdo de
araucaria na lista de espécies ameacadas da Unido Internacional para a
Conservagdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) como
criticamente ameacada (FARJON, 2006). A espécie consta também na
Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo
(BRASIL, 2008).
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A Floresta de Araucaria, como um todo, apresenta-se em
condicdes de vulnerabilidade (GUERRA et al., 2003), e a fragmentacao
da paisagem dificulta o fluxo génico entre as populacdes remanescentes,
ocasionando a erosao genética e a perda da capacidade adaptativa frente
as mudancas do ambiente (STEINER, 2009). As restritas acOes de
recuperacdo sdo realizadas, muitas vezes, sem critérios técnico-
cientificos, utilizando sementes oriundas de populacdes distintas das
locais, sem cuidados de selecdo de procedéncias que melhor se adaptem
a determinado local (GUERRA, et al., 2003; HIRANO, 2004). Além
disso, a regeneracdo natural da araucaria é dificultada pela predacéo de
suas sementes (LORENZI, 2002), que ocorre antes (0,7% de sementes
predadas, segundo Mantovani et al., 2004) e ap6s sua dispersdo natural
(20,8%, segundo Sol6rzano Filho, 2001).

1.2 ASPECTO RECALCITRANTE DAS SEMENTES

A capacidade de uma semente em reter seu potencial germinativo
¢ denominada “viabilidade”, e o tempo durante o qual a semente ¢ capaz
de conserva-la é a sua “longevidade” (CARDOSO, 2004). O periodo de
sobrevivéncia ou longevidade das sementes ¢ muito varidvel entre as
espécies e também pode variar dentro de uma mesma espécie, devido a
diferencas no gendtipo e procedéncia, além de ser dependente das
condicdes de armazenamento (HONG; ELLIS, 1996).

A longevidade de uma semente apds a sua dispersao é definida,
em geral, durante o seu desenvolvimento (CARDOSO, 2004). Ao final
da fase de maturacdo, algumas sementes sofrem rapida reducdo no teor
de agua, ndo germinando devido a indisponibilidade de agua
(quiescéncia); em outras, o teor de agua permanece elevado e, uma vez
gue as sementes nesta fase ja estdo completamente formadas, inicia-se o
processo germinativo, o que, algumas vezes, ocorre ainda na planta-mae
(viviparidade) (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998). Assim, apesar do
comportamento das sementes durante o armazenamento ainda requerer
muitos estudos para que haja a correta conservacdo da biodiversidade
(CARVALHO et al., 2006), em geral, as sementes sdo classificadas em
ortodoxas, recalcitrantes e intermediarias quanto ao comportamento em
relacdo ao armazenamento.

As sementes de espécies com comportamento ortodoxo em
relacdo ao armazenamento sdo aquelas que toleram a secagem (3 a 5%
de umidade) e o0 armazenamento a baixas temperaturas (-20%), sem que
ocorram danos ao seu metabolismo (DAVIDE; SILVA, 2008). Assim,
podem ser conservadas durante o armazenamento por longos periodos
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(MARCOS FILHO, 2005) e mantidas em condi¢cbes ex situ a longo
prazo em ambiente adequado (HONG; ELLIS, 1996). As sementes
ortodoxas, provavelmente, ndo s6 toleram a dessecacdo, mas dependem
dela para redirecionar os processos metabélicos do desenvolvimento em
direcdo a germinagdo (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998).

Ja as sementes recalcitrantes como Araucaria angustifolia, Hevea
brasiliensis e Inga vera, ndo sobrevivem com baixos niveis de umidade,
0 que impede o0 seu armazenamento por longo prazo (ROBERTS, 1973;
MARCOS FILHO, 2005). Em funcdo da auséncia da fase de
dessecacdo, 0 metabolismo do desenvolvimento em sementes
recalcitrantes passa diretamente ao metabolismo de germinagdo, que
continua durante o armazenamento (MARCOS FILHO, 2005). O grau
de umidade destas sementes normalmente se mantém entre 30% e 70%,
sendo que 0 minimo teor de agua tolerado, em geral, varia entre 20% e
35% (MARCOS FILHO, 2005) além de nao tolerarem o armazenamento
a baixas temperaturas (DAVIDE; SILVA, 2008). As plantas que
produzem sementes recalcitrantes geralmente ocorrem em habitats que
permitem rapido estabelecimento de plantulas (MARCOS FILHO,
2005). Assim, as caracteristicas das sementes recalcitrantes podem ser
consideradas vantajosas a espécie do ponto de vista de estabelecimento
de plantas sob condicBes naturais (BERJAK et al., 1989). Mas a
manutencao da viabilidade de sementes de espécies com comportamento
recalcitrante é problematica (HONG E ELLIS, 1996), e elas ndo podem
ser conservadas sob as técnicas convencionais de armazenamento
(CUNHA etal., 1992).

Alguns pesquisadores alertam para a necessidade de manutengéo
de estoques de sementes para a formacdo de mudas e composicdo dos
Bancos de Germoplasma (MARCOS FILHO, 2005). Mas o
armazenamento de sementes recalcitrantes a longo prazo é dificultado,
especialmente quando se deseja armazend-las em Bancos de
Germoplasma, em que normalmente se reduz o grau de umidade a niveis
entre 3 e 7% (EIRA et al., 1994). Apesar das dificuldades encontradas, a
pesquisa de métodos que preservem a qualidade pds-colheita de
materiais seminiferos tem recebido pouca atencdo (CACOLA et al.,
2006).

Como nem todas as espécies se enquadram nos padrdes descritos,
verifica-se a existéncia de comportamentos intermediarios ao ortodoxo e
ao recalcitrante em relacdo ao armazenamento (ELLIS et al., 1990),
levando-se em conta a sensibilidade ao dessecamento, a resposta a
armazenagem Umida e a tolerancia ao resfriamento (CARDOSO, 2004).
As diferencas observadas no comportamento das sementes séo resultado
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do processo de selecdo natural, em concordancia com as condicGes
ambientais em que a espécie se desenvolveu (BARBEDO; MARCOS
FILHO, 1998).

As sementes de araucéria sdo classificadas como recalcitrantes
(TOMPSETT, 1984; FARRANT et al., 1989; RAMOS; SOUZA, 1991;
EIRA et al., 1994; ESPINDOLA et al., 1994), pois perdem rapidamente
0 seu potencial fisiologico ap6s a colheita. Eira et al. (1994) observaram
que dois lotes de sementes de araucéria, ambos com 44% de umidade,
apresentaram diferentes taxas germinativas, de 90% e 42%,
caracteristica tipicamente associada as sementes recalcitrantes.
Adicionalmente, os mesmos autores constataram que houve perda total
de viabilidade quando as sementes atingiram umidade em torno de 38%,
sendo este nivel considerado letal para as sementes. Em trabalho
semelhante, Tompsett (1984) relatou que o nivel critico de umidade para
a araucéria era de 37%, sendo que, abaixo de 25% de umidade houve
perda total da viabilidade das sementes.

Estes fatos demonstram que a caracteristica recalcitrante das
sementes de araucdria esta associada a rapida perda de qualidade
fisiolégica a medida que h& reducdo no seu grau de umidade,
dificultando as agdes de conservacao. Assim, Bianchetti e Ramos (1981)
indicam que, sempre que possivel, a semeadura deve ser realizada
imediatamente apds a colheita.

1.3 QUALIDADE FISIOLOGICA NO ARMAZENAMENTO

A qualidade maxima da semente estd associada ao maximo
acumulo de peso seco em funcdo da alocagdo de substancias aos tecidos
de reserva, atingido ao final da fase de maturacdo das sementes. Apos
este periodo, as sementes recalcitrantes ja4 estdo completamente
formadas e prontas para a dispersdo, pois sdo independentes da secagem
para adquirir a capacidade germinativa (BARBEDO; MARCOS FILHO,
1998). A partir deste ponto, o potencial de desempenho apresentado pela
semente comeca a ser revertido em funcdo do metabolismo
degenerativo, cuja conseqliéncia final e mais dréstica é a perda da
viabilidade (MARCOS FILHO, 2005). A deterioracdo das sementes,
também conhecida por envelhecimento, é caracterizada pela perda da
qualidade da semente em funcdo do tempo (COOLBEAR, 1995).
Durante este processo, diversas alteragdes fisiol6gicas, bioguimicas,
fisicas e citologicas comecam a ser observadas, provocando a inativacao
progressiva do metabolismo, determinando a queda da qualidade e
culminando com a morte da semente (VILLELA; PERES, 2004;
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MARCOS FILHO, 2005). Nas sementes recalcitrantes como a araucéria,
a velocidade e a intensidade de deterioragdo sdo maiores, pois as
alteragdes metabdlicas associadas a germinacdo continuam durante o
armazenamento.

A taxa de deterioracdo das sementes é altamente influenciada
pelas condi¢gbes do meio ambiente, dependendo diretamente da
temperatura, da umidade relativa do ar e do histérico da populagéo,
fatores estes que afetam suas caracteristicas fisicas, quimicas,
fisioldgicas e sanitarias (ROBERTS, 1981). Portanto, as condicdes de
armazenamento influenciam a longevidade da semente, sobretudo pelo
teor de agua e pela temperatura, a qual atua sobre as atividades
respiratorias das sementes e dos microrganismos presentes (VILLELA,
PERES, 2004).

Segundo Lorenzi (2002), as sementes de araucaria sofrem
completa reducdo de viabilidade 120 dias apos a colheita. Mas, como a
manutencado da viabilidade é influenciada pelo armazenamento, algumas
pesquisas foram desenvolvidas buscando prolongar a qualidade
fisioldgica das sementes. Em condicdes de refrigeragdo, a viabilidade
das sementes de araucaria pode ser preservada pelo periodo de 180 dias,
apesar de haver reducéo gradativa do vigor das sementes apds 60 dias de
armazenamento (CACOLA et al., 2006). Se acondicionadas com a
umidade apresentada na coleta (43%), em camara fria e embalagem de
polietileno selada, a viabilidade das sementes de araucaria pode ser
mantida por 12 meses (FOWLER et al., 1998). Ja o0 armazenamento das
sementes em temperaturas iguais ou superiores a 20 °C leva a rapida
perda de viabilidade fisioldgica, em funcdo do gasto energético com a
respiracdo e da desorganizacdo celular relacionada & desidratagdo e a
senescéncia dos tecidos (AMARANTE et al., 2007). Suiter Filho (1966)
verificou que houve melhor conservacdo da qualidade fisiol6gica das
sementes em ambientes com umidade relativa do ar de 80%, em
embalagens plasticas e sob temperatura de 5 °C.

Nas sementes recalcitrantes, a condicdo de alta umidade confere
protecdo contra a desorganizacdo das membranas, permite a atuacdo de
mecanismos de reparo, a atividade de enzimas importantes, menor
ocorréncia de danos por embebicdo e, consequentemente, o0
prolongamento da conservacdo (MARCOS FILHO, 2005). Como as
sementes de araucaria sdo muito sensiveis a reducdo do teor de &gua,
deve-se armazené-las logo ap6s a colheita, evitando-se a perda de agua
durante esse periodo (EIRA et al.,, 1994). O acondicionamento das
sementes em embalagens plasticas reduz a perda de agua, favorecendo
sua conservagdo (POPINIGIS, 1985). Em geral, o armazenamento de



30

sementes recalcitrantes com teores de agua relativamente altos tem
gerado resultados favoraveis, apesar das dificuldades encontradas na
manutencado desta condi¢do por periodo prolongado (MARCOS FILHO,
2005).

Contudo, o baixo grau de umidade constitui a condicéo essencial
para 0 bom armazenamento da maioria das sementes (BACCHI, 1958).
O armazenamento de sementes com elevado teor de agua pode ocasionar
0 crescimento de microrganismos, favorecido pela umidade e a
germinacdo de sementes no interior da embalagem, conduzindo-as a
rapida deterioracdo (EIRA et al., 1994; FONSECA; FREIRE, 2003).

1.3.1 Avaliacdo do potencial fisioldgico das sementes

Os eventos bioguimicos ocorridos durante a deterioracéo refletem
na viabilidade e no vigor das sementes, tornando fundamental a
avaliacdo da qualidade das sementes.

Na avaliacdo da qualidade de sementes, 0 teste de germinacéo é
uma das técnicas tradicionalmente mais utilizadas. Por se tratar de um
teste de controle de qualidade, deve ser realizado em ambiente de
laboratério, sob condicdes controladas de temperatura, teor de agua e luz
(PINA-RODRIGUES et al., 2004). Assim, o teste de germinagio
fornece valores de germinacdo méxima sob condigdes ambientais
consideradas Gtimas para a espécie em estudo (MARCOS FILHO,
2005).

Para a araucaria, o teste de germinacdo leva em torno de 35 dias
(EIRA et al., 1994). A demora na obtencdo dos resultados, aliada a
caracteristica recalcitrante das sementes de araucaria que pode refletir
em resultados incorretos de viabilidade, levaram as Regras para Analise
de Sementes (BRASIL, 2009) a indicarem o uso do teste de tetrazélio
para a analise de sua qualidade. O teste de tetrazélio reflete a atividade
de sistemas enzimaticos relacionados com a viabilidade das sementes,
através de alteracBes na coloracdo dos tecidos vivos em contato com
uma solucdo de sal tetrazolio (OLIVEIRA, 2007). Assim, o teste de
tetrazdlio permite rédpida e eficiente obtencdo de resultados de
viabilidade das sementes.

Em situacOes naturais, entretanto, as sementes estdo sujeitas a
diversas condi¢des desfavordveis ao seu desempenho germinativo, como
a competicdo e as variagbes na umidade do solo, na temperatura e na
luminosidade. Além disso, até que haja efetivamente a perda de poder
germinativo, diversos eventos de deterioracdo ocorrem nas sementes.
Surgiram, entdo, os testes de vigor, capazes de identificar os lotes que
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apresentariam melhor desempenho em condicdes de campo (PINA-
RODRIGUES et al., 2004), e favorecer as inferéncias sobre o estadio de
deterioragdo das sementes.

O vigor das sementes determina seu potencial para uma
emergéncia rapida e uniforme em uma ampla faixa de condicOes
ambientais (AOSA, 1983). Para a avaliagdo do vigor das sementes, e a
fim de complementar os resultados de viabilidade, diversos testes podem
ser empregados, sendo classificados segundo McDonald (1975) em:

a) fisicos, que avaliam aspectos morfoldgicos ou caracteristicas
fisicas associadas ao vigor, como o teste de raios X;

b) fisiologicos, que determinam atividades fisiologicas
especificas, cuja manifestacdo depende do vigor, tais como o indice de
velocidade de germinacdo, baseado no principio de que sementes mais
vigorosas germinam mais rapidamente;

¢) bioguimicos, que avaliam alteragdes metabolicas relacionadas
ao vigor, como a condutividade elétrica, que indica que sementes menos
vigorosas apresentam menor velocidade de restabelecimento da
integridade das membranas celulares durante a embebicdo e, em
consequéncia, liberam maiores quantidades de solutos para 0 meio
exterior;

d) resisténcia a estresse, que avaliam o desempenho de sementes
guando submetidas a condicGes desfavordveis de ambiente, como o
envelhecimento artificial, teste que simula condi¢cdes de estresse nas
sementes gerando altas taxas respiratdrias e consumo das reservas,
acelerando os processos metabolicos que levam & deterioracéo.

Quando diversos testes sdo aplicados simultaneamente, é possivel
fazer inferéncias especificas sobre os diferentes aspectos relacionados a
gualidade das sementes.

1.4 ALTERACOES METABOLICAS NO ARMAZENAMENTO

Apesar dos sintomas mais evidentes da deterioracdo ocorrerem
durante a germinagdo e o desenvolvimento inicial das plantulas, antes
destas manifestacdes, varias outras ja ocorreram a nivel ultraestrutural e
bioguimico, as quais sdo detectadas somente através de exames mais
sofisticados (MARCQOS FILHO, 2005).

Diversas sdo as alteracbes metabdlicas ou bioquimicas
relacionadas a deterioracdo das sementes, mas as citadas com mais
frequéncia na literatura sdo as mudangas na atividade respiratoria e no
metabolismo de reservas, as modificagdes na atividade enzimatica e na
sintese de proteinas, o acimulo de substancias toxicas, os danos a
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integridade do DNA e aos sistemas de membranas, a peroxidacdo de
lipidios e a lixiviacdo de solutos (COOLBEAR, 1995; McDONALD,
1999; CARDOSO, 2004; SANTOS et al., 2004; MARCOS FILHO,
2005). Tais alterag6es bioquimicas podem refletir em diversos prejuizos
as sementes e plantulas, incluindo reducdo do vigor e aumento do
namero de plantulas com anormalidades morfolégicas.

1.4.1 Alteracgdes no metabolismo de reservas

As reservas acumuladas durante o desenvolvimento da semente
influenciam diretamente o vigor e o potencial de armazenamento
(CARVALHO; NAKAGAWA, 1980; FLORIANI, 2004), pois sao
fundamentais para a manutencéo da viabilidade celular durante periodos
de mais baixa atividade metabolica, além de determinar os
procedimentos pos-colheita mais adequados & manuten¢io da qualidade
das sementes (MARCOS FILHO, 2005).

A maior parte dos estudos sobre os componentes de reserva de
sementes se relaciona a grupos extremamente restritos de espécies
vegetais de importancia agronémica (BUCKERIDGE et al., 2004).
Informacdes sobre aspectos da fisiologia e da composi¢do quimica das
sementes de espécies nativas das florestas tropicais sdo importantes para
auxiliar, por exemplo, a producdo de mudas de alta qualidade para a
recuperacdo de areas que foram degradadas por atividades agricolas e
industriais (BUCKERIDGE et al., 2004).

Cada um dos componentes de reserva nas sementes desempenha
uma funcdo, que pode ser vital ao desenvolvimento do embrido e a
formagdo da plantula. HA uma enorme variagdo na composicdo de
sementes, mas, de modo geral, as principais substancias de reserva sao
os carboidratos e lipidios, que servem como fonte de energia e carbono
para a germinacdo das sementes e 0 desenvolvimento das plantulas, e as
proteinas, que armazenam principalmente nitrogénio e enxofre,
essenciais para a sintese de proteinas, acidos nucléicos e compostos
secundarios na plantula em crescimento (BUCKERIDGE et al., 2004;
MARCQOS FILHO, 2005).

No metabolismo germinativo, os carboidratos de reserva,
principalmente o amido, sdo metabolizados e mobilizados com o auxilio
das enzimas amilases, maltase e fosforilase, sendo convertidos a
sacarose e ATP, utilizados como fonte de energia e na formacdo de
paredes celulares e protoplasma (MARCOS FILHO, 2005). Os
carboidratos de reserva sollveis e de parede celular atuam nos
mecanismos de embebicdo de dgua e na protecdo do embrido contra o
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dessecamento e 0 ataque de patégenos (BARBEDO; MARCOS FILHO,
1998). Durante a deterioracdo das sementes, pode ocorrer decréscimo no
teor destes carboidratos, resultando em queda da capacidade germinativa
e do vigor das sementes (MARCOS FILHO, 2005).

As proteinas exercem duas principais funcdes nas sementes,
atuando como substancias de reserva e no catabolismo de reagdes
guimicas (MARCOS FILHO, 2005). Na germinacdo, as proteinas séo
hidrolisadas com auxilio de proteases e peptidases e translocadas aos
pontos de crescimento do eixo embrionério, & formagdo de tecidos
vivos, ou participam de reacGes da cadeia respiratéria (MARCOS
FILHO, 2005). O teor e a sintese de proteinas decrescem durante a
deterioragdo (MARCOS FILHO, 2005), mas o vigor das sementes esta
muito mais relacionado a integridade do sistema de sintese durante o
processo germinativo do que ao contetdo de proteinas (ABDUL-BAKI,
1980).

Os lipidios também sdo importantes constituintes de reserva em
sementes de muitas espécies. Juntamente com as proteinas, 0s
fosfolipidios sdo os principais constituintes das membranas celulares. As
enzimas lipases auxiliam a hidrolise dos lipidios que, assim como os
carboidratos, sdo importantes fontes de energia e sdo utilizados na
formagdo de paredes celulares e protoplasma durante a germinacgao
(MARCOS FILHO, 2005), sendo também importantes para o0
desenvolvimento da plantula (BUCKERIDGE et al., 2004). Durante a
deterioragdo, a degeneracdo dos componentes das membranas
geralmente tém consequéncias mais graves que a dos lipidios de reserva
(MARCOS FILHO, 2005).

1.4.2 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

O termo radical livre refere-se ao atomo ou molécula que possui
um ou mais elétrons ndo pareados na sua Orbita externa, o que lhe
confere alta reatividade (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; PEREIRA,
2010). Mas, como a maioria das moléculas permanece com os elétrons
pareados em meio bioldgico e, portanto, ndo se encontram na forma de
radicais (PEREIRA, 2010), tem sido empregado o termo “espécies
reativas do oxigénio” (EROs), ja que, em sua maioria, sdo derivados do
metabolismo do O, (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As principais
EROs distribuem-se, portanto, em dois grupos, as radicalares como o
radical hidroxila ("HO) e anion superdxido (O,”), e as ndo-radicalares,
como o peroxido de hidrogénio (H,0,) (BARREIROS et al., 2006).
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Todas as células produzem EROs durante 0s processos
metabolicos normais ou por alguma disfuncéao biolégica (BARREIROS,
et al., 2006). Durante o avango do processo de envelhecimento dos
organismos, observa-se um aumento nas concentracbes de EROs
enddgenas, levando a uma série de mudangas fisiol6gicas, chamadas de
estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Quando as
EROs estdo presentes em excesso nos organismos, apresentam efeitos
prejudiciais, como a peroxidacao dos lipidios de membrana e agressoes
as proteinas, carboidratos e DNA (BARREIROS et al.,, 2006),
resultando em danos celulares, senescéncia e morte celular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). A degradacdo do sistema de
sintese de novas enzimas também esta diretamente ligada & producéao de
radicais livres, que afeta a formacdo de varias enzimas, mediante a
promocao de modificagdes na sua estrutura (MARCOS FILHO, 2005).

O excesso de EROs é combatido por antioxidantes produzidos
pelo préprio organismo, como as enzimas superdxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT). Os antioxidantes sdo substdncias que, quando
presentes em baixa concentracdo comparada & do substrato oxidavel,
regenera-o ou previne significativamente a sua oxidacdo (HALLIWELL,
2000). As plantas tém sistemas de defesa bem desenvolvidos contras as
EROs, que atuam tanto na reducdo da sua formacdo, quanto na sua
remogdo (ALSCHER et al., 2002). Em condi¢Ges metabdlicas normais,
a formacdo e a remocdo de EROs estdo em equilibrio, mas sob
condigcdes de estresse, o sistema de defesa pode ser sobrecarregado
(ALSCHER et al., 2002).

As EROs sdo formadas através da reducdo parcial do oxigénio a
agua, através de sucessivas reagdes (Figura 1.1).
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Figura 1.1 — Formacédo de espécies reativas de oxigénio durante a reducdo do
oxigénio molecular (O,) na mitocondria até a formacgdo de agua (H,O)
(Adaptado de COHEN, 1989; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A transferéncia de um elétron para o oxigénio produz o primeiro
intermedidrio reativo, o anion superéxido (O,7). O O, é uma das EROs
mais importantes e sua presenga pode causar sérios danos as células,
principalmente indiretamente, pois pode gerar o radical hidroxila (OH),
sendo convertido em H,0, e O, pela acdo da enzima superdxido
dismutase, encontrada em quase todos os compartimentos celulares
(MITTLER, 2002; BLOKHINA et al., 2003; BARREIROS et al., 2006),
pela reacéo:

02_+02_+2 H+—>2H202+02

A decomposicdo do O, pode ocorrer naturalmente mas, neste
caso, é uma reacdo de segunda ordem, necessitando que ocorra a colisao
entre duas moléculas de O, (BARREIROS et al., 2006). A presenca da
enzima SOD favorece essa dismutacdo, tornando a reacdo de primeira
ordem e permitindo a eliminagdo do O, mesmo em baixas
concentracdes (BARREIROS et al., 2006).

O H,0, formado, apesar do ser menos reativo que o O,", na
presenca de metais de transicdo como o Fe*?, pode ocorrer a formacéo
de "OH através da reacdo de Fenton (BLOKHINA et al., 2003), ou pela
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combinagdo do O, com o H,0, pela reacdo de Haber-Weiss
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). O 'HO é o radical mais
deletério aos organismos, causando danos ao DNA, RNA, proteinas,
lipidios e membranas celulares (BARREIROS et al., 2006). A catalase
(CAT) é um antioxidante que atua na detoxificacdo do H,O,, catalisando
sua reducdo em H,O e O, e impedindo (FERREIRA; MATSUBARA,
1997; BLOKHINA et al., 2003), pela reacdo:

2 H,O5 - O, + 2 H,O

Ambos os sistemas compostos pela SOD e pela CAT atuam como
detoxificadores do agente, antes que a lesdo seja provocada, buscando
neutralizar as EROs (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BLOKHINA
et al, 2003; PEREIRA, 2010). Os mecanismos enzimaticos de protecéo
atuam durante o armazenamento das sementes, quando ha o avanco no
processo deteriorativo (NAKADA et al, 2010).

1.4.3 Alteragdes nos sistemas de membranas

As membranas celulares sdo compostas por duas camadas de
fosfolipidios com as proteinas encaixadas como glébulos (MARCOS
FILHO, 2005), seguindo 0 modelo mosaico fluido proposto por Singer e
Nicolson (1972) e sua organizacdo se mantém estavel gracas a relacéo
entre seus componentes e a agua (MATTHEWS, 1985).

O sistema de membranas se organiza durante a maturacdo e a
maxima organizacdo é alcancada durante a fase final do acimulo de
reservas, préximo a maturidade fisioldgica (MARCOS FILHO, 2005).
Durante 0 armazenamento, as sementes perdem gradativamente a
integridade do sistema de membranas, com reflexos na taxa de liberagédo
de solutos quando as sementes sdo embebidas (MARCOS FILHO,
2005). A destruicdo da integridade das membranas é o principal sintoma
fisiolégico da deterioracdo de sementes (COOLBEAR, 1995). O menor
controle da permeabilidade seletiva, a perda da compartimentalizacédo e
a desorganizacdo do metabolismo celular, e a ineficiéncia dos
mecanismos de reparo e de sintese sdo conseqiiéncias importantes
decorrentes da desorganizacdo de membranas, afetando diretamente o
desempenho das sementes (MARCQOS FILHO, 2005).

Assim como a desestruturacdo das membranas, as mudangas na
sua composicdo podem ocorrer ja no inicio do processo deteriorativo
durante o armazenamento (COOLBEAR, 1995). Apesar disso, tem sido
relatado que a peroxidacdo dos lipidios das membranas é um dos
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mecanismos mais importantes da deterioracdo de sementes
(COOLBEAR, 1995; McDONALD, 1999; VILLELA; PERES, 2004).
Os danos oxidativos & membranas ocorrem através da
peroxidacdo de lipidios, desencadeada pela acdo dos radicais livres
(COOLBEAR, 1995; SHIN et al., 2009). Ambos os radicais ‘'HO e O,”
podem desencadear reagdes oxidativas em cadeia altamente prejudiciais,
especialmente com acidos graxos poliinsaturados como o &cido linoléico
para formar hidroperdxidos de lipidios (COOLBEAR, 1995). Para cada
molécula de hidroperdxido formada, ha a producdo de um radical livre,
capaz de reagir com outra molécula lipidica (COOLBEAR, 1995). A
peroxidacdo ocorre nos lipidios de reserva e nos componentes das
membranas de sementes armazenadas, gerando um aumento nos radicais
livres, formando produtos secundarios toxicos, promovendo a perda da
permeabilidade seletiva e a desestruturagdo do sistema de membranas, a
oxidacdo de aminodcidos, e a degradacdo de DNA e de proteinas
(WILSON; MCDONALD, 1986; VIDAS et al., 1992; MARCOS
FILHO, 2005). Portanto, a peroxidacdo lipidica é, provavelmente, a
maior conseqiiéncia da acdo deletéria das EROs (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007), e constitui um dos fatores que mais influenciam
0 declinio de vigor e viabilidade das sementes (WILSON;
McDONALD, 1986; MARCOS FILHO, 2005; JOSE et al., 2010).

1.4.4 Danos ao DNA

Além dos danos as membranas, 0s danos ao genoma sdo citados
como causas principais da deterioracdo em sementes. A reducdo da
integridade do DNA durante o envelhecimento das sementes demonstra
gue o DNA e as proteinas sdo propensos & deterioracdo, e as lestes
provocadas podem gerar distirbios a germinacdo (MARCOS FILHO,
2005).

A reducdo da integridade do DNA pode ser provocada pela a¢éo
de enzimas hidroliticas, pela atividade de radicais livres, ou ainda pela
interacdlo com produtos secundarios da peroxidacdo lipidica
(COOLBEAR, 1995). Estes fatores estéo, na verdade, interligados, pois
a presenca dos radicais livres pode causar a peroxidacao de lipidios, que
destr6i a membrana nuclear, podendo levar a degradacdo do DNA
(McDONALD, 1999).

As sementes com baixa viabilidade podem perder a eficiéncia em
sintetizar RNA e proteinas e as lesdes ao DNA acentuam a reducdo
dessas atividades e podem gerar um processo de transcri¢cdo defeituoso
da mensagem genética (MARCOS FILHO, 2005). Tais danos sao
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acumulados mais rapidamente em sementes Umidas que nas secas, e
estdo relacionados ao envelhecimento e a perda da viabilidade das
sementes (MARCOS FILHO, 2005).



CAPITULO 2
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ALTERACOES FISIOLOGICAS EM SEMENTES DE Araucaria
angustifolia (Bertol.) Kuntze NO ARMAZENAMENTO

2.1 INTRODUCAO

A araucaria (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) é o
principal componente da Floresta Ombrofila Mista, porém, a progressiva
extingdo de suas populacdes, decorrentes de seu alto valor madeireiro,
resinifero e alimentar (EIRA et al., 1994), levaram-na & incluséo na lista
de espécies ameacadas da Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) como criticamente ameagada
(FARJON, 2006). A espécie consta também na Lista Oficial das
Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincdo (BRASIL, 2008).

A recomposicdo de areas com araucéria é dificultada pela baixa
viabilidade de suas sementes, principal forma de propagacdo da espécie
(RAMOS; CARNEIRO, 1988), que diminui gradativamente ap6s a
colheita (LORENZI, 2002), sendo a espécie caracterizada como
recalcitrante (TOMPSETT, 1984). Devido a esta caracteristica
recalcitrante, as sementes de araucaria perdem totalmente a viabilidade
em 120 dias (LORENZI, 2002) ou 180 dias (FOWLER et al., 1998)
ap6s a maturagdo, limitando os programas de restaura¢do, 0s quais
exigem grandes quantidades de sementes com boa qualidade fisioldgica.

A maxima qualidade fisiologica, alcancada na fase de maturacédo
das sementes, pode decrescer a partir deste ponto, dependendo dos
fatores ambientais aos quais as sementes estdo expostas. O
armazenamento adequado das sementes pode ser uma alternativa para
prolongar a sua qualidade fisiologica, diminuindo a velocidade de
deterioragcdo. Este fato gerou algumas pesquisas sobre o periodo de
manutencdo da viabilidade das sementes de araucaria durante condicdes
especificas de armazenamento. Alguns autores indicam que a qualidade
das sementes da espécie pode ser mantida, com percentual de
germinacéo de 97%, se armazenadas sob condicdes de refrigeracdo entre
0 e 1 °C por um periodo de até 180 dias (CACOLA et al., 2006). De
outra forma, tem sido relatado que pode haver 61% de germinacdo de
sementes de araucdaria armazenadas por periodo de até 360 dias em
embalagem de polietileno semipermeavel em camara fria (4+1 °C e
89+1% de umidade relativa) (FOWLER et al., 1998). JA o
armazenamento de sementes da espécie em temperaturas superiores a 20
°C causa perdas significativas de viabilidade devido ao gasto energético
com a respiracao e a desorganizacdo celular associada a desidratacao e a
senescéncia dos tecidos (AMARANTE et al., 2007). No entanto, 0s
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estudos acima referidos ndo relatam, ou relatam outras caracteristicas
associadas ao vigor, e alguns ndo especificam claramente o critério
utilizado para considerar as amostras como germinadas.

Uma das formas de avaliar o nivel de deterioracdo da semente
previamente ao tempo de armazenamento é por meio do teste de
envelhecimento artificial, baseado no fato de que h& aumento da
deterioragdo das sementes expostas a elevadas temperatura e umidade
relativa do ar. Alguns autores observaram reducfes nas porcentagens e
indices de velocidade de emergéncia com o0 aumento do periodo de
envelhecimento de sementes de araucéria a temperatura de 43+2 °C
(RAMOS; CARNEIRO, 1991). Em outros casos, as sementes de
araucaria submetidas ao envelhecimento artificial a temperatura de 40
°C atingiram a perda total de viabilidade apds 9 dias de envelhecimento
(FONTES et al., 2001).

Diante dos relatos de trabalhos na literatura, observa-se a
inexisténcia de um modelo adequado a manutencdo da qualidade de
sementes de araucaria, visto que esta manutencdo € altamente
dependente das condicfes de armazenamento. Assume-se que o0 estudo
das alteracdes fisiologicas e fisicas gerara informacGes mais precisas a
preservacdo da qualidade das sementes de araucaria. Portanto,
objetivou-se avaliar as alteragdes na viabilidade através dos testes de
germinagdo e tetrazélio, e no vigor através dos testes de envelhecimento
artificial, indice de velocidade de germinacdo e condutividade elétrica,
em sementes de araucéria durante o0 armazenamento controlado.

2.2 MATERIAL E METODOS

Para o trabalho foram utilizadas sementes maduras de araucéria
coletadas em uma populacdo no municipio de Painel (27°55° de latitude
sul, 50°06° de longitude oeste e altitude média de 1144 metros), no
planalto sul de Santa Catarina. A amostra de sementes, depois de
separadas das pinhas, foi subdividida em quatro repeti¢des, as quais
foram submetidas as diferentes condicdes de armazenamento: em
ambiente de laboratdrio sem controle térmico, em refrigerador (5 °C), ou
em freezer (-18 °C), em embalagens plasticas transparentes vedadas,
com porosidade de 0,015 um. As variagdes de temperatura ¢ umidade
relativa, no ambiente de laboratério, para o periodo de armazenamento
das amostras foram de -3 °C e 33%, até valores maximos de 30 °C e
99%, respectivamente, com temperatura e umidade relativa médias de
15 °C e 80% entre os meses de julho e dezembro de 2010
(EPAGRI/CIRAM, 2011).
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Imediatamente ap6s a colheita e a cada 60 dias de
armazenamento nas condicdes anteriormente citadas, por repeticdo e ao
acaso, foram retiradas amostras de trabalho para as avalia¢es quanto ao
grau de umidade, germinacdo, envelhecimento artificial, indice de
velocidade de germinacdo, condutividade elétrica e tetrazolio, ao longo
de um periodo amostral de 180 dias.

Na avaliacdo fisica foi determinado o grau de umidade das
sementes a partir de trés repeticbes de trés sementes cortadas
transversalmente, as quais foram medidas e transferidas a estufa a 105
°C+3 °C, por 24 horas (BRASIL, 2009).

As sementes foram tratadas com solucéo de hipoclorito de sédio
(2%, viv), por 3 minutos, previamente ao teste de germinacéo, o qual foi
conduzido utilizando-se quatro repeticdes de 25 sementes/tratamento,
acondicionadas em bandejas plasticas com substrato areia, previamente
esterilizada, sob luminosidade constante e temperatura constante de 25
°C, em camara germinativa BOD. As avaliacdes de porcentagens de
plantulas normais ocorreram aos 14, 28, 42, 56 e 70 dias ap0s a
semeadura. Padronizou-se a avaliagdo aos 70 dias ap0s o inicio do teste
de germinacdo para comparacao dos efeitos dos tratamentos, por este ser
0 tempo aonde as sementes expressaram Seu maximo potencial
germinativo, i.e., alta taxa de germinacgdo das sementes recém-colhidas
(90%). Periodo semelhante (60 dias apds instalagdo do experimento) foi
considerado por outros autores para a analise dos resultados do teste de
germinagdo (MOREIRA-SOUZA; CARDOSO, 2003). O critério para
avaliacdo de foi adotado conforme prescrito nas Regras para Andlise de
Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

O teste de envelhecimento artificial foi realizado utilizando-se
quatro repeti¢des de 25 sementes/tratamento, mantidas por cinco dias
em camara germinativa com controle de umidade relativa, ca. 100% e
temperatura de 40 °C. Posteriormente, procedeu-se ao teste de
germinacdo como previamente descrito e calculo do indice de
velocidade de germinacéo (IVG). O célculo do I\VG foi realizado a partir
da contagem diaria de plantulas normais, conforme descrito por Maguire
(1962): IVG = X (NSG/DAI), onde NSG ¢ o niimero ndo acumulado de
sementes germinadas e DAI é o nimero de dias apés instalacdo do teste.

O teste de condutividade elétrica foi realizado com quatro
repeticdes de 10 embrides intactos/tratamento, acondicionados em
recipiente contendo 75 mL de &gua ultrapura e incubados por 0, 2, 4, 6,
8, 10, 12 e 24 horas, sob temperatura de 20 °C, conforme descrito por
Medeiros e Abreu (2007), com adaptacdes. Os valores de condutividade



44

obtidos em ps/cm foram corrigidos pela massa das sementes de cada
repeticdo e os resultados expressos em ps/cm/g.

O teste de tetrazolio é indicado nas RAS (BRASIL, 2009) para
avaliacdo de sementes de araucéria, devido ao elevado periodo de
permanéncia das sementes em teste de germinacdo. Testes preliminares
foram realizados a partir das metodologias propostas nas RAS
(BRASIL, 2009) e por Oliveira et al. (2009), visando determinar o
método mais adequado & correta avaliacdo da viabilidade das sementes.
Na primeira metodologia (BRASIL, 2009), as sementes foram pré-
condicionadas por 18 horas em &gua, com posterior imersdo das
sementes, sem tegumento e com as partes lateral e terminal cortadas, em
solugdo de 2, 3, 5 trifenil-cloreto de tetrazdlio 1% (m/v), a 30 °C, por um
periodo de 18 a 25 horas, para posterior avaliacdo da viabilidade.

Na segunda metodologia (OLIVEIRA et al., 2009), as sementes
foram imersas em agua por 18 horas, com posterior remocdo do
tegumento e do tecido nutritivo. Apds a imersdo das sementes em
solugéo de 2, 3, 5 trifenil-cloreto de tetrazélio 0,1% (m/v), a 25 °C, por 1
hora, as sementes foram avaliadas quanto a viabilidade em fungdo da
coloracdo e aspecto dos tecidos. Tal metodologia foi adotada para as
avaliacOes realizadas em funcdo da maior facilidade de visualizagdo dos
distarbios de coloracdo e, portanto, de analise dos tecidos viaveis e
inviaveis, da reducdo dos custos com o sal de tetrazolio e, por fim, da
reducéo do periodo de execucéo do teste de tetrazélio.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, em parcelas subdivididas no tempo, sendo trés condicOes
de armazenamento (ambiente, refrigerador e freezer) e quatro periodos
de armazenamento (0, 60, 120 e 180 dias). Os dados obtidos em
percentagem foram transformados em arco seno V% e realizou-se
posterior analise de variancia e teste de Tukey para separacdo de médias,
a 5% de probabilidade, através do programa estatistico SAS (2003).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A umidade média apresentada pelas sementes de araucaria recém-
colhidas foi de 45% e aumentou até os 60 dias de armazenamento (48%
para armazenadas em freezer e 49% para armazenadas em refrigerador e
ambiente). A partir de 60 dias, a umidade aumentou significativamente
apenas para as amostras armazenadas em freezer (51%). Diferencas
mais acentuadas ocorreram apenas a partir dos 120 dias para todas as
condi¢des de armazenamento, sendo que ocorreu acréscimo significativo
de 4% na umidade somente para as amostras armazenadas em ambiente
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(Figura 2.1). Considerando-se o intervalo de tempo entre zero e 180 dias
de armazenamento, constatou-se uma tendéncia de acréscimo no grau de
umidade apenas para as amostras mantidas em ambiente, o que pode ser
explicado em func¢do da elevada umidade relativa do ar no periodo do
experimento, pois as embalagens utilizadas néo restringiram as trocas de
umidade com o ambiente.
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Figura 2.1 — Grau de umidade de sementes de Araucaria angustifolia ao longo
do periodo de armazenamento em ambiente sem controle térmico (-3 a 30 °C),
refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C). As letras referem-se ao teste de Tukey
(P<0,05), sendo: mailsculas — comparagdo entre tempos de armazenamento;
minusculas — comparagdo entre condi¢es de armazenamento.

Ao comparar as condi¢cdes de armazenamento, verificou-se que
aos 180 dias houve diferencas mais acentuadas no grau de umidade, com
maior teor nas amostras armazenadas em ambiente (53%), em
comparacdo aquelas armazenadas em freezer (49%) e em refrigerador
(44%). Este resultado demonstra que diferencas entre a umidade das
sementes de araucéria armazenadas nas condi¢cbes de ambiente sem
controle térmico, refrigerador e freezer foram acentuadas ap6s periodo
prolongado de armazenamento, e que na condigdo de refrigerador a
umidade das sementes aos 180 dias foi semelhante (P<0,05) & umidade
apos a colheita.

As alteracdes no teor de agua das sementes divergiram das
observados por Piriz Carrillo et al. (2003), onde a umidade das sementes
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de araucéria durante o armazenamento a 4 °C se manteve em torno de
45% até os 180 dias de armazenamento.

No caso das sementes recalcitrantes, é importante relacionar as
varia¢Oes de umidade com o percentual de germinacéo e vigor, visando
observar as alteragcdes fisioldgicas decorrentes das condi¢bes de
armazenamento. Desta forma, observou-se 90% de germinagdo das
sementes recém-colhidas de araucéria aos 70 dias ap6s o inicio do teste
de germinacdo (Tabela 2.1), as quais apresentaram 45% de umidade. Ao
longo do armazenamento, independente da condicdo, os teores de agua
das sementes ndo interferiram na sua viabilidade, uma vez que foram
acima daqueles considerados criticos para a espécie, pois, segundo
alguns autores, a viabilidade das sementes de araucéria ndo é afetada ate
valores minimos de 36% (BIANCHETTI; RAMOS, 1981) ou 37% de
umidade (TOMPSETT, 1984).



Tabela 2.1 — Germinagdo (%) de sementes de Araucaria angustifolia recém-colhidas e durante armazenamento em ambiente sem
controle térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C), antes e apds envelhecimento artificial (5 dias a 40 °C).

Germinacdo (%) apos

Dias apos Condigio de Germinagdo (%)

armazenamento armazenamento

envelhecimento artificial

ATG 0 14 28 42 56 70 014 28 42 56 70
Recém-colhidas 0O 0 0 1 39 8 9 a 00 1 12 42 65 a

Ambiente 52 0 0 6 71 71 71 Aab 0 0 9 28 31 44 Aab
60 dias Refrigerador 0 0 0 1 19 39 54 Ab 0 0 0 13 26 41 Aab
Freezer 0 0 0 0 0 0 0 B 00 0 0 O 0 Bb

Ambiente 79 0 0 1 8 22 41 Bb 00 0 4 11 22 Bb
120 dias Refrigerador 24 0 0 8 20 37 59 Ab 0 0 0 4 13 26 Abc
Freezer 0 0 0 0 0 0 0 ¢ 00 0 0 0 0 Cb

Ambiente 80 0 0 0 0 0 0 Be 00 O 0 O 0 B¢

180 dias Refrigerador 30 0 0 15 45 59 64 Aab 00 0 0 9 9 Ac
Freezer 0 0 0 0 0 0 0 Bb 00 O O O 0 Bb

ATG — percentual de sementes germinadas antes da submissdo ao teste de germinagdo. As letras referem-se ao teste de Tukey
(P<0,05), sendo: mailsculas — comparam as condi¢cBes de armazenamento; minusculas — comparam o desempenho de cada
condicédo ao longo do tempo de armazenamento.
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Conforme a Tabela 2.1, observa-se que a velocidade de
germinacgdo das sementes de araucaria foi lenta. Considerando os tempos
de avaliacdo de 0, 14, 28, 42, 56 e 70 dias apds a instalagdo do
experimento, verificou-se que o inicio do estabelecimento de plantulas
normais para a maior parte das amostras ocorreu somente em torno do
28° dia, atingindo 0 maximo percentual germinativo apds 70 dias e, em
geral, para sementes que foram previamente submetidas ao
envelhecimento artificial, houve atraso no estabelecimento de plantulas
normais (Tabela 2.1). Esta germinacdo lenta é comum para sementes de
araucdria, tanto em sementes recém-colhidas quanto apds 180 dias
armazenamento em camara fria (0 a 1 °C e 90 a 95% de umidade
relativa), onde as amostras levaram 38 e 33 dias, respectivamente, para o
inicio do estabelecimento de plantulas normais (CACOLA et al., 2006).

Considerando-se um periodo médio de 70 dias para a
estabilizacdo da germinagdo, independente da condicdo de
armazenamento (Tabela 2.1), este tempo foi utilizado para comparacfes
entre o percentual de germinacdo das sementes ao longo do
armazenamento em estudo. As amostras recém colhidas apresentaram
90% de germinacdo, e ndo diferiram significativamente das amostras
armazenadas por 60 dias na auséncia de controle térmico, mas diferiram
significativamente das amostras armazenadas em refrigerador e freezer.
Entretanto, aos 120 dias de armazenamento, as sementes armazenadas
em refrigerador permaneceram com percentual de germinacdo préximo
a 59%, enquanto um decréscimo de 30% na germinacdo foi detectado
para as sementes armazenadas em temperatura ambiente (de 71 para
41%). Aos 180 dias de armazenamento as amostras armazenadas em
refrigerador mantiveram seu percentual de germinacdo em 64%, ndo
diferindo significativamente das amostras recém colhidas (Tabela 2.1).

Ao comparar o efeito das condi¢Ges térmicas de armazenamento
para cada periodo amostral, constatou-se que as amostras armazenadas
em refrigerador apresentaram maior percentual de germinagdo em
relacdo as demais condicdes a partir de 120 dias, fato que destaca tal
condicdo como superior na manutencao da viabilidade das sementes de
araucaria.

O armazenamento das sementes a -18 °C determinou a perda
total da viabilidade aos 60 dias de armazenamento, ou seja, 0
congelamento provocou a morte do embrido, o que pode ser observado
pela auséncia de sementes germinadas (Tabela 2.1). Como a solugédo
intracelular possui elevado teor de &gua livre, ela é passivel de
congelamento quando as células sdo congeladas rapidamente, e 0s
cristais de gelo formados causam injlrias mecanicas as células
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(STEPONKUS; WEBB, 1992). No entanto, Cagola et al. (2006)
observaram que se armazenadas a temperaturas proximas de 0 °C, as
sementes de araucaria mantém seu potencial germinativo de 97% por
um periodo de até 180 dias.

Portanto, observou-se claramente que 0 armazenamento em
refrigerador favoreceu a conservacdo da viabilidade das sementes até o
tempo de 180 dias de armazenamento. Visto que a umidade ndo foi um
fator interferente no processo, constatou-se que a temperatura mais
baixa em refrigerador (em média de 5 °C) em relacdo ao ambiente
favoreceu a diminuicdo da atividade metabdlica das sementes, o que
possivelmente contribuiu substancialmente para a manutencdo da
viabilidade das amostras por um periodo de 180 dias. Estes efeitos
positivos concordam com outros autores, que observaram baixas taxas
respiratérias em sementes de araucaria quando armazenadas em
temperaturas de 2 e 10 °C (AMARANTE et al., 2007), ou que
observaram que o percentual de germinacdo de araucaria pode ser
mantido em 61% se as sementes forem armazenadas em temperatura de
4 °C (FOWLER et al., 1998).

Outra evidéncia de que as sementes de araucaria perdem sua
viabilidade rapidamente quando mantidas em ambiente sem controle
térmico é o fato de observar-se um elevado percentual de germinagéo
(52%) aos 60 dias de armazenamento antes de iniciar o teste de
germinacdo (Tabela 2.1), valor que aumentou para percentuais proximos
a 80% aos 120 e 180 dias de armazenamento, enquanto que as amostras
armazenadas em refrigerador atingiram percentual maximo de 30% de
germinacdo antes da submissdo ao teste de germinacdo. Estes resultados
demonstram novamente a necessidade de armazenamento das amostras
com controle de temperatura.

Ao realizar-se o teste de envelhecimento artificial observaram-
se reducdes na porcentagem e no indice de velocidade de germinacéo
das sementes nas condigBes de armazenamento em estudo (Tabela 2.1 e
Figura 2.2B). A reducdo observada foi de 100% na germinacdo das
amostras armazenadas no ambiente e em freezer, no entanto, para as
amostras na condicdo de refrigerador a redugdo foi de 91%. Este fato
indica que as sementes de araucaria poderiam permanecer Viaveis se
armazenadas sob condicdo de refrigerador, a temperatura de 5 °C, por
periodo superior a 180 dias.
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Figura 2.2 — indice de Velocidade de Germinagio (IVG) de sementes de
Araucaria angustifolia recém-colhidas e ao longo do armazenamento em
ambiente sem controle térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18
°C), ndo envelhecidas (A) e envelhecidas artificialmente (B), ao longo do
periodo de armazenamento. As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05),
sendo: mailsculas — comparagao entre tempos de armazenamento; minusculas —
comparagdo entre condi¢Oes de armazenamento. *O valor obtido pelo IVG foi
dividido pelo nimero de sementes por repeticao.

Além disso, os resultados obtidos sugerem a eficiéncia do
envelhecimento artificial para antecipar os valores de viabilidade das
sementes mantidas em condi¢des naturais, uma vez que as sementes
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submetidas ao envelhecimento artificial imediatamente ap6s a colheita
(65%) apresentaram viabilidade significativamente similar aquelas
envelhecidas naturalmente apds 60 dias de armazenamento em
refrigerador (54%) e em ambiente sem controle térmico (71%) (Tabela
2.1).

Além do envelhecimento artificial, outro importante teste na
avaliacdo do vigor das sementes durante o envelhecimento natural no
armazenamento refere-se ao indice de velocidade de germinacéo, o qual
diferiu entre as condi¢des ja nos primeiros 60 dias de armazenamento
(Figura 2.2A). O IVG das sementes imediatamente apés a colheita foi de
0,02 por semente, ndo diferindo apenas daquelas sementes armazenadas
em ambiente sem controle térmico por 60 dias. Aos 120 dias de
armazenamento ndo houve diferenca significativa entre o IVG das
sementes armazenadas em refrigerador (0,018) e em ambiente (0,015).
Entretanto, com o avango do periodo de armazenamento, houve
acentuado decréscimo no VG das sementes armazenadas em ambiente,
em contraste com as amostras armazenadas em refrigerador que
permaneceram com valores préximos a 0,02. Portanto, a perda de vigor,
avaliado através do IVG das sementes durante o armazenamento,
precede a perda de viabilidade das mesmas.

As sementes recém-colhidas ap6s o envelhecimento artificial
apresentaram um IVG de 0,013 por semente, equivalente ao observado
para as sementes ndo envelhecidas artificialmente, ap6s 120 dias de
armazenamento em refrigerador e em ambiente sem controle térmico
(Figura 2.2A e 2.2B). A andlise do IVG das sementes apds
envelhecimento artificial demonstrou que o vigor destas, sob condicGes
de armazenamento em refrigerador, mesmo com valores baixos, se
manteve superior (P<0,05) as amostras armazenadas no ambiente sem
controle térmico, sugerindo que as sementes armazenadas em
refrigerador se mantiveram mais vigorosas ao longo dos 180 dias de
armazenamento. Este resultado é importante, pois refere-se a capacidade
de estabelecimento das sementes em condi¢des de campo (FONTES et
al., 2001).

O teste de condutividade elétrica foi utilizado para corroborar as
demais analises de vigor das sementes durante o armazenamento, uma
vez que o inicio do processo de deterioracdo é caracterizado pela
desestruturacdo do sistema de membranas celulares (SANTOS et al.,
2005). A condutividade elétrica foi monitorada a cada 2 horas até um
tempo final de 24 horas (Figura 2.3A). O tempo de 12 horas de
embebicdo promoveu a menor taxa de lixiviacdo de solutos, ou seja,
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houve estabilizagdo na condutividade, permitindo a comparagdo entre
todas as condi¢es de armazenamento.
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Figura 2.3 — Taxa média de solutos com base nas leituras da condutividade
elétrica de sementes de Araucaria angustifolia ao longo do armazenamento nas
diferentes condi¢Bes (A); Condutividade elétrica (uS/cm/g) de sementes de
Araucaria angustifolia ao longo do armazenamento em ambiente sem controle
térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C), ap6s 12 horas de
embebicdo em agua ultrapura (B). As letras referem-se ao teste de Tukey
(P<0,05), sendo: mailsculas — comparagdo entre tempos de armazenamento;
mindsculas — comparagdo entre condi¢cBes de armazenamento. Onde: TO —
recém colhidas; T60 — aos 60 dias de armazenamento; T120 — aos 120 dias de
armazenamento; T180 — aos 180 dias de armazenamento.
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Com o decorrer do tempo de armazenamento, observou-se um
aumento na lixiviacdo de solutos, sendo que, particularmente para as
amostras armazenadas no freezer, a lixiviagdo foi superior, chegando ao
valor de 341 ps/cm/g aos 180 dias de armazenamento (Figura 2.3B).
Este fato indica que a formacdo de gelo pode ter provocado a
desagregacdo das células do embrido, pois, em tecidos vegetais, a
formacdo de gelo causa a ruptura mecéanica ndao somente da membrana
celular, mas também da estrutura citoplasmatica, em funcdo das tensbes
e da expansdo da agua congelada, resultando na desagregacdo celular
(ANDRADE; PEREIRA 1997; WOLFE; BRYANT, 1999; SANTOS,
2000). A estabilidade da membrana plasmatica, em especial, é a mais
importante para a sobrevivéncia da célula durante o congelamento, pois
ela é a principal interface entre 0 meio extracelular e o citoplasma,
agindo como uma barreira semipermeavel (SANTQOS, 2000).

Ja os embriGes de sementes armazenadas em refrigerador e
ambiente mantiveram condutividades elétricas muito semelhantes até o
tempo de 180 dias. Desta forma, o teste de condutividade elétrica ndo foi
sensivel para detectar diferencas de vigor entre as sementes
armazenadas em ambiente e em refrigerador aos 60, 120 e 180 apds a
colheita. Assim, a aplicacdo do teste de condutividade elétrica para
sementes de araucaria pode ser indicada para detectar graus baixos ou
elevados de deterioragdo, sendo menos sensivel para detectar graus
intermediarios de deterioracao.

Ja o teste de tetrazolio, método alternativo sugerido pelas RAS
(BRASIL, 2009) para anélise da viabilidade das sementes de araucéria,
ja foi utilizado com sucesso por outros autores na avaliacdo da
viabilidade de sementes da espécie (SOROL; PEREZ, 2001;
MEDEIROS; ABREU, 2007; OLIVEIRA et al., 2009). Neste trabalho,
0 teste de tetrazdlio demonstrou que o armazenamento em geladeira foi
superior na manutencdo da viabilidade das sementes ao longo do
periodo de armazenamento em rela¢do as demais condi¢des (Figura 2.4).
Aos 180 dias de armazenamento, as sementes conservadas em
refrigerador apresentaram 57% de viabilidade, enquanto aquelas em
auséncia de controle térmico e em freezer apresentaram perda total de
viabilidade.
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Figura 2.4 — Percentual de sementes vidveis de Araucaria angustifolia no teste
de tetrazolio ao longo do armazenamento em ambiente sem controle térmico (-3
a 30 °C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C). As letras referem-se ao teste de
Tukey (P<0,05), sendo: mailsculas — comparagdo entre tempos de
armazenamento; mindsculas — comparacdo entre condi¢des de armazenamento.

O resultado de viabilidade pelo teste de tetrazélio apresentou
correlagdo positiva com os resultados obtidos pelo teste de germinacao,
sendo mais sensivel na deteccdo das diferencas de viabilidade, pois as
sementes armazenadas em geladeira apresentaram viabilidade
significativamente diferente em relacdo as demais condi¢cBes em todos
0s tempos de armazenamento.

2.4 CONCLUSOES

As sementes de araucaria apresentaram menor redugdo na
viabilidade e vigor quando armazenadas sob temperatura proxima a 5
°C, na condigdo de armazenamento em refrigerador. A umidade das
sementes foi mantida a niveis superiores aos considerados criticos para
araucaria nas condicBes de armazenamento estudadas até o tempo de
180 dias de armazenamento, o que permite concluir que a umidade nédo
foi um fator preponderante a perda de vigor e viabilidade das sementes
daquela espécie.

A aplicacdo do teste de condutividade elétrica para embriGes de
A. angustifolia pode ser indicada para detectar graus baixos ou elevados
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de deterioracdo, sendo menos sensivel para detectar graus intermediarios
de deterioracéo.
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ALTERACOES NOS COMPOSTOS DO _METABOLISMO NO
MEGAGAMETOFITO E EM EMBRIOES DE SEMENTES
ARMAZENADAS DE Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze

3.1 INTRODUCAO

As reservas acumuladas durante o desenvolvimento da semente
influenciam diretamente o vigor e o potencial de armazenamento
(CARVALHO; NAKAGAWA, 1980; FLORIANI, 2004), pois sdo
fundamentais para a manutencéo da viabilidade celular durante periodos
de mais baixa atividade metabolica, além de determinar os
procedimentos pds-colheita mais adequados a manutencdo de tal
potencial (MARCOS FILHO, 2005). Portanto, o processo de
deterioragdo das sementes é acompanhado por mudancas bioquimicas,
as quais afetam o fornecimento da energia necessaria & germinagao.

As sementes de araucaria perdem rapidamente o seu potencial
fisiolégico apds a colheita, pois sdo recalcitrantes (TOMPSETT, 1984;
FARRANT et al., 1989; EIRA et al., 1994; ESPINDOLA et al., 1994).
Mas, a longevidade das sementes depende, em parte, das condi¢des de
armazenamento, as quais devem ser conduzidas de maneira a reduzir ao
maximo sua atividade metabdlica, desacelerando o processo de
deterioragdo. Durante 0 armazenamento das sementes de araucéria, as
alteracdes na qualidade fisiolégica estdo ligadas as diversas alteracfes
bioquimicas, que podem ser observadas logo nos primeiros meses de
armazenamento.

Alguns autores estudaram a composic¢do quimica das sementes de
araucaria, as quais podem apresentar de 5 a 9% de proteinas, 68 a 79%
de carboidratos e 73% a 88% de amido (RAMOS, 1987; RAMOS;
SOUZA, 1991; PIRIZ CARRILLO et al., 2003; HELM et al., 2005;
LEITE et al., 2008; ACORSI et al., 2009; CAPELLA et al., 2009).
Contudo, poucos foram os trabalhos avaliando as possiveis alteragdes
nestes metabolitos em funcdo do envelhecimento natural das sementes
no armazenamento, como o de Piriz Carrillo et al. (2003), que avaliaram
as alteracfes no teor de amido ao longo do armazenamento refrigerado
por 24 meses.

Cada um dos compostos do metabolismo das sementes
desempenha uma funcdo, que pode ser vital ao desenvolvimento do eixo
embrionério ou de outras regides da semente. Assim, os carboidratos de
reserva sollveis e de parede celular atuam nos mecanismos de
embebicdo de 4gua e na protegdo do embrido contra o dessecamento e 0
ataque de patdgenos, tornando-se fundamentais para a manutencdo da
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viabilidade da semente durante o armazenamento (BARBEDO;
MARCOS FILHO, 1998).

Durante a deterioragdo das sementes é comum ocorrer um
decréscimo no teor de carboidratos sollveis totais, 0 que pode provocar
a perda na capacidade de mobilizacdo e utilizacdo destes metabolitos,
resultando em queda da capacidade germinativa e do vigor das sementes
(MARCOS FILHO, 2005). Em sementes de Caesalpinia echinata (pau-
brasil), por exemplo, os conteldos de carboidratos sollveis e amido
decrescem durante o armazenamento (HELLMANN et al., 2008).
Entretanto, tem sido relatado que a perda de viabilidade das sementes de
araucéaria ao longo do envelhecimento artificial € acompanhada pelo
aumento no teor de carboidratos totais, e este aumento é resultante da
degradacdo do amido, cujo teor decresce durante o envelhecimento
artificial (RAMOS; CARNEIRO, 1991) e durante o envelhecimento
natural no armazenamento (RAMOS; SOUZA, 1991). Portanto, os
trabalhos referenciados apresentam controvérsias em relacdo a alteracao
no teor de carboidratos totais durante o envelhecimento das sementes.

As alteragbes no metabolismo de compostos durante a
deterioracdo das sementes também podem refletir na alteracdo do teor de
proteinas. Em geral, ocorre decréscimo no teor de proteinas durante a
deterioragdo de sementes (MARCOS FILHO, 2005). Porém, ndo foi
constatada uma relacdo entre o teor de proteinas e a perda de viabilidade
das sementes de araucaria durante o armazenamento (RAMOS;
SOUZA, 1991).

Os conhecimentos disponiveis sobre a composi¢cdo quimica de
uma semente, na maioria dos casos, Se restringem ao Seu uso COMoO
alimento. Considerando a atual situacdo da araucéria, a qual esta
classificada pela IUCN (Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza e dos Recursos Naturais) como criticamente ameagada
(FARJON, 2006), torna-se necessario gerar alternativas para a sua
conservagdo, e o entendimento da alteracdo na composi¢do quimica em
funcdo das condicbes de armazenamento pode gerar informacGes
importantes no aspecto de disponibilidade e conservacdo das sementes
ao longo do tempo. Neste sentido, a aplicagdo de técnicas rapidas de
caracterizacdo dos metabolitos das sementes tem despertado o interesse
cada vez maior dos pesquisadores e, sob condi¢Bes experimentais
controladas, geram resultados que permitem o0 entendimento da
dindmica de uso destes compostos como agentes na manutencdo da
viabilidade e longevidade das sementes como é o0 caso da espectroscopia
vibracional de infravermelho médio.
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A espectroscopia vibracional de infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR) se destaca na analise de compostos em geral, devido
a sua sensibilidade e rapidez na obtencéo dos resultados. Através desta
técnica, a capacidade de absorcdo da radiacdo eletromagnética de
comprimento de onda na faixa do infravermelho permite caracterizar os
grupos funcionais das biomoléculas (KUHNEN, 2007). Cada
biomolécula, portanto, possui uma regido de absorcdo caracteristica,
conhecida como a sua identidade estrutural. Desta forma, os espectros
obtidos permitem a identificacdo de grupos de metabdlitos e a analise
comparativa de amostras (DELERIS; PETIBOIS, 2003; CERNA et al.,
2003).

Assim, objetivou-se analisar o metabolismo dos principais
metabdlitos de reserva localizados no tecido do megagametofito e o
perfil de metabolitos por espectroscopia vibracional de infravermelho,
associado ao teor de proteina dos embriGes nos diferentes tempos e
condicdes de armazenamento das sementes de araucaria.

3.2 MATERIAL E METODOS

As sementes maduras de araucéria foram coletadas no municipio
de Painel (27°55° de latitude sul, 50°06° de longitude oeste e altitude
média de 1144 metros), no planalto sul de Santa Catarina. Apds a coleta,
a amostra de sementes foi homogeneizada e obteve-se a amostra de
trabalho, de onde retirou-se uma fracdo para cada condicdo de
armazenamento: em ambiente de laboratorio sem controle térmico, em
refrigerador (5 °C), ou em freezer (-18 °C), em embalagens plasticas
transparentes vedadas, com didmetro de porosidade de 0,015 pm. Para o
periodo de armazenamento das amostras no ambiente de laboratdrio, as
variacdes de temperatura e umidade relativa foram de -3 °C e 33%, até
30 °C e 99%, respectivamente, com temperatura e umidade relativa
médias de 15 °C e 80% entre os meses de julho e dezembro de 2010
(EPAGRI/CIRAM, 2011).

A cada 60 dias, ao acaso, as amostras de trabalho de sementes
armazenadas nas diferentes condi¢Ges citadas tiveram seus embrides
cuidadosamente  separados  manualmente  dos  tecidos do
megagametofito. As amostras de embrides foram utilizadas para as
andlises do teor de proteinas sollveis totais e para a caracterizagdo dos
compostos por espectroscopia vibracional de infravermelho médio,
enquanto que as amostras do megagametofito foram utilizadas para as
andlises do teor de carboidratos sollveis totais e de amido. Tais
avaliagbes foram realizadas em sementes recém-colhidas, e em
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intervalos de 60 dias durante 0 armazenamento nas condicdes
anteriormente descritas, ao longo de um periodo amostral de 180 dias.

Testes preliminares foram conduzidos para a analise do teor de
proteinas totais, com as metodologias descritas por De Mot e
Vanderleyden (1989), Steiner (2005) e Santos et al. (2010), para a
determinacdo do protocolo mais adequado a biomassa em estudo, tendo
como referéncia a eficiéncia do rendimento de extracdo de proteinas
totais em amostras de embrides de araucéria. Para os experimentos,
utilizou-se a metodologia de Steiner (2005), com adaptacdes, em que
amostras de 100 mg de biomassa fresca foram maceradas com auxilio de
nitrogénio liquido e extraidas com tampdo de extracdo composto de 20
mM de fosfato de sodio dibasico (pH 7,5), 1 mM de EDTA (écido
etilenodiaminotetraacético), 50 mM de NaCl, 10% de Glicerol (v/v), 1
mM de PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonil) e 1,5% de -
mercaptoetanol (v/v). Apds centrifugacdo a 4000 rpm, a 4 °C, por 25
minutos, as proteinas totais foram precipitadas com a presenca de dois
volumes de alcool etilico absoluto para cada volume de sobrenadante,
com posterior armazenamento a 4 °C, por 50 minutos. Apds este
periodo, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, a 4 °C, por 35
minutos. O sobrenadante foi descartado e as proteinas totais
ressuspendidas em solucéo de 20 mM de fosfato de sodio dibasico (pH
7,5). Os teores de proteinas sollveis totais das amostras foram
quantificados espectrofotometricamente pelo método de Bradford
(1976), utilizando albumina de soro bovino como padrdo (BSA 0 — 800
pg/mL, R? = 0,9845, y = 2078,7x — 29,82). As anélises foram realizadas
a partir de quatro repeticdes.

As extracdes dos carboidratos sollveis totais e do amido foram
realizadas a partir da metodologia descrita por McCready et al. (1950),
utilizando o tecido do megagametdéfito das sementes, uma vez que esta é
a principal regido da semente de araucaria no fornecimento de nutrientes
para a retomada do desenvolvimento do eixo embrionério durante a
germinacdo. A extracdo dos carboidratos sollveis foi realizada a partir
de 1 g de biomassa fresca, macerada em gral e pistilo, seguida pela
extracdo tripla com auxilio de alcool etilico 80%, em banho-maria por 5
minutos. Apds centrifugacéo por 10 minutos a 10000 rpm, as amostras
foram filtradas e os sobrenadantes coletados para quantificacdo dos
carboidratos sollveis totais. Ao residuo, adicionou-se 2 mL de agua
destilada gelada e 2,6 mL de &cido perclorico 52%, para extracdo do
amido. Apds adicdo de 4 mL de agua, centrifugaram-se as amostras a
10000 rpm por 15 minutos, e 0 sobrenadante foi decantado em proveta,
em banho de gelo. Ao residuo, nova extracdo foi realizada com 1 mL de
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agua e 1,3 mL de &cido perclérico 52%. Decantou-se 0 sobrenadante
apos centrifugacdo por 10 minutos a 10000 rpm. As fracGes de amido
foram unidas e filtradas em I& de vidro, procedendo-se a quantificacéo.

Os carboidratos sollveis totais e 0 amido foram quantificados
através de analise colorimétrica, pelo método fenol-sulfarico (DUBOIS
et al., 1956), tendo D-glucose como padréo (Glucose 0 — 100 pg/mL, R?
= 0,9873, y = 0,0214x + 0,0839). Para o procedimento, aliquotas das
amostras foram adicionadas a 0,5 mL de fenol 5% e 2,5 mL de acido
sulfarico, sendo completadas com &gua destilada para 3,5 mL, com
posterior leitura da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro na
faixa de 490 nm. As analises foram realizadas a partir de quatro
repeticoes.

As analises de espectroscopia vibracional de infravermelho médio
(FT-IR) foram realizadas na Central de Andlises do Departamento de
Quimica, da Universidade Federal de Santa Catarina. Amostras de
embribes integrais (biomassa fresca) de araucaria foram analisadas em
espectrometro de infravermelho, modelo Bruker IFS 55, equipado com
sistema de ATR de reflexdo tnica (Golden Gate), em matriz de brometo
de potassio. Coletaram-se 128 varreduras/amostra, em janela espectral
de 4000 a 500 cm™. Os espectros foram normalizados e corrigidos para
a linha de base na regi&o de interesse (3000 a 600 cm™), e processados
com auxilio do programa OPUS (Bruker Biospin, versdo 5.0). As
analises foram realizadas em triplicata.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, em parcelas subdivididas no tempo, sendo trés condi¢Ges
de armazenamento (ambiente, refrigerador e freezer) e quatro periodos
de armazenamento (0, 60, 120 e 180 dias). A analise dos resultados foi
realizada através de andlise de correlagdo e varidncia com teste de
Tukey para separacdo de médias, a 5% de probabilidade, através do
programa estatistico SAS (2003), a excecdo dos resultados obtidos
espectroscopicamente. O conjunto de dados totais dos espectros
processados foi submetido a analise estatistica multivariada, através da
aplicacdo dos métodos de componentes principais (PCAs), com auxilio
do pacote estatistico The Unscrambler 9.1.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de proteinas sollveis totais armazenado nas sementes de
araucaria apresentou diferencas significativas ao longo do tempo de
armazenamento (Figura 3.1). O teor protéico inicial das amostras de
embrides era de 248 mg.g™, e foi reduzido significativamente nas
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amostras mantidas em ambiente sem controle térmico e em refrigerador
ao longo do tempo de armazenamento. Em relagcdo ao teor protéico
apresentado pelas amostras recém-colhidas, detectou-se uma reducao de
9 ordens de magnitude e 3 ordens de magnitude, respectivamente para
0s tratamentos de armazenamento em ambiente sem controle térmico e
refrigerador. Ja o armazenamento na condicdo de freezer manteve o teor
de proteinas sollveis das amostras, pois ndo se observaram alteragdes
significativas (P<0,05) no teor protéico ao longo do periodo amostral.

270 Aa

om e mmmee 4 ; ................................ 1
o begmb ; 1
210 \ .......... Ra ox”
g ~.
180 \ . Bb
150 Bb T

i
120 Sell
~~~~~ Bb
90 "~

Proteinas Sollveis Totais (mg.gtmf)

0] 60 120 180
Tempo de armazenamento (dias)
—— Ambiente --&--Refrigerador  ----@--- Freezer

Figura 3.1 — Teor protéico (mg.g™ ' mf) de embrides de Araucaria angustifolia ao
longo do periodo de armazenamento em ambiente sem controle térmico (-3 a 30
°C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C). As letras referem-se ao teste de
Tukey (P<0,05), sendo: mailsculas — comparagdo entre periodos de
armazenamento; minusculas — comparagao entre condigdes de armazenamento.

O teor protéico dos embribes de sementes recém-colhidas de
araucaria ¢ acumulado especialmente nas fases finais da embriogénese
(SILVEIRA et al., 2008). Entretanto, o conteudo de proteinas na
semente esta sujeito a alteragdes decorrentes do armazenamento. A
reducdo observada no teor de proteinas das sementes armazenadas em
refrigerador (5 °C) contradiz o resultado observado por Ramos e Souza
(1991), onde, apds armazenamento por 180 dias a 5 °C, ndo houve
reducdo significativa no teor de proteinas das sementes. Tem sido
relatado que diversos fatores, tais como o gendtipo e as condigdes
ambientais, podem influenciar a composi¢cdo quimica das sementes
(MARCOS FILHO, 2005).



67

O armazenamento em freezer demonstrou ser a condi¢cdo mais
adequada a manutencdo do teor protéico das amostras de embribes
zig6ticos de araucdria, em comparacdo ao refrigerador e ao ambiente
sem controle térmico. O teor de proteinas ndo modificou
significativamente ao longo do periodo de armazenamento em freezer,
mas nas amostras armazenadas em refrigerador e ambiente sem controle
térmico, observou-se a hidrélise mais acentuada das proteinas, o que
parece estar associado aos primeiros eventos do processo germinativo ja
gue, sob temperaturas mais elevadas de armazenamento, a atividade
metabdlica das sementes se mantém acentuada.

O teor de carboidratos solUveis totais observado nas sementes de
araucaria recém-colhidas foi de 803 mg.g?, e ndo se mostrou alterado
significativamente (P<0,05) até os 60 dias de armazenamento,
independente da condigdo (Figura 3.2). Aos 180 dias de armazenamento,
houve decréscimo no teor de carboidratos das amostras armazenadas em
refrigerador (781 mg.g™) e em freezer (782 mg.g™) sem, entretanto,
diferir  significativamente daquele apresentado pelas sementes
imediatamente apds a colheita. A condi¢do de armazenamento em
ambiente sem controle térmico ndo foi eficiente para retardar o
metabolismo das sementes de araucaria e, a partir dos 60 dias de
armazenamento, houve a germinagdo das sementes mantidas sob tais
condigBes experimentais, com a hidrélise dos compostos de reserva do
megagametofito, permitindo o desenvolvimento do embrido. Desta
forma, ndo foi possivel analisar o tecido do megagametéfito quanto ao
teor de carboidratos para os periodos de armazenamento de 120 e 180
dias. Em funcdo da auséncia de tecido, inferiu-se que o teor de
carboidratos sol(veis totais das amostras era de 0 mg.g™* aos 120 e aos
180 dias de armazenamento em ambiente sem controle térmico.
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Figura 3.2 — Teor de carboidratos soltveis totais (mg.g™ mf) do megagamet6fito
de sementes de Araucaria angustifolia ao longo do periodo de armazenamento
em ambiente sem controle térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18
°C). As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo: mailsculas —
comparacgdo entre periodos de armazenamento; mindsculas — comparagéo entre
condicOes de armazenamento.

Entre os carboidratos presentes nas células do megagametéfito
das sementes de araucaria recém-colhidas, 0 amido é o mais importante,
representando 586 mg.g™" de sua composicdo, o0 que evidencia a
importancia deste metabodlito primario para o crescimento do eixo
embrionario (Figura 3.3). Apesar de elevado, este valor foi 32% e 20%
inferior ao observado pelos autores Ramos e Souza (1991) e Piriz
Carrillo et al. (2003), respectivamente, o que pode ser explicado através
de relatos que a composicdo quimica das sementes pode variar em
funcéo de fatores como o gendtipo, o estadio de maturacdo, as condi¢des
climaticas do local de coleta, e a nutricdo da planta-mae (MARCOS
FILHO, 2005).
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Figura 3.3 — Teor de amido (mg.g™ mf) do megagamet6fito de sementes de
Araucaria angustifolia ao longo do periodo de armazenamento em ambiente
sem controle térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C). As
letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo: maiusculas — comparagdo
entre periodos de armazenamento; minudsculas — comparagéo entre condigdes de
armazenamento.

Analisando-se o teor de amido das amostras ao final do periodo
experimental, observou-se que apenas as amostras armazenadas em
condicdo de refrigerador apresentaram valores significativamente
semelhantes (P<0,05) aos obtidos nas amostras recém-colhidas. As
amostras de freezer apresentaram uma redugdo significativa de 3% no
teor de amido aos 180 dias de armazenamento em relacdo as recém-
colhidas. O teor de amido das amostras armazenadas em condi¢do de
ambiente sem controle térmico se manteve estivel até os 60 dias de
armazenamento. Apoés este periodo, houve a germinacdo das sementes
mantidas sob tal condicdo experimental e ndo foi possivel analisar o
tecido do megagametdfito quanto ao teor de amido para os periodos de
armazenamento de 120 e 180 dias. A auséncia de tecido proporcionou
inferir que o teor de amido das amostras era de 0 mg.g™* aos 120 e aos
180 dias de armazenamento em ambiente sem controle térmico.

A manutencdo do teor de amido das sementes de araucaria
armazenadas em refrigerador (5 °C) foi diferente daquela observada por
outros autores, onde 0 armazenamento de sementes de araucéria pelo
periodo de 180 dias, sob temperatura de 5 °C e 4 °C causou uma reducdo
no teor de amido em cerca de 23% e 12%, respectivamente (RAMOS;
SOUZA, 1991; PIRIZ CARRILLO et al., 2003). Com relagdo ao
trabalho de Ramos e Souza (1991), ndo ha especificagbes sobre
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possiveis variagbes na umidade e atividade metabdlica das amostras ao
longo do armazenamento e, em ambos os trabalhos, as diferentes
metodologias utilizadas para a extragdo e quantificacdo do contetido de
amido podem contribuir para as discrepancias observadas.

A andlise de correlagdo demonstrou relacdo positiva e
significativa entre o teor de carboidratos sollveis totais e o teor de
amido, com coeficiente de correlagdo de 0,99. Isto demonstra que,
independente da condicdo e do tempo de armazenamento, os resultados
obtidos pelas varidveis citadas apresentaram mesmo comportamento
durante o armazenamento das sementes. Tanto os teores de carboidratos
soliveis como de amido variaram em funcdo da temperatura de
armazenamento. Em ambiente sem controle térmico, em que a
temperatura média foi de 15 °C, houve a digestio e assimilagdo de tais
reservas, especialmente utilizadas como fontes de energia para a
formagdo de paredes celulares e protoplasma, para que houvesse 0
desenvolvimento embrionario, uma vez que observou-se alta taxa de
germinacdo (80%), como demonstrado no capitulo 2.

Ja para as condicOes controladas de armazenamento, as pequenas
alteragdes observadas nos compostos de reserva do megagametofito
provavelmente sdo devidas a sua utilizacdo prioritariamente como
substrato respiratorio, visando manter a viabilidade celular no periodo
de baixa atividade metabdlica.

Apesar de ocorrer em menor intensidade, também houve
correlagdo positiva e significativa entre o teor de proteinas (embrido) e o
teor de carboidratos sollveis totais (megagametdfito), com coeficiente
de correlacdo de 0,78, e o teor de proteinas e o teor de amido das
amostras, com coeficiente de correlagdo de 0,75. Visto que o teor de
proteinas foi analisado a partir do tecido do embrido e os teores de
carboidratos sollveis e amido foram analisados a partir do tecido do
megagametofito, este resultado demonstra que os diferentes tecidos
apresentaram mesmo comportamento para as diferentes varidveis,
independente da condicéo e do tempo de armazenamento.

As alteracdes observadas no teor de proteinas se assemelham as
alteragdes observadas nos teores de carboidratos e amido. No entanto, a
magnitude com que as alteragbes ocorreram difere entre os tecidos do
megagametofito e do embrido, e em funcdo da condicdo de
armazenamento. O decréscimo no teor de proteinas do embrido indica
que a hidrolise das proteinas ja iniciou, para que seus produtos sejam
translocados aos pontos de crescimento do eixo embrionario para a
formagéo dos novos tecidos, ou para as reacBes da cadeia respiratoria
gue, neste caso, esta em ritmo mais acelerado em relacdo ao
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megagametofito. Talvez esta constatacdo remeta aos primeiros eventos
da germinacdo, quando ha o alongamento das células do eixo
embrionério, sem que haja o acimulo de matéria seca. Quanto mais
elevada a temperatura de armazenamento, maior a velocidade com que
tais alteracGes ocorrem.

A combinacdo de diversas técnicas analiticas constitui uma
estratégia de interesse quando se busca otimizar a determinacdo dos
perfis metabdlicos de materiais em estudo. Assim, as andlises dos
espectros de FT-IR e dos componentes principais podem auxiliar a
determinacdo do perfil metabdlico e da similaridade de composicéo
macromolecular das amostras de embribes zigéticos de araucaria.

No perfil espectral de FT-IR sdo coletados os sinais de
grupamentos funcionais, os quais podem ser correlacionados com
grande precisdo & presenca de determinadas classes de metabdlitos,
gerando informagdes sobre a composicdo quimica das amostras. Ao
analisar a composicdo das amostras através dos espectros de FT-IR
obtidos, observou-se, em média, 19 a 22 picos relevantes situados na
janela espectral entre 3000 — 600 cm™ (Figura 3.4). Tais picos
demonstraram as variacdes entre as amostras quanto a presenca dos
compostos em funcdo da condicéo e do periodo de armazenamento.
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Figura 3.4 — Espectros de FT-IR (3000 — 600 cm™) de amostras de embrides de Araucaria angustifolia ao longo do periodo de
armazenamento em ambiente sem controle térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C). Onde: TO — recém colhidas;
T60A — aos 60 dias de armazenamento em ambiente sem controle térmico; T60R — aos 60 dias de armazenamento em
refrigerador; T60F — aos 60 dias de armazenamento em freezer; T120R — aos 120 dias de armazenamento em refrigerador; T120F
—aos 120 dias de armazenamento em freezer; T180R — aos 180 dias de armazenamento em refrigerador; T180F — aos 180 dias de

armazenamento em freezer.
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A regido situada entre 1200 — 950 cm™ é considerada identidade
dos carboidratos (CERNA et al., 2003), que podem absorver até a regido
de 800 cm™ (KUHNEN et al., 2010). Bandas de absorcéo entre 1300 —
800 cm™ apareceram em todos os espectros. Nesta regido espectral de
infravermelho, as bandas resultam, principalmente, de deformacdes
axiais das ligagdes C-O, C-C e C-O-C e da presenca de grupos COH
(SCHULZ; BARANSKA, 2007; KUHNEN et al., 2010). Tais formas
vibracionais estdo relacionadas com a estrutura de polissacarideos
amilaceos (RUBENS et al., 1999), onde foram observadas as bandas de
maior intensidade para as amostras de embriGes de araucaria (Figura
3.4). Portanto, tais bandas derivam de absorbancias oriundas dos
conftituintes amidicos, e.g., amilose (1022 cm™) e amilopectina (1016
cm™).

Os constituintes protéicos, por sua vez, podem ser visualizados
em fungdo da presenca de bandas resultantes de deformagfes axiais do
grupo C=0 e deformagdes angulares do grupo NH,, relativas as aminas
(LAMBERT, 2001; SCHULZ; BARANSKA, 2007). Estes constituintes
podem ser visualizados pela presenca de bandas em, aproximadamente,
1650 e 1550 cm™ (LAMBERT et al., 2001; SCHULZ; BARANSKA,
2007), ou simplesmente de bandas entre 1650 — 1500 cm™ (KUHNEN et
al., 2010). Portanto, verificou-se a presenca dos constituintes protéicos
nas amostras de embrides de araucaria através da presenca das bandas
em 1648 cm™ (Figura 3.4).

A presencga de lipidios, verificada através de grupos carboxilicos,
associada & deformacdo axial do grupo funcional C=0, tipicamente
encontrados em &cidos graxos, pode ser detectada Pela existéncia de
bandas em, aproximadamente 1740 cm™ e 1440 cm (SILVERSTEIN,
1994; SCHULZ; BARANSKA, 2007). A presenca de &cidos graxos
também pode ser constatada pelos sinais entre 3000 — 2800 cm™, ligados
a deformacéo axial e angular do grupo metil (-CHz) e/ou metileno (CH,)
(LAMBERT, 2001; KUHNEN et al., 2010). A analise das amostras de
embribes de araucaria demonstra a presenca dos constituintes lipidicos,
que pode ser visualizada (Figura 3.4) pela presenca de bandas em 2926
cm?, 2856 cm™e 1742 cm™.

A existéncia de bandas entre 900 — 690 cm™ sugere a presenca de
compostos com anéis aromaticos em sua estrutura, tais como os de
origem (poli)fendlica, os quais podem ser resultantes de deformagdes da
ligagdo =CH de compostos aromaticos (LAMBERT et al., 2001).
Analisando-se a Figura 3.4, percebe-se diversos sinais nesta faixa
espectral, relacionados a presenga de constituintes fenolicos nas
amostras em estudo. J4 as bandas existentes em 1140 — 1150 cm™
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podem identificar a presencga de terpendides (SCHULZ; BARANSKA,
2007; UARROTA, 2011).

Assim, os resultados observados demonstram a ocorréncia de
sinais tipicos de compostos de natureza protéica, lipidica, fendlica e
glicidica, neste caso majoritariamente amido.

Os perfis espectrais (Figura 3.4), usualmente, apresentam
informacles que ndo sdo observadas via andlise visual. Assim, a
identificacdo de alguns sinais, especialmente aqueles de menor
intensidade, e a diferenciacdo entre as amostras podem ser dificultadas
em funcdo das semelhancas estruturais por elas apresentadas e da
complexidade dos espectros. Portanto, na intencdo de analisar
comparativamente o conjunto de perfis espectrais e otimizar a extracdo
de informacfes a partir dos dados coletados, aplicou-se a andlise
multivariada através da determinagdo dos componentes principais
(PCA).

A andlise quimiométrica através da aplicacdo de componentes
principais neste estudo para fins de analise do perfil metabdlico revelou
uma clara discriminacdo das amostras, a partir do céalculo dos
componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2), conforme demonstrado na
Figura 3.5. A maior parte dos dados pode ser explicada pelo
componente PC1 (99%), comparativamente ao PC2 (1%). A anélise dos
componentes no presente estudo foi eficiente para explicar 100% da
variancia presente nos dados espectrais de FT-IR observados.
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Figura 3.5 — Distribuigdo fatorial de PC1 e PC2 para os dados espectrais de FT-
IR (3000 — 600 cm™) de amostras de embrides de Araucaria angustifolia ao
longo do periodo de armazenamento em ambiente sem controle térmico (-3 a 30
°C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18 °C). Onde: TO — recém colhidas; T60A —
aos 60 dias de armazenamento em ambiente sem controle térmico; T60R — aos
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60 dias de armazenamento em refrigerador; T60F — aos 60 dias de
armazenamento em freezer; T120R — aos 120 dias de armazenamento em
refrigerador; T120F — aos 120 dias de armazenamento em freezer; T180R — aos
180 dias de armazenamento em refrigerador; T180F — aos 180 dias de
armazenamento em freezer.

Através da determinacdo de PCA, pode-se perceber que as
amostras coletadas aos 60, 120 e 180 dias diferiram em sua composicao
em relacdo as amostras controle (recém-colhidas), independente da
condicdo de armazenamento. A analise do perfil espectral e das
contribuicBes fatoriais em PC1 evidenciou que os sinais em 1021cm™,
1649cm™ e 2930cm™ foram determinantes para a Separacdo amostral
observada, revelando as alteragdes na composicdo quimica das sementes
ao longo do periodo de armazenamento, comparativamente ao controle.

Desta forma, pode-se perceber que o0 armazenamento das
sementes de araucaria em ambas as condicdes de ambiente sem controle
térmico, refrigerador e freezer resultou em alteragdes no perfil
metabdlico, apresentando constitui¢cdes quimicas diferentes daquela
observada nas amostras imediatamente ap6s a colheita. Tais alteracfes
resultaram de diferencas estruturais conferidas especialmente pela
presenga das classes de compostos: carboidratos representados pelo
amido (sinais em 1021cm™), proteinas (sinais em 1649cm™) e lipidios
(sinais em 2930cm™).

A analise da Figura 3.5 revela um padrdo de agrupamento para as
amostras nos periodos intermediarios de armazenamento (60 e 120 dias),
implicando em menores discrepancias metabdlicas entre tais materiais.
Em contraponto, eles diferem das amostras dos tratamentos T60R,
T180R e TO. Tal agrupamento sugere que as amostras armazenadas por
60 dias em ambiente sem controle térmico é similar, ao nivel de
composicdo metabolica, as amostras armazenadas em refrigerador por
120 dias e em freezer por 180 dias.

Além disso, a fato das amostras armazenadas em refrigerador por
120 e 180 dias (T120R e T180R) estarem ambas no mesmo quadrante
(Figura 3.5) demonstra que h& correlaco entre tais tratamentos, os quais
podem apresentar certa caracteristica, evidenciada pelas contribuictes
fatoriais em PC1, que ndo foi observada nos demais. De fato, as analises
guantitativas do teor de proteinas, carboidratos sollveis e amido nédo
diferiram (P<0,05) entre tais tratamentos. As contribui¢Bes fatoriais
indicam que os componentes lipidicos também contribuiram para as
semelhancgas amostrais observadas.
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A distribuicdo das amostras ao longo de PC2 foi responsavel por
explicar apenas uma pequena parte dos dados. Tal distribuicdo revelou
alteragdes na composicdo fendlica entre as amostras de embrides de
araucéria, representada pela presenca de sinais em 971cm™, ao longo do
periodo experimental.

Os resultados observados associados a literatura demonstram que
0s carboidratos solGveis e 0 amido sdo 0s compostos mais importantes
na constituicdo do megagametofito das sementes de araucéria. A andlise
quimiométrica dos embrides foi eficiente em demonstrar que tais
metabdlitos também sdo importantes na constituicdo do embrido das
sementes de araucaria, pois 0s componentes glicidicos foram os mais
importantes para a separa¢do amostral observada.

Os constituintes protéicos também foram importantes para as
diferencas amostrais observadas. Neste caso, uma melhor relagdo pode
ser feita entre as analises por FT-IR e de forma quantitativa do teor de
proteinas nos tecidos do embrido das sementes, jd que 0s espectros
foram normalizados em funcdo da intensidade de sinais, a partir dos
constituintes amidicos (sinal de maior intensidade), em relagéo ao sinal
proeminente do espectro de referéncia (T0). A técnica de FT-IR foi
eficiente em identificar a alteragdo metabdlica no teor de proteinas, pois
observou-se uma diminuicdo na intensidade das bandas espectrais
referentes a tal constituinte, validada pela anélise quimica quantitativa,
gue demonstrou uma reducdo no teor de proteinas das amostras com o
avancgo do periodo de armazenamento. Assim, o decréscimo observado
no teor de proteinas das amostras ao longo do periodo amostral foi
semelhante as diferencas estruturais observadas nos espectros.

A abordagem analitica através dos espectros de FT-IR permitiu
detectar os perfis de maior similaridade estrutural entre as amostras
armazenadas de embrides de araucaria, comparativamente as recém-
colhidas. Tais analises foram importantes porque revelaram a presenca
de proteinas, lipidios, amilose e amilopectina, e também permitiram
inferir sobre a presenca de compostos do metabolismo secundario, como
fendlicos. Se realizadas pelos métodos tradicionais de analises dos
metabdlitos, como no caso das proteinas, carboidratos totais e amido,
despenderiam um tempo superior de analise, com treinamentos mais
refinados, e a necessidade de métodos com alta sensibilidade de
detecgdo.

Como diversos autores ja sugeriram (SCHULZ; BARANSKA,
2007; KUHNEN et al., 2010) , a andlise da constitui¢do de uma amostra
a partir da espectroscopia de infravermelho médio com transformadas de
Fourier revelou ser vantajosa em termos do reduzido tempo de analise,
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facilidade de execucdo, o fato de ser um método ndo destrutivo, a
pequena quantidade de amostra necessaria, a multiplicidade de analises
a partir de um s6 espectro. Portanto, pode ser utilizada como uma
técnica de analise de rotina (SIMOES, 2008). No entanto, o ajuste dos
espectros a alguns modelos matematicos com a aplicacdo de técnicas
multivariadas poderia agregar resultados quantitativos relevantes sobre a
composigdo das amostras.

A utilizac8o de métodos quimiométricos, como a analise de PCA,
é de grande valia, pois facilita a analise conjunta de todas as variaveis e
reduz a dimensionalidade dos dados. Os resultados mostraram que a
andlise exploratéria (PCA) é uma ferramenta Util para tratamento dos
dados em questdo, pois permitiu a separacdo dos dados, o que ndo foi
possivel perceber apenas pela inspec¢do visual dos espectros.

A técnica de FT-IR permitiu fazer a caracterizagdo e
discriminagdo das amostras em funcdo das regibes de absorcdo dos
grupos funcionais, identificando os principais metabdlitos presentes no
embrido das sementes de araucaria. A técnica de FT-IR associada a
andlise quimiométrica demonstrou que o0s constituintes amidicos
também sdo muito importantes na constituicdo do embrido, ndo somente
nos tecidos do megagameto6fito, onde as reservas sdo tipicamente
acumuladas para disponibilizagdo de nutrientes ao inicio do processo
germinativo. Tais analises foram eficientes para demonstrar que as
sementes tiveram altera¢cdes na sua composicdo quimica com o avango
do armazenamento e que O Processo ocorre concomitantemente no
embrido e no megagametofito.

3.4 CONCLUSOES

A condicdo de refrigerador foi eficiente no controle da hidrélise
dos metabdlitos de reserva dos tecidos do megagametofito em sementes
armazenadas de Araucaria angustifolia, mostrando ser uma alternativa
viavel de armazenamento das sementes ao longo do tempo de 180 dias.

Caracterizou-se a presenca de compostos primarios e secundarios
(amido, proteinas, lipidios e fendlicos) em embrifes de A. angustifolia.

Independente da condicdo de armazenamento houve alteragdes
nos metabolitos primarios e secundarios do embrido das sementes de A.
angustifolia armazenadas por 180 dias.

A associacdo da técnica de FT-IR com a analise quimica
quantitativa demonstrou que o teor de proteinas dos embrides reduz
gradativamente ao longo do armazenamento em refrigerador e ambiente
sem controle térmico nas sementes de A. angustifolia.
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O uso da técnica de FT-IR foi eficiente para caracterizar o perfil
metabdlico de embrides de A. angustifolia ao longo do periodo de
armazenamento das sementes, de forma simples e rapida.
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DANOS BIOQUIMICOS AS SEMENTES ARMAZENADAS DE
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze

4.1 INTRODUCAO

A qualidade fisiolégica de uma semente é alta principalmente
guando préximo da sua maturidade fisiolégica, quando ha a maxima
alocagdo de substancias aos tecidos de reserva. Ao final da fase de
matura¢do, as sementes recalcitrantes ja estdo completamente formadas,
pois sdo independentes da secagem para adquirir a capacidade
germinativa (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998). Sementes
recalcitrantes, como as de araucaria (TOMPSETT, 1984; FARRANT et
al., 1989; EIRA et al., 1994; ESPINDOLA et al., 1994), n4o suportam
grandes redugdes no teor de &gua, e apresentam grande dificuldade de
conservagdo (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998). Assim, 0 maximo
potencial de desempenho apresentado pela semente é diretamente
revertido ao metabolismo degenerativo durante o armazenamento, cuja
consequéncia final é a perda da viabilidade (MARCOS FILHO, 2005).

Este processo de deterioracdo, que ocorre em todas as sementes, é
acelerado e intensificado nas sementes recalcitrantes. A deterioragdo da
semente é evidenciada por danos a integridade do DNA e ao sistema de
membranas, peroxidacdo de lipidios, lixiviacdo de solutos, mudancgas na
atividade respiratoria, modificacdes na atividade enzimatica e sintese de
proteinas, e acimulo de substancias toxicas, entre outros (SANTOS et
al., 2004). Tais alteragcbes bioquimicas podem refletir em diversos
prejuizos as sementes e plantulas, incluindo reducédo do vigor e aumento
do numero de plantulas com anormalidades morfoldgicas.

O metabolismo e a integridade celulares dependem da habilidade
do organismo em sintetizar, ativar e preservar proteinas, em quantidade
suficiente (MARCOS FILHO, 2005), e manter ou aumentar a atividade
de enzimas envolvidas nos mecanismos de defesa das células a
determinado estresse. As células das sementes estdo constantemente
sujeitas a acdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais sdo
produzidas por todas as células durante os processos metabolicos
(PEREIRA, 2010). Durante o avanco do processo de envelhecimento,
observa-se um aumento nas concentra¢des de EROs enddgenas, levando
a uma serie de mudancas fisioldgicas, chamadas de estresse oxidativo, o
qual pode provocar danos celulares, senescéncia e morte celular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Entre as EROs estéo os radicais livres, cujos mais importantes s&o
os radicais hidroxila ('OH) e superéxido (O,”) (COOLBEAR, 1995;
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McDONALD, 1999). Para controlar o nivel destas EROs e proteger as
células sujeitas a condicBes de estresse, os tecidos das plantas contém
distintas defesas antioxidantes, como a presenga de enzimas que buscam
neutralizar as EROs, tais como o0s sistemas compostos pela superoxido
dismutase e pela catalase (BLOKHINA et al., 2003; PEREIRA, 2010).
Estes sistemas atuam como detoxificadores do agente, antes que a leséo
seja provocada (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Os mecanismos
enzimaticos de protecdo atuam durante o armazenamento das sementes,
guando ha o avanc¢o no processo deteriorativo (NAKADA et al., 2010).

A peroxidacdo lipidica é, provavelmente, a maior conseqliéncia
da acdo deletéria das EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). A
instabilidade quimica dos lipidios constitui um dos fatores que mais
influenciam a queda do desempenho das sementes de varias espécies
(MARCOS FILHO, 2005; JOSE et al., 2010). Por isso, a peroxidagio
lipidica tem sido relatada como uma das principais alteragdes envolvidas
na deterioracdo de sementes (McDONALD, 1999; VILLELA; PERES,
2004), correlacionada com o declinio de vigor e viabilidade (WILSON;
McDONALD, 1986). Durante o armazenamento, os lipidios, tanto
armazenados como nos componentes das membranas, sofrem lenta, mas
consistente peroxidacdo, que gera um aumento nos radicais livres e
forma produtos secundérios téxicos (WILSON; McDONALD, 1986;
VIDAS et al.,, 1992), além de promover a perda da permeabilidade
seletiva, e a degradacdo de DNA e de proteinas (MARCOS FILHO,
2005). Em sementes armazenadas de seringueira, a oxidacao de lipidios
foi considerada a principal causa da deterioracdo de sementes (DE
PAULA etal., 1997).

A reducdo da integridade do DNA, provocada pela acdo de
enzimas hidroliticas, pela atividade de radicais livres, ou ainda pela
interacdo com produtos secundarios da peroxidacdo lipidica
(COOLBEAR, 1995), esta relacionada ao envelhecimento e a perda da
viabilidade das sementes, mas ainda ha duvidas se essas injdrias causam
ou sdo consequiéncias da deterioracdo (MARCOS FILHO, 2005).

Ha ampla literatura relacionando a reducdo da longevidade das
sementes a perda da integridade do DNA, as alteragdes na sintese de
proteinas e atividade de enzimas antioxidantes, ao acumulo de radicais
livres e a0 aumento na peroxidacdo de lipidios. Entretanto, a pesquisa
buscando avaliar tais alteracbes metabdlicas em sementes de araucéria
ainda tem inimeros desafios, apesar de ser essencial @ compreensdo dos
mecanismos envolvidos na manutencdo da sua viabilidade. A atual
vulnerabilidade da araucéria, a qual consta nas principais listas de
espécies ameacgadas de extingdo, requer agdes urgentes de conservagéo.
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A disponibilidade de sementes restrita a poucos meses por ano dificulta
a restauracdo das areas remanescentes. Compreender os principais
processos envolvidos na perda da qualidade das sementes de araucaria
pode colaborar para a ampliacdo do periodo de manutencdo da sua
qualidade apds a colheita.

Desta forma, objetivou-se analisar as possiveis alteracdes no
perfil de proteinas, na atividade de enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo celular, no nivel de peroxidacdo lipidica e na integridade do
DNA nos embrifes zigoticos de araucéria durante o armazenamento das
sementes.

4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal, e de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal, do departamento de Fitotecnia, e
no laboratério de Ecofisiologia Respiratéria do departamento de
Zoologia e Ecologia, da Universidade Federal de Santa Catarina.

A coleta das sementes maduras de araucéria foi realizada no
municipio de Painel (27°55’ de latitude sul, 50°06” de longitude oeste e
altitude média de 1144 metros), no planalto sul de Santa Catarina. A
amostra de sementes foi homogeneizada e obteve-se a amostra de
trabalho, de onde retirou-se uma fracdo para cada condigdo de
armazenamento: em ambiente de laboratério sem controle térmico, em
refrigerador (5 °C), ou em freezer (-18 °C), em embalagens plasticas
transparentes vedadas, com porosidade de 0,015 um. No periodo de
armazenamento das amostras em ambiente de laboratério (Lages, SC),
as variagcdes de temperatura e umidade relativa foram de -3 °C e 33%,
até 30 °C e 99%, respectivamente, com temperatura e umidade relativa
médias de 15 °C e 80% entre os meses de julho e dezembro de 2010
(EPAGRI/CIRAM, 2011).

As avaliacdes foram realizadas em embrides zigoticos de
sementes recém-colhidas, em triplicata, e em intervalos de 60 dias
durante o armazenamento nas condigdes ja citadas, quanto ao perfil de
proteinas totais, as atividades das enzimas superdxido dismutase e
catalase, o nivel de peroxidacédo lipidica e a integridade do DNA, ao
longo de um periodo amostral de 180 dias.

As proteinas presentes nas amostras foram extraidas através de
adaptacdes da metodologia de Steiner (2005), a partir de amostras de
100 mg de matéria seca, com auxilio de tampéo de extragcdo composto
de 20 mM de fosfato de sédio dibasico (pH 7,5), 1 mM de EDTA (acido
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etilenodiaminotetraacético), 50 mM de NaCl, 10% de Glicerol (v/v), 1
mM de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) ¢ 1,5% de -
mercaptoetanol (v/v). Apds centrifugacdo a 4000 rpm, a 4 °C, por 25
minutos, o sobrenadante foi coletado e utilizado para todas as analises, a
excecdo daquelas relativas ao DNA gendmico.

Para as andlises eletroforéticas, as proteinas totais foram
precipitadas com a presenca de dois volumes de alcool etilico absoluto
para cada volume de sobrenadante, com posterior armazenamento a 4
°C, por 50 minutos. Apés este periodo, as amostras foram centrifugadas
a 4000 rpm, a 4 °C, por 35 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
proteinas totais ressuspendidas em solu¢do de 20 mM de fosfato de
sodio dibasico (pH 7,5). Os teores de proteinas totais serviram de
referéncia para as demais andlises, e foram quantificados
espectrofotometricamente pelo método de Bradford (1976), utilizando
albumina de soro bovino como padrao.

Utilizaram-se 20 pg de proteinas para a aplicacdo em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE a 12% (gel separador) e 5% (gel
concentrador) de acordo com Laemmli (1970), em trés repeticGes. O
sistema de eletroforese contendo as amostras foram colocados em
solucdo tampdo com pH de 8,3, contendo 50 mM de Tris, 0,384 M de
glicina, 5 mM de EDTA, pH 8,8, e 0,25% de SDS (dodecil sulfato de
sodio). A corrida eletroforética foi realizada a 80 V por 15 horas.
Posteriormente, os géis foram corados com azul de coomassie 0,1%
conforme Alfenas (1998) por 12 horas e descorados com solucdo de
acido acético 10%, metanol 45% e agua destilada 45%. A analise das
bandas das fragfes protéicas foi qualitativa, avaliando-se visualmente a
presenga e a intensidade das bandas.

A andlise da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD,
EC 1.15.1.1) foi realizada através da metodologia de Misra e Fridovich
(1972). O método baseia-se na oxidacdo da adrenalina formando o
adenocromo, reacdo que é retardada pela presenca da enzima SOD na
amostra. Para o ensaio, adicionou-se 1,95 mL de tampdo glicina 50mM
(pH 10), a 50 pL da solucdo de adrenalina 60 mM (pH 2), observando-
se o grafico com a oxidagdo da adrenalina expressa pela formacdo de
uma curva ascendente, em espectrofotdbmetro marca GBC, modelo
UV/VIS 916 duplo feixe, ligado a um software, sob comprimento de
onda de 480 nm. Agregaram-se aliquotas de 20, 30 e 40 uL de amostra
durante a reagdo de oxidagdo. A porcentagem de inibicdo foi calculada
levando-se em conta a porcdo ascendente da curva de oxidacdo da
adrenalina e a porcdo de inibigdo, expressas no grafico. Extrapolando
50% de inibicdo, determinou-se o volume de aliquota correspondente.
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Para a andlise da atividade da enzima catalase (CAT, EC
1.11.1.6), testaram-se trés metodologias distintas, onde determinou-se a
velocidade de decomposi¢do do peréxido de hidrogénio em fungéo de
sua degradacédo pela catalase, em um comprimento de onda de 240 nm.
A primeira metodologia testada foi a descrita por Kraus et al. (1995),
com adaptacgdes de Azevedo et al. (1998). Neste caso, as amostras foram
avaliadas a 25 °C, em uma mistura de reacdo com 1 mL de tampé&o
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM de EDTA, 3 mM
de ditiotreitol (DTT) e 4% de polivinilpirrolidona (PVP), e ao tampdo
foram adicionados 2,5 uL de perdxido de hidrogénio (H,0,) (solucéo de
30%). Apo6s adicionar-se 25 L das amostras, iniciou-se a reagdo, com
as atividades sendo determinadas seguindo-se a decomposi¢édo do H,0,
por 5 minutos, por alteracbes na absorbancia a 240 nm, em
espectrofotdmetro GBC UV/VIS 916 duplo feixe.

Para 0 método descrito por Aebi (1984), preparou-se uma solugao
de 10 mM de H,0, em 50 mM de tampédo fosfato de potéssio (pH 7,0),
utilizada como substrato da reacdo. Adicionaram-se 2 mL desta
solucBdo a 20 pL das amostras, observando-se a velocidade de
decomposicdo do H,0, através do decaimento na absorbancia a 240 nm,
por 5 minutos, em espectrofotdmetro GBC UV/VIS 916 duplo feixe.

No terceiro caso, adicionou-se Dodecil sulfato de sédio (SDS)
10%, para promover a lise das membranas celulares. Procedeu-se a
analise segundo Aebi (1984), como previamente descrito.

O acumulo de produtos da oxidacdo de lipidios, como o
Malondialdeido (MDA), é utilizado para medir a peroxidacéo de lipidios
em sementes armazenadas (BEWLEY BLACK, 1994; SMITH,;
BERJAK, 1995). Assim, a peroxidacdo de lipidios foi avaliada
conforme descrito por Ohkawa et al. (1979), por meio da determinagdo
do indice de acido tiobarbitdrico (TBA). No processo, uma molécula de
MDA reage com duas moléculas de TBA, formando um pigmento cor-
de-rosa com absor¢do méaxima entre 532 — 535 nm (PEREIRA, 2010).
Para a avaliacdo, utilizou-se 100 puL de amostra misturados a 1 mL de
acido tricloroacético (TCA) 12%. Posteriormente, adicionou-se 0,9 mL
de tampao Tris-HCI 60 mM e 1 mL de TBA 60 mM. As amostras foram
fervidas em banho-maria, a 100 °C, por 1 hora. Apds esfriamento,
realizou-se a leitura da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro
GBC UV/VIS 916 duplo feixe, em comprimento de onda de 535 nm.

A extracdo do DNA gendmico de embrides de araucéria foi
realizada baseada nos protocolos de Doyle e Doyle (1987, 1990) para
plantas que apresentam altas concentragdes de polissacarideos. Os
embribes foram pulverizados em gral de porcelana com auxilio de
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nitrogénio liquido. Adicionaram-se 700 pL de tampdo de extracdo,
contendo 1,4 M de NaCl, 100 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM de
EDTA (pH 8,0), 1% de PVP 40, 2% de CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio) e 0,2% de p-mercaptoetanol, e as amostras foram
mantidas em banho-maria a 65 °C, por 50 minutos. Apds este periodo,
adicionaram-se 650 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (CIA) (24:1) as
amostras, que foram centrifugadas a 13500 rpm por 7 minutos. Apds a
adicdo de 200 pL de tampdo de extracdo, 650 pL de CIA foram
incorporados, com posterior centrifugacdo a 10000 rpm, por 7 minutos,
processo que foi repetido por quatro vezes. O sobrenadante DNA
resultante foi precipitado com a adicdo de um volume de &lcool
isopropilico, seguido de homogeneiza¢do e centrifugacdo a 10000
durante 7 minutos. O precipitado foi lavado duas vezes com 500 L de
alcool etilico 70%, sendo centrifugado por 2 minutos. Apds seco, 0
precipitado foi ressuspendido com 40 pL de tampéo contendo 10 mM de
Tris-HCI (pH 8,0) e 1 mM de EDTA (pH 8,0). Apds extracdo, 0 DNA
das amostras foi quantificado em espetrofotbmetro NanoDrop em
absorbancia de 260 nm, e submetido a eletroforese em gel de agarose
0,8% (100 V), na qual os fragmentos de DNA (que s&o eletronegativos)
migram por repulsdo do polo negativo para o pélo positivo da cuba
eletroforética, e corado com o corante fluorescente GelRed. O gel foi
visualizado em transiluminador sob radiacéo ultravioleta.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, em parcelas subdivididas no tempo, sendo trés condicOes
de armazenamento (ambiente, refrigerador e freezer) e quatro periodos
de armazenamento (zero, 60, 120 e 180 dias). A analise dos resultados
dos marcadores de estresse oxidativo foi realizada através de andlise de
variancia e a comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, através do programa estatistico SAS (2003). A andlise
dos resultados obtidos pela eletroforese de proteinas e de DNA foi
qualitativa, buscando-se avaliar, visualmente, a presenga e intensidade
das bandas, e a integridade e qualidade das bandas, respectivamente.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteraces bioquimicas baseadas no perfil das proteinas em
embribes de araucéria foram analisadas em funcdo da condigdo e do
tempo de armazenamento das sementes. Nas amostras recém-colhidas,
as bandas de maior intensidade foram as de, aproximadamente, 55 kDa,
38 kDa, 20 kDa e 15 kDa (Figura 4.1). Ao longo do tempo associado as
condi¢cbes de armazenamento observaram-se alteragdes no perfil de
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proteinas das sementes de araucéria. Observou-se a presenca das bandas
de, aproximadamente, 45 kDa e 32 kDa que previamente ndo estavam
presentes, 0 aumento na intensidade da banda de 31 kDa, e a auséncia da
banda de, aproximadamente, 38 kDa, nas sementes armazenadas em
refrigerador por 60 dias e nas sementes armazenadas em freezer por 60,
120 e 180 dias. Observou-se também uma diminui¢cdo na intensidade de
todas as bandas do perfil eletroforético de proteinas nas sementes
armazenadas em ambiente sem controle térmico, especialmente ap6s 60
dias de armazenamento, sendo que as proteinas que persistiram até os
180 dias de armazenamento com maior intensidade de bandas foram as
de, aproximadamente, 37 kDa e 34 kDa.
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Figura 4.1 — Perfil eletroforético de proteinas de reserva em embrides de
Araucaria angustifolia ao longo do periodo de armazenamento das sementes em
ambiente sem controle térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18
°C). Onde: TO — recém colhidas; T60A — aos 60 dias de armazenamento em
ambiente sem controle térmico; T60R — aos 60 dias de armazenamento em
refrigerador; T60F — aos 60 dias de armazenamento em freezer; T120A — aos
120 dias de armazenamento em ambiente sem controle térmico; T120R — aos
120 dias de armazenamento em refrigerador; T120F — aos 120 dias de
armazenamento em freezer; T180A — aos 180 dias de armazenamento em
ambiente sem controle térmico; T180R — aos 180 dias de armazenamento em
refrigerador; T180F — aos 180 dias de armazenamento em freezer.

A degradacdo das proteinas foi evidenciada pela diminui¢do na
intensidade de bandas, principalmente nas amostras armazenadas em
ambiente sem controle térmico, em que houve grande variacdo de
temperatura durante o periodo de armazenamento (-3 a 30 °C),
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comparativamente ao refrigerador (5 °C) e ao freezer (-18 °C) que
permaneceram com a temperatura constante e controlada durante todo o
periodo de armazenamento. Este fato demonstra que a elevada
amplitude térmica durante o armazenamento pode promover a
degradacdo das proteinas em embrifes de araucaria. Outros autores
relatam que a degradacdo de proteinas em sementes armazenadas de
Trifolium incarnatum (trevo encarnado) e Lolium perenne (azevém
perene) foi dependente da severidade das condi¢cdes de armazenamento
(CHING; SCHOOLCRAFT, 1968). A diminuicdo na intensidade de
bandas também foi observada em sementes de Handroanthus albus (ipé-
amarelo) apds armazenamento por 12 meses, seguido de envelhecimento
artificial (SHIBATA et al., 2012).

Algumas das proteinas observadas neste trabalho podem
corresponder as proteinas descritas por outros autores e identificadas em
embrides maduros de araucaria. As proteinas de 20 kDa, cuja banda
apresentou elevada intensidade, podem corresponder ao grupo das
chaperoninas, proteinas que atuam no processamento da RuBisCo e
estdo relacionadas ao desenvolvimento do aparelho fotossintético, sendo
uma das mais abundantes no final da embriogénese da araucéria
(BALBUENA, 2009). As proteinas de 31 kDa e 15 kDa podem
corresponder as proteinas de reserva vicilinas, identificadas em grande
guantidade em embrides maduros de araucéria (BALBUENA, 2009). As
proteinas de reserva vicilinas também foram encontradas em abundancia
em embrifes somaticos durante o estadio final da embriogénese em
araucaria (STEINER, 2009). Desta forma, sugere-se que algumas
proteinas com fungbes regulatérias bem definidas durante a
embriogénese, também podem estar presentes nos embrides das
sementes de araucaria.

Algumas enzimas também podem atuar diferentemente ao longo
do armazenamento das sementes. Os tecidos das sementes, como de
outros tecidos vegetais e animais, podem sofrer danos causados pelos
radicais livres, principalmente quando tecidos maduros sdo submetidos a
estresses ambientais e ao envelhecimento (BARBEDO; MARCOS
FILHO, 1998). Algumas enzimas podem atuar diretamente contra as
espécies reativas do oxigénio (EROs), ou reparar os danos por elas
causados ao organismo (BARREIROS et al., 2006).

Uma das EROs mais importantes é o anion superéxido (O,"), que
pode causar sérios danos as células, sendo convertido em peroxido de
hidrogénio (H,O,) e oxigénio (O,) pela acdo da enzima superdxido
dismutase (SOD), encontrada em quase todos os compartimentos
celulares (MITTLER, 2002; BARREIROS et al., 2006). A SOD pode
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ser encontrada no citoplasma celular e na matriz mitocondrial, e
constitui a primeira linha de defesa das células contra as EROs, pois
participa dos eventos de necessarios a detoxificacdo ou neutralizagéo
das EROs (ALSCHER et al., 2002; CORTE et al., 2010). Sua atividade
foi avaliada em embrides maduros de araucaria durante o
envelhecimento no periodo de armazenamento das sementes.

A atividade da enzima superoxido dismutase nos embriGes das
sementes recém-colhidas foi de 11,24 kU SOD.mg prot™, e apresentou
alteracBes ao longo do periodo experimental, dependentes da condicdo
de armazenamento (Figura 4.2). A atividade da SOD se manteve
significativamente baixa ao longo do periodo de armazenamento apenas
em embrides armazenados em freezer. Os embrides armazenados em
refrigerador apresentaram aumento gradual da atividade da SOD e, ao
final do periodo experimental, a atividade foi 3,4 ordens de magnitude
superior que em embrides recém-colhidos. A atividade da SOD nas
amostras armazenadas em ambiente sem controle térmico apresentou
tendéncia de aumento até os 120 dias de armazenamento, sendo 14,4
vezes superior em relacdo a atividade nas recém-colhidas. Apds este
periodo, houve decréscimo acentuado na atividade da SOD.

170
Ca

-
=i
=

AN
/

40 / \( -
30 Ba - -

’A/Bb B -~ wb
20 1

A Y leinie [ ]
T T L Ac
10 T’f% ph T, & o, oy
.
0+ T T ]

0 60 120 180

Superoxido Dismutase
{kU SOD.mg prot?)
g
0
o

Tempo de armazenamento (dias)
—f— Ambiente —a— Refrigerador -« 4@-. Freezer

Figura 4.2 — Atividade da enzima superéxido dismutase (kU SOD.mg prot™) em
embriBes de Araucaria angustifolia ao longo do periodo de armazenamento das
sementes em ambiente sem controle térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e
freezer (-18 °C). As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo:
mailsculas — comparagdo entre periodos de armazenamento; minGsculas —
comparagdo entre condi¢Ges de armazenamento.
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Em funcdo da elevada amplitude na temperatura de
armazenamento em ambiente (em média 15 °C) em comparacdo as
demais condicOes, a atividade metabolica acelerada pode ter conduzido
a producdo excessiva do O, acima da capacidade de eliminagdo pela
acdo da SOD. Tal fato pode ter conduzido a degradadacdo protéica e
inativacdo da enzima. Quando ha um aumento na concentragdo de EROs
sob condigBes de estresse elevado, o sistema de defesa antioxidante
pode ser sobrecarregado e suprimido (ALSCHER et al., 2002). Por outro
lado, a capacidade respiratoria das amostras pode ter decaido em funcgéo
dos danos as membranas mitocondriais (COOLBEAR, 1995) e a
indisponibilidade de oxigénio e/ou a baixa atividade da enzima NADPH
oxidase pode ter provocado um decréscimo na producdo de O,"
(BLOKHINA et al., 2003). As alteracdes observadas na atividade da
SOD em embrifes de araucaria ao longo do armazenamento das
sementes ndo se repetem em algumas outras espécies florestais como
Melanoxylon bralna (brana), cujos eixos embrionarios de sementes
armazenadas por 12 meses ndo apresentaram alteracGes na atividade da
SOD (CORTE et al., 2010).

A atuacdo da SOD leva a formacdo de perdxido de hidrogénio
(H,0,), o qual é pouco nocivo, mas pode causar dano celular grave
devido a geragdo do radical hidroxila ((HO) na presenca de metais,
especialmente o ferro (reacdo de Fenton) devido a sua alta
biodisponibilidade, pois encontra-se complexado com proteinas de
transporte e armazenamento (BARREIROS et al.,, 2006; PEREIRA,
2010). O "HO ¢ o radical mais deletério aos organismos, causando danos
ao DNA, RNA, proteinas, lipidios e membranas celulares
(BARREIROS et al., 2006). A catalase (CAT) é um antioxidante que
atua na detoxificacdo do H,0,, catalisando sua redugdo em H,O e O,
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Nos experimentos conduzidos ndo identificou-se a acdo da
enzima catalase nos embrides das sementes recém-colhidas e
armazenadas nas diferentes condicbes ao longo do periodo
experimental. A atividade da CAT deve ser medida pela velocidade de
decaimento na absorbancia a 240 nm, o que ndo ocorreu em nenhuma
das trés metodologias testadas. Tal fato indica que novos procedimentos
de extracdo e andlise desta enzima devem ser testados em embrifes de
araucaria ou que nas condi¢des de armazenamento, sua atuagdo nao foi
favorecida.

No entanto, além da CAT exercer a funcdo de regular o nivel de
H,0, nas células, existem as peroxidases para tal funcdo (BLOKHINA
et al, 2003). A CAT se encontra compartimentalizada nos
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peroxissomos, e as peroxidases, como a ascorbato peroxidase, que pode
estar presente pelo menos em quatro compartimentos celulares, o
citosol, peroxissomos, mitocéndrias e cloroplastos (CHAGAS, 2007,
CAVERZAN, 2008) podem ter maior afinidade pelo H,O,. Este pode
ser um indicativo de que outras enzimas estejam atuando
preferencialmente na eliminagdo do peroxido de hidrogénio, e que a
CAT se tornaria mais importante em condigdes mais elevadas do H,0,.

As EROs presentes nas células podem desencadear reacdes
oxidativas em cadeia altamente prejudiciais, como a peroxidacdo dos
lipidios (COOLBEAR, 1995). Nos embrides de sementes recém-
colhidas de araucaria, os resultados indicaram a ocorréncia da
peroxidacéo de lipidios de 2,29 mM.mg prot™ (Figura 4.3). Este valor se
manteve constante nas amostras armazenadas em freezer (-18 °C) por
180 dias, o que difere do observado por outros autores que constataram
gue o armazenamento sob temperatura negativa (-20 °C) favoreceu a
formacdo de perdxidos em sementes de Helianthus annuus (girassol)
(JOSE et al., 2010).
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Figura 4.3 — Nivel de peroxidagdo lipidica (mM.mg prot™) (TBARS) em
embriBes de Araucaria angustifolia ao longo do periodo de armazenamento das
sementes em ambiente sem controle térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e
freezer (-18 °C). As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo:
mailsculas — comparagdo entre periodos de armazenamento; minGsculas —
comparagdo entre condi¢Ges de armazenamento.
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Ja para as demais amostras, a peroxidacdo de lipidios foi
acentuada em 2,7 ordens de magnitude para as amostras armazenadas
em refrigerador e em 6,8 ordens de magnitude para aquelas em ambiente
sem controle térmico ao final do periodo experimental. O aumento na
peroxidacédo de lipidios durante o armazenamento também foi observado
em sementes de Melanoxylon brauna (bratina) a 20 °C (CORTE et al.,
2010) e Vigna radiata (feijao-mungo) a 33 °C (MURTHY et al., 2002),
sendo associado a perda da viabilidade e deterioracdo das sementes.

Os resultados observados evidenciam que, quanto menor a
temperatura de armazenamento das sementes, menos acentuado sera o
processo de lipoperoxidacdo em embrides de araucéria. Este resultado
difere daquele observado em sementes recalcitrantes de Hevea
brasiliensis (seringueira), em que houve aumento na peroxidagdo de
lipidios durante o armazenamento por 75 dias, sem que houvesse
diferencas significativas na peroxidacdo entre as condicbes de
armazenamento a 5 °C e a 20 °C (DE PAULA et al., 1998).

A presenca dos radicais livres pode causar a peroxidacdo de
lipidios, que destréi a membrana nuclear, podendo levar a degradacdo
do DNA (McDONALD, 1999). A analise da integridade e qualidade do
DNA das amostras demonstra que, pelo método de extracdo utilizado,
aparentemente ndo houve degradacdo do DNA nos embrifes zigoticos
de araucéria durante o tempo e nas diferentes condicbes de
armazenamento (Figura 4.4). Este resultado pode ser observado em
fungdo do gel de DNA apresentar-se integro e sem arraste vertical. A
condicdo de armazenamento em ambiente sem controle térmico nédo foi
eficiente para retardar o metabolismo das sementes de araucéria e, a
partir dos 60 dias de armazenamento, houve a germinacéo das sementes
mantidas sob tais condi¢des experimentais, com a hidrdlise das reservas
e 0 desenvolvimento do embrido. O nimero de embrides intactos ndo foi
suficiente para a realizacdo das analises de integridade do DNA para 0s
periodos de armazenamento de 120 e 180 dias.
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Figura 4.4 — Gel de agarose (0,8%) de DNAs gendmicos extraidos de embrides
de Araucaria angustifolia ao longo do periodo de armazenamento das sementes
em ambiente sem controle térmico (-3 a 30 °C), refrigerador (5 °C) e freezer (-18
°C). Onde: TO — recém colhidas; T60A — aos 60 dias de armazenamento em
ambiente sem controle térmico; TBOR — aos 60 dias de armazenamento em
refrigerador; T60F — aos 60 dias de armazenamento em freezer; T120R — aos
120 dias de armazenamento em refrigerador; T120F — aos 120 dias de
armazenamento em freezer; T180R — aos 180 dias de armazenamento em
refrigerador; T180F — aos 180 dias de armazenamento em freezer.

A andlise da Figura 4.4 também demonstra que ha baixa
concentracdo de polissacarideos nas amostras e todas elas estavam livres
de RNA, indicando que ndo houve falhas metodoldgicas, pois 0 método
de extracdo do DNA foi eficiente e apresentou alto grau de purificacéo.
Segundo Chiari et al. (2009), o fato das bandas ndo apresentarem forma
cbnica em direcdo ao pélo positivo e ndo haver grande quantidade de
DNA retido no pogo do gel indicam a auséncia de polissacarideos e, se 0
RNA estivesse presente, bandas com menor massa molecular seriam
observadas no gel.

O fato do DNA das amostras aparentemente se manter integro
durante os 180 dias no periodo experimental pode representar que as
membranas nucleares ndo sofreram desestruturagcdo e atuaram como
barreiras de protecdo ao DNA. No caso da araucaria, 0 metabolismo
preparatorio para a germinagdo parece ter se mantido ativo durante o
armazenamento, pois as sementes foram armazenadas com elevado teor
de agua. Um dos primeiros eventos ativados no inicio do processo
germinativo das sementes é a acdo de mecanismos de reparo de
possiveis danos ao DNA (BOUBRIAK et al., 1997), ja que a sintese de
RNA e, posteriormente, a sintese de proteinas podem ser diretamente
afetadas pela ocorréncia de danos ao DNA (MARCOS FILHO, 2005). A
degradacdo do DNA poderia ter sido acentuada, com prejuizos ao
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desempenho das sementes, se bloqueios a atuacdo desses mecanismos
tivessem sido desencadeados. Isto permite inferir que a degradacdo do
DNA pode ocorrer em estadios mais avancados do processo de
deterioragdo em sementes armazenadas de araucéria.

O atague promovido por radicais livres pode provocar a
destruicdo da membrana nuclear e, como conseqiiéncia, causar a
degradacdo do DNA (McDONALD, 1999). Por outro lado, hd a
possibilidade de que o DNA permaneca funcional durante a
deterioracdo, e resulte na formacdo de mRNA funcional que, durante o
armazenamento pode ser degradado, prejudicando a transcricdo e
causando a sintese enzimética incompleta ou defeituosa (McDONALD,
1999). H& a necessidade, portanto, de exames mais detalhados a nivel de
DNA, buscando avaliar tais hipdteses e as possiveis alteracGes durante o

processo germinativo das sementes.

4.4 CONCLUSOES

O armazenamento em ambiente sem controle térmico provocou
grande degradacdo de proteinas nos embriGes zigdticos de A.
angustifolia.

A presenca de proteinas de 45, 32 e 31 kDa foi observada em
embrides durante o armazenamento apenas em refrigerador e freezer.

Observou-se um aumento na atividade da superoxido dismutase
em embrides durante armazenamento das sementes em ambiente sem
controle térmico e refrigerador, com maior incremento entre 60 e 120
dias de armazenamento em ambiente sem controle térmico.

O aumento na peroxidacao lipidica dos embrides foi superior em
condicdes de ambiente sem controle térmico em comparagdo as demais
formas de armazenamento.

O DNA nuclear dos embrides de A. angustifolia permaneceu,
aparentemente, integro apés 180 dias de armazenamento em refrigerador
e freezer.

A condicéo de freezer manteve as caracteristicas bioquimicas ao
longo do periodo de armazenamento em relacdo a atividade da SOD, a
lipoperoxidacdo e a integridade do DNA, com excec¢do do perfil
protéico.

4.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



99

AEBI, H. Catalase in vitro. Methods in Enzymology, v. 204, p. 234-
254, 1984.

ALFENAS, A. C. Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins:
fundamentos e aplicacbes em plantas e microrganismos. Vigosa:
UFV, 1998. 574 p.

ALSCHER, R. G; ERTURK, N; HEALTH, L. S. Role of superoxide
dismutases (SODs) in controlling oxidative stress in plants. Journal of
experimental Botany, v. 53, p. 1331-1341, 2002.

AZEVEDO, R. A. et al. Response of antioxidant enzymes to transfer
from elevated carbon dioxide to air and ozone fumigation, in the leaves
and roots of wild-type and a catalase-deficient mutant of barley.
Physiologia Plantarum, v. 104, p. 280-292, 1998.

BALBUENA, T. S. Protedmica do desenvolvimento da semente de
Araucaria angustifolia. Tese (Doutorado em Ciéncias/Botanica) —
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

BARBEDO, C. J.; MARCOS FILHO, J. Toleréncia a dessecacdo de
sementes. Acta Boténica Brasilica, v. 12, p. 145-164, 1998.

BARREIRQOS, A. L. B. S.; DAVID, J. M.; DAVID, J. P. Estresse
oxidativo: relacdo entre geracdo de espécies reativas e defesa do
organismo. Quimica Nova, v. 29, n. 1, 2006.

BEWLEY, J. D.; BLACK, M. Seeds: physiology of development and
germination. New York, Plenum Press, 1994. 445 p.

BLOKHINA, O., VIROLAINEN, E.; FAGERSTEDT, K. V.
Antioxidants, oxidative damage and oxygen deprivation stress: a review.
Annals of Botany, v. 91, p. 179-194, 2003.

BOUBRIAK, |I. et al. The requirement for DNA repair in desiccation
tolerance of germinating embryos. Seed Science Research, v. 7, n. 2, p.
97-105, 1997.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation
of microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding. Analytical Biochemistry, n. 72, p. 248-254, 1976.



100

BRASIL. Instru¢cdo Normativa n. 6, de 26 de setembro de 2008. Lista
Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo.
Disponivel em: <http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/instrucao
6.pdf>. Acesso em: 15 mai. 2011.

CAVERZAN, A. Caracterizagdo funcional dos genes de ascorbato
peroxidase de arroz (Oryza sativa L.) nas interagcBes entre estresse
oxidativo e estresses abioticos. Dissertacdo (Mestrado em Biologia
Celular e Molecular) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
2008.

CHAGAS, R. M. Alteracdes fotossintéticas e respostas oxidativas em
plantas de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) tratadas com
paraquat. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias/Fisiologia e Bioquimica
de Plantas) — Universidade de Sao Paulo, 2007.

CHIARI, L.; VALLE, J. V. R.; RESENDE, R. M. S. Comparacao de
trés métodos de extracdo de DNA gendmico para analises
moleculares em Stylosanthes guianensis. Campo Grande: Embrapa-
CNPGC, 2009, 6 p. (Circular Técnica, 36).

CHING, T. M.; SCHOOLCRAFT, I. Physiological and chemical
differences in aged seeds. Crop Science, v. 8, n. 4, p. 407-409. 1968.

COOLBEAR, P. Mechanisms of seed deterioration. In: BASRA, A. S.
(Ed.). Seed quality: basic mechanisms and agricultural implications.
New York: The Haworth Press Inc., 1995. p. 223-277.

CORTE, V. B. et al. Estudo enzimético da deterioracdo de sementes de
Melanoxylon brauna submetidas ao envelhecimento natural e acelerado.
Revista Brasileira de Sementes, v. 32, n. 1, 2010.

DE PAULA, N. F. et al. Alteracdes fisiolégicas em sementes de
seringueira (Hevea brasiliensis Muell.Arg.) durante o armazenamento.
Revista Brasileira de Sementes, v. 19, n. 2, p. 327-334, 1997.

DE PAULA, N. F. et al. Avaliagdes bioquimicas e fisiolégicas em
sementes de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.). Revista
Brasileira de Sementes, v. 20, n. 2, p. 1-10, 1998.



101

DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L. A rapid DNA isolation procedure for
small quantities of fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin, v. 19, p.
11-15, 1987.

DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L. Isolation of plant DNA from fresh tissue.
Focus, v. 12, p. 13-15, 1990.

EIRA, M. T. S. et al. Efeito do teor de agua sobre a germinacdo de
sementes de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. Revista Brasileira
de Sementes, v. 16, n. 1, p. 71-75, 1994,

EPAGRI/CIRAM. Atlas climatolégico do estado de Santa Catarina.
Disponivel em: <(http://www.ciram.epagri.rct-sc.br)> Acesso em; 20 de
junho de 2011.

ESPINDOLA, L. S. et al. Cellular and metabolic damage induced by
desiccation in recalcitrant Araucaria angustifolia embryos. Seed
Science Research, v. 4, n. 2, p.193-201, 1994.

FARJON, A. 2006. Araucaria angustifolia. In: IUCN — International
Union for Conservation of Nature and Natural Resources, 2011. IUCN
Red List of  Threatened  Species. Disponivel  em:
<(http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/32975/0)> Acesso em:
25 de novembro de 2011.

FARRANT, J. M.; PAMMENTER, N. W.; BERJAK, P. Germination-
associated events and the desiccation sensitivity of recalcitrant seeds — a
study on three unrelated species. Planta, v. 178, n. 2, p. 189-198, 1989.

FERREIRA, A. L. A.; MATSUBARA, L. S. Radicais livres: conceitos,
doencas relacionadas, sistema de defesa e estresse oxidativo. Revista da
Associacdo Médica Brasileira, v. 43, n. 1, p. 61-68, 1997.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. C. Free Radicals in Biology
and Medicine. 3. ed. Nova York: Oxford University Press, 1999. 851 p.

JOSE, S. C. B. R. et al. Armazenamento de sementes de girassol em
temperaturas subzero: aspectos fisiolégicos e bioquimicos. Revista
Brasileira de Sementes, v. 32, n. 4, 2010.



102

KRAUS, T. E.; McKERSIE, B. D; FLETCHER, R. A. Paclobutrazol-
induced tolerance of wheat leaves to paraquat may involve increased
antioxidant enzyme activity. Journal of Plant Physiology, v. 145, p.
570-576, 1995.

LABOURIAU, L. G.; AGUDO, M. On the physiology of germination in
Salvia hispanica L. Temperature effects. Anais da Academia
Brasileira de Ciéncias, v. 59, n. 1, p. 37-56, 1987.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly
of the head of bacteriophage T4. Nature, v. 227, p. 680-685, 1970.

MARCOS FILHO, J. Fisiologia de sementes de plantas cultivadas.
Piracicaba: Fealq, 2005. 495 p.

McDONALD, M. B. Seed deterioration: phisiology, repair and
assessment. Seed Science and Technology, v. 27, n. 1, p. 177-237,
1999.

MISRA, H. P.; FRIDOVICH, I. The role of superoxide anion in the
autoxidation of epinephrine and a simple assay for superoxide
dismutase. Journal of Biology and Chemistry, n. 247, p. 188-192,
1972.

MITTLER, R. Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance.
Trends Plant Science, v. 7, p. 405-410, 2002.

MURTHY, U. M. N.; KUMAR, P. P.; SUN, W. Q. Mechanisms of seed
ageing under different storage conditions for Vigna radiata (L.)
Wilczek: lipid peroxidation, sugar hydrolysis, Maillard reactions and
their relationship to glass state transition. Journal of Experimental
Botany, v. 54, n. 384, p. 1057-1067, 2003.

NAKADA, P. G. et al. Desempenho durante o armazenamento de
sementes de pepino submetidas a diferentes métodos de secagem.
Revista Brasileira de Sementes, v. 32, n. 3, 2010.

OHKAWA, H.; OHISHI, H.; YAGI, K. Assay for lipid peroxyde in
animal tissues by thiobarbituric acid reaction. Analytical Biochemistry,
v. 95, p. 351-358, 1979.



103

PEREIRA, A. Avaliacdo das atividades cicatrizante e antitumoral de
extratos provenientes da casca de banana cultivar Prata Ana (Musa spp).
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis, 2010.

SANTOS, C. M. R.; MENEZES, N. L. de; VILLELA, F. A. Alterac@es
fisiolégicas e bioquimicas em sementes de feijdo envelhecidas
artificialmente. Revista Brasileira de Sementes, v. 26, n. 1, 2004.

SAS. SAS Institute Inc® 2003. Cary, NC, USA, Lic. UDESC: SAS
Institute Inc, 2003.

SHIBATA, M. et al. Armazenamento sob condi¢des controladas
associado ao envelhecimento artificial promove o aumento do
percentual de germinacdo em sementes de ipé. Revista Brasileira de
Sementes. No prelo, 2012.

SMITH, M. T.; BERJAK, P. Deteriorative changes associated with loss
of viability of stored dessication-tolerant and dessication-sensitive seeds.
In: KIEGEL, J.; GALILI, G. Seed development and germination. New
York: Marcel Dekker Inc., 1995. p. 701-746.

STEINER, N. Parametros fisiolégicos e bioquimicos durante e
embriogénese zigotica e somatica de Araucaria angustifolia (Bert.) O.
Kuntze. Dissertacdo (Mestrado em Recursos Genéticos Vegetais) —
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, 2005.

STEINER, N. Embriogénese somética em Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze, Pinus sylvestris Linneaus) e Picea abies (Linneaus)
Karsten: ontogénese, padrdo de expressdo protéica e do gene SERK.
Tese (Doutorado em Ciéncias/Recursos Genéticos Vegetais) —
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 2009.

TOMPSETT, P. B. Desiccation studies in relation to the storage of
Araucaria seed. Annals of Applied Botany, v. 105, n.3, p.581-586,
1984.

VIDAS, R. M. R. et al. Relagéo entre vigor e altera¢cdes bioquimicas na
germinacdo de sementes de soja. Revista Brasileira de Fisiologia, v. 4,
n. 1, p. 49-53, 1992.



104

VILLELA, F. A.; PERES, W. B. Coleta, beneficiamento e
armazenamento. In: FERREIRA, A. G.; BORGHETTI, F. (Orgs.).
Germinagdo: do basico ao aplicado. Porto Alegre: Artmed, 2004. p.
265-281.

WILSON, D. O.; McDONALD, M. B. The lipid peroxidation model of
seed aging. Seed Science and Technology, v. 14, p. 296-300, 1986.



105

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente estudo, foram obtidos resultados relevantes sobre as
manifestacdes fisioldgicas e bioquimicas em sementes de Araucaria
angustifolia durante o armazenamento, as quais refletiram em sua
viabilidade e vigor. Aspectos relevantes do metabolismo em sementes
maduras imediatamente ap6s a colheita e durante 0o armazenamento
foram identificados e elucidados em funcdo da condicdo em que as
sementes foram armazenadas.

Os resultados observados ao longo do estudo sugeriram que a
conservagdo da qualidade fisiolgica e bioquimica das sementes de
araucaria apos a colheita é altamente dependente da condi¢do de
armazenamento na qual as sementes estdo expostas. De modo geral, a
manutencdo da viabilidade, observada através dos testes de germinacéo
e tetrazdlio, ndo garantiu que o vigor e a qualidade bioquimica das
sementes fossem preservados, e que houvesse bom desempenho no
desenvolvimento das sementes e crescimento das plantulas.

Assim, para determinar qual condicdo de armazenamento foi a
mais adequada a conservacdo das sementes da espécie, tornou-se
necessario ponderar quais atributos de qualidade sdo essenciais para a
futura formacdo de plantas saudaveis. Neste sentido, a condicdo de
armazenamento em refrigerador, sob temperatura de 5 °C, demonstrou
ser a mais adequada, entre as condi¢es avaliadas, para a conservagao
das sementes de araucéria por 180 dias. Tal condicdo manteve a
viabilidade das sementes em 64%, apresentou menor reducdo no vigor
em comparacao as demais condi¢des, foi eficiente no atraso da hidrdlise
dos principais componentes de reserva da semente e na supressdo da
atividade das espécies reativas do oxigénio, possivelmente protegendo
as membranas celulares da desestruturagdo acentuada.

As sementes que foram armazenadas em ambiente sem controle
térmico durante o periodo experimental, em condi¢des de temperatura e
umidade relativa do ar semelhantes as do local de coleta, continuaram o
desenvolvimento do eixo embrionario durante o armazenamento, e 80%
germinaram enquanto armazenadas. Portanto, tal condi¢cdo néo foi
eficiente para retardar a hidrélise e assimilacdo das reservas e a
conseqliente germinacdo das sementes armazenadas. Entre as sementes
ndo germinadas, houve rpida perda de viabilidade, pois, aos 180 dias de
armazenamento, 100% estavam inviaveis. Neste caso, parece incerto
afirmar que houve “deterioracdo” das sementes armazenadas, pois as
mais vigorosas buscaram utilizar a energia adquirida durante a formagéo
da semente para antecipar 0 processo germinativo em um esfor¢o de
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sobrevivéncia, mesmo néo estando sob as condi¢fes mais adequadas de
substrato, umidade, temperatura e luminosidade, dentro das embalagens.
Em contrapartida, as sementes que mantiveram-se ndo germinadas
durante o armazenamento possivelmente eram as menos vigorosas, pois
observou-se que a maioria estava apodrecida, atacada por patégenos ou
com anormalidades morfoldgicas. As reducdes acentuadas observadas
na viabilidade e no vigor das sementes durante o armazenamento em
ambiente sem controle térmico coincidiram com a diminuicdo na
intensidade das bandas de todo o perfil eletroforético de proteinas nas
sementes armazenadas em tal condicao.

As sementes que foram armazenadas em freezer, sob temperatura
de -18 °C, ndo manifestaram grandes alteragdes bioquimicas em relagéo
as andlises realizadas, mas reduziram a qualidade fisioldgica
precocemente durante o armazenamento. Temperaturas negativas de
armazenamento sdo eficientes na conservagcdo dos componentes
celulares, mas as sementes de algumas espécies perdem a viabilidade
guando ha reducdo acentuada da temperatura, especialmente devido ao
congelamento. O congelamento da agua livre na solucéo intracelular
forma cristais de gelo, 0s quais provocam a ruptura mecéanica da
membrana celular e da estrutura citoplasmatica em funcédo das tensdes e
da expansdo da agua congelada, resultando em injlrias mecanicas e
desagregacdo celular.

Os resultados observados permitem concluir que o congelamento
foi responsavel pela queda acentuada na viabilidade das sementes de
araucéaria armazenadas em freezer. Apesar da peroxidacdo de lipidios
nas membranas do embrido de araucéria ndo ter aumentado durante o
periodo de armazenamento das sementes, a crescente taxa de
condutividade elétrica observada demonstrou que as membranas
celulares dos embrifes sofreram desestruturacdo no referido periodo.
Como as sementes foram armazenadas com elevado teor de agua (45%),
supde-se que houve o congelamento da agua nas células da semente,
provocando o rompimento das membranas, com consequente aumento
na lixiviagdo de exsudados e resultando na perda da viabilidade das
sementes.

A partir dos resultados observados sobre o comportamento das
sementes durante o armazenamento nas diferentes condi¢des, novas
pesquisas poderiam investigar como 0 armazenamento em temperaturas
similares a utilizada em refrigerador associado a condig¢fes controladas
de umidade atuariam na conservacdo das sementes. As avaliacfes
fisiolégicas e bioquimicas deveriam ser realizadas entre periodos mais
curtos durante o armazenamento, para dar indicativos mais sensiveis de
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qualidade das sementes. Além disso, um nimero maior de populacfes
avaliadas e estadios diferentes de maturagdo poderiam indicar o ponto
exato em que as sementes de araucaria devem ser colhidas para que haja
0 prolongamento da sua viabilidade.

Diversas pesquisas tém sido conduzidas buscando compreender a
fisiologia do envelhecimento da semente. Tem sido sugerido que as
principais causas do envelhecimento das sementes sdo a peroxidagdo de
lipidios, a degradacdo de proteinas e a inativacdo de enzimas, a ruptura
das membranas celulares e os danos a integridade dos acidos nucléicos,
intermediadas pela acdo dos radicais livres. Em se tratando de sementes
recalcitrantes, pouco se conhece sobre o0s processos fisioldgicos e
bioguimicos envolvidos. No caso do presente trabalho, a semente de
araucaria continua seu processo metabolico voltado a germinacéao
durante o armazenamento. Isso porque observou-se a hidrdlise dos
metabolitos de reserva do megagametofito e de proteinas do embrido, ao
mesmo tempo em que ocorreu a germinagdo das sementes durante o
armazenamento em ambiente sem controle térmico e refrigerador.

Os mecanismos e 0s eventos durante o processo de deteriorago
ndo sdo completamente compreendidos e ndo ha regras que se apliquem
a todas as espécies. Este estudo foi desenvolvido a fim de subsidiar uma
maior compreensdao sobre os eventos associados a rapida perda da
gualidade em sementes de araucaria durante o armazenamento. Conclui-
se, em termos gerais, que a perda de viabilidade e vigor das sementes de
araucaria no armazenamento é acompanhada pela hidrdlise das proteinas
sollveis totais com alteragBes no perfil protéico do embrido, hidrélise
dos carboidratos sol(veis totais e do amido do megagametofito, aumento
na atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase no embrido,
aumento na peroxidacdo dos lipidios de membranas e possivel perda da
integridade das membranas celulares do embrido.

Entre as principais causas descritas da deterioracdo em
sementes, estdo os danos as membranas e aos &cidos nucléicos. Apesar
disso, ndo foram observados danos a integridade do DNA nos embrifes
de araucaria, mesmo naqueles que haviam perdido a sua viabilidade. Ja
a integridade das membranas pareceu ser fundamental a manutencdo da
qualidade dos embrides, pois, apés 60 dias de armazenamento em
freezer, as sementes perderam a capacidade germinativa e apresentaram
aumento acentuado na condutividade elétrica, mas as sementes
armazenadas nas demais condi¢des germinaram, e ndo apresentaram
alteracBes acentuadas na condutividade elétrica.

Anaélises ultraestruturais dos componentes celulares, com énfase a
estruturacdo do sistema de membranas, poderiam elucidar questBes
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como as relacionadas a atividade respiratoria. J& informagfes sobre os
componentes de membrana poderiam gerar resultados inéditos sobre a
capacidade de armazenamento das sementes, pois ha relatos de que a
prépria organizacdo dos constituintes influencia, por exemplo, na
prevencao da peroxidacao de lipidios.

Outro fator que pode ter acelerado o processo de deterioragéo €
o fato das sementes recalcitrantes aumentarem a demanda por agua, que
esta indisponivel, durante 0o armazenamento. Como demonstrado no
Capitulo 1, apds a colheita, as sementes continuaram 0s processos de
respiracdo e hidrolise dos compostos para iniciar a germinacdo, e
algumas germinaram mesmo sob condi¢Bes desfavoraveis, ainda nas
condi¢des experimentais de armazenamento em ambiente sem controle
térmico e em refrigerador. Por isso, mesmo tendo sido armazenadas com
elevado teor de agua, pode ter ocorrido deficiéncia hidrica para a fase
inicial da germinacdo, quando a divisdo e expansdo celulares sdo
crescentes, assim como a demanda por dgua. A mobilizacdo precoce de
metabdlitos e ativacdo da maquinaria metabdlica foi mais expressiva nas
sementes armazenadas em ambiente sem controle térmico e,
possivelmente, a indisponibilidade de agua ao embrido foi uma das
principais causas da rapida perda de viabilidade apresentada pelas
sementes armazenadas sob esta condicdo, j& que as sementes
recalcitrantes ndo acumulam as substancias responséveis pela tolerancia
a dessecacdo.

A aplicagcdo de substancias inibidoras da germinacdo poderia
gerar resultados favoraveis na conservagéo de sementes de araucéria. O
fornecimento constante de acido abscisico (ABA), por exemplo, seria
uma alternativa a ser testada visando manter o metabolismo do embrido
favoravel ao desenvolvimento e acimulo de reservas, impedindo que a
germinacdo ocorresse precocemente.

A acdo dos radicais livres também tem sido relacionada a
intolerdncia das sementes recalcitrantes a desidratacdo e,
consequentemente, a incapacidade de armazenamento por periodo
prolongado. A presenca e integridade dos sistemas enzimaticos de
protecdo a acdo oxidativa € fundamental a manutengdo da viabilidade,
especialmente em sementes recalcitrantes. A pesquisa sobre a atuacéo
destes sistemas enzimaticos em sementes de araucaria esta apenas no
inicio. Elucidar a atuacdo das enzimas antioxidantes é o primeiro passo
para manter a integridade do sistema sob condigBes de estresse elevado.

Esta e as demais areas abordadas neste estudo sdo amplas, e 0s
resultados obtidos séo uma prévia para direcionar futuras pesquisas que
busquem compreender a perda de qualidade das sementes de araucaria.
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Este estudo colabora para o entendimento do metabolismo das sementes
de araucéria a perda de viabilidade no armazenamento e indica formas
alternativas de armazenamento de sementes que, associadas a0 manejo
adequado das areas remanescentes, pode permitir um grande avango
para a restauracdo das populacdes de araucéria, impedindo a eroséo
genética e restabelecendo a conservagao in situ deste importante recurso
genético.

Diversos outros fatores que ndo foram avaliados nesta pesquisa
podem ser ainda mais importantes a manutencdo da viabilidade de
sementes de araucaria apés a colheita. Por isso, sugere-se que a
avaliacdo da atividade e integridade da mitocondria e producdo de ATP,
as alteracOes na estrutura de enzimas, as alteragdes no metabolismo de
RNA e DNA, a formagcéo de produtos tdxicos as células, e a alteracdo na
sensibilidade & acdo de horménios, por exemplo, poderiam ser
estimuladas e, portanto, exploradas com maior precisdo e detalhamento.
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