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RESUMO

Para estabelecer as condicBes adequadas para a conservacdo de
Araucaria angustifolia, uma espécie criticamente em perigo de extincao,
hd a necessidade de estudos sobre o comportamento das sementes
durante a maturidade, para evitar coletas imaturas e/ou invidveis e obter
sementes com maxima viabilidade e vigor. O objetivo do trabalho foi
analisar as alteragdes fisiologicas associadas ao periodo de maturidade
das sementes e relaciona-las as alterages bioquimicas e a conservagdo
pos-colheita. Pinhas de A. angustifolia foram coletadas no municipio de
Curitibanos — SC, em marco, abril, maio, junho e julho de 2011 e 2012,
classificando em estadio cotiledonar e 1, 11, 111 e IV conforme 0 més de
coleta. Avaliou-se a viabilidade, o vigor, os principais compostos de
reservas e a conservacdo da qualidade fisiologica na pds-colheita. No
ano de 2011, verificou-se que o grau de umidade decresceu do estadio |
(56,26 %) até o estadio Il (48,23 %), mantendo-se estaveis nos demais
estadios. Maiores porcentagens de germinacdo (98%), indice de
velocidade de germinacdo (0,88), primeira contagem (70%),
condutividade elétrica (81,35 uS/cm/g) e comprimento da parte aérea
(21,8 cm) e raiz (28,2) foram observados no estadio IV. Resultados
semelhantes foram obtidos na coleta de 2012, com decréscimos no grau
de umidade até o estadio Il (49,13%) e valores superiores na germinagédo
(95%), indice de velocidade de germinacgéo (0,66), primeira contagem
(79%), condutividade elétrica (81,2 uS/cm/g) e comprimento da parte
aérea (21,39 cm) e raiz (28,30) no estadio IV.  Também se observou
acréscimos no teor de carboidratos (2,1 %, no embrido, e 1,7 %, no
megagametofito) e amido (10 %, embrido, e 16,7%, no megagametofito)
do estadio cotiledonar para o estadio IV. E decréscimos no teor proteico
(11,78 mg.g' e 551 mg.g", no embrido e no megagametofito,
respectivamente) e baixos teores de lipidios (2,1%, no megagametdfito).
O continuo acimulo de amido parece estar relacionado ao aumento na
qualidade fisiolégica no estadio IV. Observaram-se baixos teores de
carboidratos e lipidios em todos os estddios que podem estar
relacionados ao comportamento recalcitrante da espécie. Em relagdo ao
teor proteico, observaram-se decréscimos de 28,1 mg.g™ para 16,3 mg.g”
! no embrido do estadio cotiledonar até o estddio IV. No estadio
cotiledonar e I, ap6s o armazenamento por 60 e 120 dias, observou-se
89% de germinacdo. Por outro lado, nos estadios Il e Il observaram-se
decréscimos em 28% e 20% na germinacdo, ap0s 0 armazenamento por



120 dias. Concluiu-se que o maximo acimulo de massa seca ocorre no
estadio I, ndo coincidindo com a maxima qualidade fisioldgica. As
sementes apresentaram acUmulo de carboidratos e amido durante a
maturidade, contribuindo para o aumento da viabilidade e do vigor. Os
teores de proteinas e lipidios decresceram do estadio cotiledonar até o
IV podendo ter desfavorecido a integridade das membranas celulares
com o avango da maturidade. A conservacdo da qualidade fisiologica
na pés colheita foi mantida durante o armazenamento por 60 e 120 dias
guando coletadas nos estadios cotiledonar e I.

Palavras chave: desenvolvimento, vigor, amido, proteinas, lipidios,
carboidratos



ABSTRACT

To determine appropriate conditions for the conservation of Araucaria
angustifolia, a critically endangered species, there is a need for research
on the behavior of the seed during physiological maturity, to prevent
immature or unviable collections and obtain seeds with maximum
viability and vigor. This study was developed to analyze the
physiological changes associated with the period of physiological
maturity of seeds of A. angustifolia and relate them to biochemical
changes and post harvest conservation. Cones A. angustifolia were
collected in the Curitibanos - SC, in March, April, May, June and July —
2011 and 2012, and classified in cotyledonary and mature I, II, 1l and
IV stage according to the month of collection. This research evaluated
viability, vigor, the reserve compounds from megagametophyte and
embryo and post-harvest conservation. In 2011, it was found that the
moisture content was decreasing from stage | (56.26%) until the
maturity stage Il (48.23%) remained stable in the other stages. Highest
germination (98%), germination speed index (0.88), first count (70%),
electrical conductivity (81.35 uS / cm / g) and shoot length (21.8 cm)
and root (28.2) were observed in stage V. At 2012 collection, were also
observed decreases in moisture content until stage Il (49.13%) and
higher values in germination (95%), germination speed index (0.66),
first count (79% ), electrical conductivity (81.2 uS / cm / g) and shoot
length (21.39 cm) and root (28.30) also were observed in stage V.
There were observed increases in carbohydrate (2.1% in the
embryo and 1.7% megagametophyte) and starch content (10% embryo
and 16.7% megagametophyte) of cotyledonary stage for maturity stage
IV and a decreases in protein content (11.78 mg g™ and 5.51 mg g™ in
the embryo and megagametophyte, respectively) and lipid content
(0.36% in megagametophyte). The continuous accumulation of starch
seems to be related to the increased viability and vigor in stage IV. Low
levels of carbohydrates and lipids were observed during all stages
analyzed, which may be related to the decreased in the integrity of cell
membranes during seed maturity. Regarding protein content observed
decreases of 28.1 mg.g” to 16.3 mg.g™ in the embryo - cotyledonary
stage to stage IV. The post harvest conservation of viability and vigor of
seeds collected in the cotyledon and mature | stage was kept during
storage for 60 and 120 days with germination around 89%, but in the
maturity stages Il and I1l were observed decreases in germination 28%



and 20%, respectively. Thus, it was concluded that the maximum dry
matter accumulation occurs at the maturity stage I, but does not
coincide with the highest quality observed in stage V. The seeds had an
accumulation of soluble carbohydrates and starch at maturity that may
be related to increased viability and vigor observed in mature 1V stage.
The levels of proteins and lipids decreased as the maturity. The
physiological quality is conserved in post harvest during storage of 60
and 120 days when collected in cotyledonary and mature | stages.

Keywords: maturity, vigor, starch, proteins, lipids, carbohydrates
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1. INTRODUGCAO E ANTECEDENTES

O bioma Mata Atlantica contém alta biodiversidade e endemismo
de espécies, & considerado um dos quatro mais importantes hotspots
para conservacdo da natureza no planeta (MYERS et al., 2000). Este
bioma é constituido por diversos ecossistemas, dentre os quais a Floresta
Ombréfila Mista (FOM) ou mata com araucarias, € uma das
fitofisionomias mais ameacadas (BRASIL, 2006).

A principal espécie da FOM ¢é a Araucaria angustifolia
(Bertoloni) Otto Kuntze. E uma conifera nativa do Sul do Brasil que
apresenta importancia econdémica e ecoldgica (GUERRA et al., 2008).
Devido ao seu alto valor econémico, madeireiro, resinifero e alimentar,
as populagdes naturais de araucaria tém sido alvo de uma progressiva
extincdo (EIRA et al., 1994), levando a ampla reducdo dos estoques
naturais dessa espécie. Sua intensa exploracdo, ao longo do século
passado, associada a auséncia de programas de melhoramento e de
conservagdo, fez com que restassem apenas alguns remanescentes,
estimados entre 2% a 4% da area original (GUERRA et al., 2002), sendo
que no Estado de Santa Catarina estimam-se areas de remanescentes
entre 21,9% a 26,9% (VIBRANS et al., 2012). E considerada incluida
na categoria criticamente em perigo de extingdo (CR), segundo IUCN
(The World Conservation Union) (FARJON, 2006) e na Lista Oficial
das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo (BRASIL,
2008).

Para estabelecer as condi¢Bes adequadas para a conservacdo da
espécie, hd a necessidade de estudos sobre o comportamento das
sementes durante seu desenvolvimento (CARVALHO et al., 2006). O
conhecimento deste processo é de grande importancia, pois é a forma de
se conhecer o comportamento das espécies durante sua formacdo e
producdo, o que possibilita obter material genético de boa qualidade
fisioldgica, que é a base para os programas de melhoramento,
silviculturais, conservacdo genética e recuperacdo de areas degradadas
(FIGLIOGLIA; KAGEYAMA, 1994).

Durante o desenvolvimento das sementes ocorrem alteracdes
morfoldgicas nos frutos e nas sementes, na viabilidade e no vigor, no
grau de umidade e na matéria seca e nos compostos de reserva. O
conhecimento dessas alteracdes é fundamental para a determinacdo de
procedimentos relativos a colheita, conservacdo e reproducdo das
espécies, sendo que para espécies recalcitrantes ha uma caréncia de
trabalhos sobre este assunto, incluindo a A. angustifolia.
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As sementes recalcitrantes perdem sua viabilidade rapidamente,
pois ndo reduzem seu metabolismo (BARBEDO; MARCOS FILHO,
1998). Se a colheita das sementes ndo for realizada no momento
adequado, estas podem iniciar o processo de deterioracdo dificultando a
conservacgdo da qualidade fisioldgica.

A definicdo de indicadores visuais e do momento em que as
sementes apresentam a maxima qualidade fisiolégica podem contribuir
para melhor aproveitamento das sementes na produgdo de mudas dessa
especie. Além disso, para obtengdo de plantas com maior vigor é
fundamental o conhecimento dos mecanismos de acumulo e
mobilizacdo de reservas (BUCKERIDGE et al., 2004), pois estas sdo
responsaveis pelo fornecimento de nutrientes e energia necessarios para
plena manifestacdo das fungGes vitais das sementes (MARCOS FILHO,
2005).

A época de coleta das sementes também pode influenciar na
conservacgdo da qualidade fisiolégica durante o armazenamento, pois se
estas forem colhidas apds a maturidade fisiolégica apresentardo menor
potencial de armazenamento, por ja terem iniciado o processo de
deterioragcdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

O entendimento das alteracdes fisioldgicas e bioquimicas durante
a maturidade, assim como a contribuicdo das reservas na qualidade
fisioldgica de sementes de Araucaria angustifolia, podem contribuir
significativamente para obter sementes de melhor qualidade e favorecer
a producdo e conservacdo de sementes dessa espécie.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

111 Araucaria angustifolia

O género Araucaria, pertencente a familia das Araucariaceae,
possui 23 espécies com ocorréncia na Oceania, com apenas duas
excecBes na América do Sul: Araucaria araucana e Araucaria
angustifolia (MATTOS, 2011). No Brasil, a Gnica espécie encontrada é
a A. angustifolia, conhecida como araucéria, pinheiro do parana,
pinheiro brasileiro, pinho, pinho do Parana e no exterior como kuri'y, no
Paraguai e pino parana, na Argentina (SHIMIZU; OLIVEIRA, 1981;
CARVALHO, 2002).

Originalmente, A. angustifolia ocupava cerca de 20 milhGes de
hectares (REITZ; KLEIN, 1966), distribuidos principalmente pelos
estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, com manchas
esparsas em Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (MATTOS,
2011).
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As arvores dessa espécie possuem aspecto original e contrastante
com as demais arvores do Sul do Brasil, com 10 a 35 m de altura e 50 a
120 cm de DAP, atingindo excepcionalmente 50 m de altura e 250 cm
ou mais de DAP, com tronco reto, colunar e quase cilindrico
(CARVALHO, 2002). Sua madeira é de alta qualidade, utilizada para
vigamentos, mdveis, tabulados, caixas, instrumentos musicais, artigos
de esportes, ferramentas e fabricacdo de compensados (GUERRA et al.,
2002) e contéem 58% de celulose, 29% de lignina e celulose de fibra
longa, produzindo papel de excelente qualidade e consequentemente
muito atraente para indlstria de papel e celulose (CARVALHO, 2002;
GUERRA et al., 2008). Outra importante utilizacdo desta espécie é o
consumo do pinh@o que é muito apreciado na alimentacdo humana e
pela fauna silvestre (CARVALHO, 2002).

A A. angustifolia é uma planta didica, com arvores masculinas e
femininas distintas, raramente mondica por traumas ou doencas
(CARVALHO, 2002), apresentando estrutura reprodutiva masculina
(androstébilo, amentilho, mingote, charuto ou sabugo) em forma
cilindrica, com 10-15cm de comprimento localizada em ramos jovens, e
estrutura reprodutiva feminina (ginostrébilo, estrébilo, pinha) com 10-
20 cm de diametro quando maduras (Figura 1.1), em formato
subarredondado, com 10-150 sementes (pinhdes), localizada no apice
dos ramos (REITZ; KLEIN, 1966; MANTOVANI et al., 2004,
ANSELMINI, 2005).

Fonte: Anselmini, 2005
Figura 1.1 — Estrutura reprodutiva masculina (A) e feminina (B) de Araucaria
angustifolia
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O ciclo reprodutivo da A. angustifolia varia de 20-24 meses
(MANTOVANI et al., 2004) a 29-37 meses (ANSELMINI, 2005). O
inicio do ciclo é caracterizado pelo aparecimento dos estrobilos
femininos e masculinos, seguido pelo desenvolvimento e abertura
destes, deixando o pdlen livre para ser transportado pelo vento até o
estrobilo feminino. Durante os meses de agosto a outubro ocorre a
polinizacdo, periodo em que as escamas permanecem abertas,
propiciando a entrada de pdlen. A fecundacdo do dévulo ocorre nos
meses seguintes & polinizagdo, no entanto, ndo foi determinado o
periodo exato (Figura 1.2 - A) (CARVALHO, 2002; SOUSA,
HATTEMER, 2003; MANTOVANI et al., 2004; ANSELMINI et al.,
2006; GUERRA et al., 2008).

Apo6s a fecundaclo e anteriormente ao inicio da formagdo de
paredes celulares, ocorrem divisdes nucleares e o numero de nicleos
livres varia de 32 a 64. Apds a formagdo de paredes celulares, ocorre a
elongacdo celular nos grupos de células, sendo que as células superiores
formaram as células do suspensor; o grupo de células inferiores formara
as células da capa, e as células centrais dardo origem as células
embriogénicas. Estas diferentes células constituirdo o pré-embrido. Ha a
formacdo de mais de um embrido (poliembrionia) nos estadios iniciais
do desenvolvimento das sementes, porém apenas um embrido
permanece na semente madura (GUERRA et al, 2008). O
desenvolvimento do embrido dominante ocorre nos meses de dezembro
a julho, seguindo pelos estadios de desenvolvimento: globular, pré-
cotiledonar, cotiledonar e cotiledonar tardio, e por fim, o embrido
encontra-se no estadio maduro (STEINER, 2005) (Figura 1.2).

Apesar do periodo de desenvolvimento do embrido ser de
dezembro até junho (GUERRA et al.,, 2008), para Santa Catarina
encontram-se sementes maduras a partir de abril (CARVALHO, 2002).
Ha relatos de variacdes no periodo de desenvolvimento dos estrdbilos
femininos, que podem ser causadas pelas condigdes climaticas do local
de coleta ou pelo fato de que A. angustifolia é uma espécie nativa e ndo
domesticada, podendo encontrar diferentes variedades boténicas
(GUERRA et al., 2008).

Os primeiros relatos das variedades boténicas de A. angustifolia
foram realizados por Reitz e Klein (1966), no qual relataram a presenca
de nove variedades, baseando-se principalmente nas diferencas na
coloracdo e amadurecimento dos pinhdes. Contudo Mattos (2011)
descreveu apenas cinco variedades e uma forma, conforme suas
caracteristicas:
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oA. angustifolia var. angustifolia: pinhdes com coloracéo
vermelha, vermelha-acastanhada e maturacdo das pinhas de fevereiro a
julho.

oA. angustifolia forma catharinensis: planta rara, com pinhGes
com coloracdo vermelha e maturagéo em julho;

e A, angustifolia var. indehiscens: pinhGes com coloracéo
vermelha e base branca ou branco-amarelada, constituida pelo apéndice
testaceo. A maturacdo desta variedade ocorre nos meses de novembro a
janeiro e os pinhdes, ndo se desprendem das pinhas quando maduros.

oA. angustifolia var. caiova: pinhGes com coloragdo vermelho-
escura e base branca, sem apéndice testaceo, desprendem-se da pinha
quando maduro. Maturagao de julho a agosto.

oA. angustifolia var. dependens: pinheiro encontrado apenas em
Maua — RJ.

oA. angustifolia var. vinacea: plantas com desprendimento de
placas de casca, de 1,0 a 1,5 mm de espessura, lisas e de coloragédo
vinacea.

Apds a maturacdo, os estrobilos femininos sdo compostos por
sementes (pinhdo), escamas néo fertilizadas (pinhdes chochos), escamas
(bracteas) estéreis e um eixo central (MANTOVANI et al., 2004;
MATTOS, 2011), apresentando de 10 a 25 cm de didmetro, 0,365 g a
4.700 g de peso e nimero variavel de sementes por pinha de 2 a 150
sementes/pinha (CARVALHO, 2002; ZECHINI et al., 2012).

As sementes de araucéria sdo compostas por tegumento (testa),
megagametofito e embrido. O megagametofito representa a maior
porcdo em termos de massa fresca (71,2%), seguido pelo tegumento
(27%) e do embrido (1,8%) (MANTOVANI et al., 2004).

As sementes de A. angustifolia possuem dimensdes que variam
de 1,7 a 8 cm no comprimento, de 1,0 a 2,5 cm, na largura e de 0,9 a 2,0
cm, na espessura (CARVALHO, 2002; ANSELMINI, 2005; KRUPEK;
RIBEIRO, 2010; MATTOS, 2011), e apresentam comportamento
recalcitrante, ou seja, ndo toleram longos periodos de armazenamento e
apresentam curta longevidade, com perda total em até um ano ap6s a
coleta (SHIMIZU; OLIVEIRA, 1981; EIRA et al., 1994).

A propagacdo de A. angustilofia é realizada via sementes
(WENDLING; DELGADO, 2008). No entanto, a maturidade fisiol6gica
das sementes é pouco conhecida, acredita-se que a melhor época para
obtencdo de pinhdes para plantio seja de abril a junho, com excec¢do das
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variedades caiova e indehiscens e a forma catharinensis (MATTOS,
2011).

Estudos sobre o desenvolvimento das sementes permitem
conhecer o comportamento das espécies no tocante & sua produgéo, o
que possibilita prever e estabelecer a época adequada de colheita, com a
determinacdo de indicativos praticos e seguros, como mudangas na
coloracdo, tamanho e massa, deiscéncia ou queda de frutos
(GEMAQUE et al., 2002).

1.1.2Desenvolvimento e maturagdo de sementes

O desenvolvimento da semente, desde a fertilizagdo do 6vulo até
a maturidade, é um processo constituido por uma série de alteracdes
morfoldgicas, fisicas, fisioldgicas e bioguimicas (DELOUCHE, 1971),
sendo que este processo € controlado geneticamente e envolve uma
sequéncia ordenada de alteracBes de varias naturezas (MARCOS
FILHO, 2005).

Trés estadios gerais sdo reconhecidos neste processo: o primeiro
estadio é a histodiferenciacdo que inicia com a fertilizagdo e é
caracterizado por divisdes celulares, ocorrendo a formagdo do eixo
embrionario, a sintese e 0 acimulo de reservas. O segundo estadio é o
de maturagdo, fase em que ocorre expansdo das sementes devido a
acumulacdo do material de reserva. O terceiro e Ultimo estadio é
chamado de secagem de maturacéo e é caracterizado pela suspensdo da
deposicao de reservas seguida de perda de dgua ou dessecagdo natural
(BEWLEY; BLACK, 1994). Contudo, as sementes com comportamento
recalcitrante ndo toleram ou toleram pouco a secagem de maturacdo e
permanece sensivel a dessecagdo durante o desenvolvimento e quando
s&o liberadas da planta mde (BERJAK; PAMMENTER, 2010). E o caso
das sementes de A. angustifolia que sédo sensiveis a dessecacao e perdem
sua viabilidade rapidamente (EIRA et al., 1994) e outras espécies
florestais como: Aesculus chinensis (YU et al., 2006), Inga uruguensis
(BILIA et al., 1998), Inga vera (BONJOVANI; BARBEDO, 2008),
Hopea hainanensis (LAN et al., 2012), Quercus robur (FINCH-
SAVAGE, 1992a).

Durante o desenvolvimento das sementes podem ocorrer
variagbes climaticas que retardem ou adiantem o processo de
maturacdo (NERY, 2005). Contudo, a razdo para as diferencas anuais,
no tempo de maturacdo das sementes, ndo €é conhecido, mas
possivelmente esta relacionada com a quantidade de chuvas,
encontrando-se sementes maduras mais rapidamente em anos de seca
(LAN et al., 2012). Para Hopea hainanensis, as sementes amadureceram
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CICLO REPRODUTIVO Araucaria angustifolia

Inicio da visualizacdo Estrobilo exposto Estrobilo feminino
dos estrobilos: Liberacdo pdlen  a polinizacdo Fecundagdo
Masculino _Feminino

Ano 1~ janeiro - fevereiro janeiro - julho agosto - outubro agosto - outubro

(A)
Fonte: Adaptado de Mantovani et al.(2004) e Anselmini (2005)
Fotos: Anselmini (2005)

Ano 2 - abril - julho
el Santa Catarina (CARVALHO, 2002)

(B) - -
Fonte: Guerra et al., 2008
Figural..2 — Ciclo de vida de Araucaria angustifolia

(A) No inicio ha o aparecimento das estruturas reprodutivas masculinas e femininas
em individuos adultos (15 anos), seguido pela liberagdo do pdlen e de seu
transporte pelo vento até o estrobilo feminino. O momento exato da fecundagéo
ainda ndo foi determinado. (B) Nos estadios iniciais da embriogénese zigotica ha
presenca de nucleos livres, seguido pela elongagdo celular e formacéo dos diferentes
grupos de células que formaram as células da capa (cc), células do suspensor (cs) e
células embriogénicas (ce) que constituira o pré-embrido. Ha formagdo de mais de
um embrido (poliembrionia) nos estadios iniciais do desenvolvimento das sementes,
porém apenas um embrido permanece na semente madura. Os estagios de
desenvolvimento do embrido dominante sdo: globular, cotiledonar e maduro
(GUERRA et al., 2008).
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mais rapido no ano com menor precipitacgdo (LAN et al., 2012).
Resultados semelhantes foram obtidos em sementes de Inga uruguensis,
em que a reducdo no periodo de maturagdo, entre os anos estudados, foi
atribuido a quantidade moderada de chuvas registradas e ao prolongado
periodo de insolagdo (FIGLIOLIA; KAGEYAMA, 1994). J4 para
sementes do género Quercus, na regido de Midsouth, algumas
diferencas no periodo de amadurecimento podem ocorrer em diferentes
anos, porém a época de colheita ndo ultrapassa duas semanas
(BONNER; VOZZO0, 1987).

Além do conhecimento da interferéncia das variagGes climaticas,
durante o processo de desenvolvimento, é importante estabelecer
indicadores do momento adequado a colheita, a fim de obter o maximo
potencial fisioldgico, ou seja, quando as sementes atingem o periodo de
maturidade fisioldgica (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). A colheita
realizada no momento inadequado, pode causar consideraveis perdas de
qualidade de sementes, além de induzir perdas quantitativas (LIMA et
al., 2012). Para sementes recalcitrantes, a colheita deve ser realizada na
maturidade fisiol6gica, ou 0 mais proximo, pois sua elevada atividade
metabdlica, apds a deiscéncia ou queda dos frutos, pode desencadear o
processo germinativo ou favorecer a taxa de deterioracdo (FONSECA,
FREIRE, 2003).

Os critérios propostos e mais aceitos para identificar a maturidade
das sementes sdo: grau de umidade, contelido de matéria seca e aspectos
morfolégicos do fruto e/ou semente, bem como o ndmero de dias apés o
inicio do florescimento ou dias ap6s antese (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000; MARCOS FILHO, 2005).

As alteracdes na morfologia dos frutos/semente, como a mudanca
na coloracdo, é um dos critérios mais faceis de visualizar a campo e nao
requer equipamentos de laboratério para indicar a maturidade das
sementes. Para colher sementes maduras de A. angustifolia devem-se
observar as seguintes caracteristicas: se as pinhas apresentam manchas
de cor marrom, se ha “falhas” ou pinhdes no chdo e se algumas partes
das pinhas se debulham (MATTOS, 2011). Enguanto para outras
espécies como para a maioria do género Quercus, a mudanca de
coloracdo verde para marrom escuro/preto do pericarpo das sementes é
um indicativo para se realizar a colheita (BONNER; VOZZO, 1987).
Para sementes de Myrica esculenta, a mudanca de coloracdo verde para
vermelho escuro é considerado um bom indicador de maturacédo
(SHAH, et al., 2010) e para o género Eugenia, a coloracdo que indica a
maturidade sdo: vermelha para Eugenia uniflora (AVILA et al., 2009),
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verde/amarelo e amarelo/laranja para Eugenia pyriformis e vermelho
claro para Eugenia involucrata (ORO et al., 2012).

No processo de desenvolvimento da semente apos a formacdo do
embrido e tecido de reserva, as sementes aumentam de tamanho devido
principalmente & expansdo das células e deposi¢do de reservas,
ocorrendo a substituicdo do conteido de &gua pela matéria seca (DE
CASTRO et al., 2004), atingindo o maximo de desenvolvimento num
curto periodo de tempo, antes mesmo de completar o processo de
desenvolvimento (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Em sementes de Prunus cerasoides foi observado um aumento no
tamanho, no comprimento e na largura das sementes conforme o avango
da maturacdo (TEWARI et al., 2011) e em sementes de Euterpe edulis,
o didmetro dos frutos atingiu o ponto maximo quando eles estavam
maduros (LIN, 1988). J& em sementes de Eugenia uniflora, foi
observado uma tendéncia na diminuicdo do tamanho das sementes nas
Gltimas coletas realizadas (AVILA et al., 2009). Esse comportamento
também foi observado em Bixa orellana (MENDES et al., 2006).

Além do tamanho das sementes, outros parametros séo utilizados
como indicadores de maturacdo, como o grau de umidade e a massa
seca. Em sementes de Podocarpus lambertii que também possuem
comportamento recalcitrante, o grau de umidade da semente pdde ser
considerado o melhor pardmetro para determinar a maturidade
fisioldgica, quando esta atinge indice mais baixo (32,0%) e indice mais
elevado de peso de matéria seca (17,68 g/100 sementes) (RAGAGNIN
et al., 1994). J& em sementes de Ocotea odorifera, a colheita deve ser
feita quando estas apresentarem grau de umidade em torno de 57%
(HIRANO; POSSAMAII, 2008).

Em Prunus cerasoides, o grau de umidade das sementes entre
29,8% e 34,13%, o comprimento e a largura das sementes sdo
indicadores confiaveis de maturidade da semente (TEWARI et al.,
2011). Awvila et al. (2009) observaram que a maturacdo fisioldgica das
sementes Eugenia uniflora foi alcangada quando a comprimento,
diametro e massa de frutos e sementes atingiram seus valores maximos e
0 grau de umidade e massa seca das sementes tenderam a estabilizacéo.

Em A. angustifolia, ndo ha relatos do tamanho e do grau de
umidade das sementes para obter o maximo potencial fisiol6gico. Sabe-
se que a coleta deve ser realizada logo ap6s a queda das mesmas ao solo,
e o plantio logo que colhidas (LORENZI, 1992).

Para definir os indicadores de maturidade como grau de umidade,
massa seca e aspectos morfoldgicos dos frutos/sementes deve-se avaliar
as alteracBes fisioldgicas das sementes, ou seja, a definicdo destes
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indicadores é definida com base na época em que as sementes
apresentam maximo potencial fisiologico avaliado pelos testes de
viabilidade e vigor.

1.1.3Recalcitrancia em sementes

No processo de desenvolvimento de sementes, dois tipos de
comportamento podem ser observados: quando as sementes adquirem
tolerncia a dessecacdo e podem ser armazenadas no estado seco por
longos periodos, conhecidas como ortodoxa e as sementes que sofrem
pouco ou ndo sofrem secagem e sdo sensiveis a dessecacdo durante o
desenvolvimento e apds a deiscéncia, conhecidas como recalcitrantes
(BERJAK; PAMMENTER, 2004).

Nas sementes com comportamento recalcitrante foram
observadas diferencas entre a sensibilidade a dessecagdo. Farrant et al.
(1988), admitindo esta variacdo, propuseram a separa¢ao das sementes
recalcitrantes nas categorias altamente recalcitrantes (pequena tolerancia
a dessecacdo), moderadamente recalcitrantes (moderada tolerancia a
dessecacao) e minimamente recalcitrantes (elevada tolerancia a perda de
agua) — (Tabela 1). O enquadramento da espécie em uma destas
categorias deve-se a tolerdncia a perda de &gua, velocidade de
germinagdo, tolerancia a baixas temperaturas e a sua regido de origem.

Sementes de A. angustifolia enquadram-se no tipo minima de
recalcitrancia, assim como sementes do género Quercus.

Tabela 1. 1 — Caracteristicas de sementes de acordo com o grau de
recalcitrancia

Tipos de recalcitrancia

Minima Moderada Alta
Maior tolerancia & Tolerancia moderada a Pouco tolerante &
perda de dgua desidratacao dessecacdo
Germinacéo lenta, em Velocidade média de Germinagéo
auséncia de germinacdo em auséncia de rapida em
quantidade adicional ~ agua adicional auséncia de agua
de agua adicional
Maior tolerancia a Maioria das espécies é Sensivel a baixas
baixas temperaturas  sensivel a baixas temperaturas

temperaturas

Distribuicéo Distribuicdo tropical Florestas tropicais
subtropical/temperada e terras Umidas

Fonte: Farrant et al., 1988
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1.1.4 AlteracOes fisiologicas durante o desenvolvimento
de sementes

As alteragcbes fisiolégicas que ocorrem durante o
desenvolvimento das sementes sdo fundamentais para a determinacdo de
procedimentos relativos a colheita, & conservacdo e a reprodugdo da
espécie, além de serem ferramentas para se entender a dinamica das
florestas, sua biologia e ecologia para no futuro possibilitar o manejo e a
conservacao de populagdes naturais (AGUIAR et al., 1993).

Teoricamente, a porcentagem de germinacdo de sementes é
crescente durante o desenvolvimento, atingindo um maximo proximo ao
momento da paralisacdo do fluxo de matéria seca da planta para a
semente (MARCOS FILHO, 2005).

Em sementes Hopea hainanensis, a maior taxa de germinacgao
(98%) foi observada na Utima coleta realizada aos 173 dias ap0s a antese
(DAA) coincidindo com a época de maiores massa fresca e seca (LAN
et al.,, 2012). Assim como, em sementes de Hevea spp, 0S maximos
valores de germinagdo foram proximos aos valores mais altos de matéria
seca e menores de umidade (BARRUETO et al., 1986). J& em sementes
de Eugenia uniflora, a maior porcentagem de germinagdo (63%)
também coincidiu com maior incremento de massa seca aos 63 DAA,
porém nao ocorreu no final do periodo de frutificacdo (77 DAA)
(AVILA et al., 2009). Apesar de ocorrer maiores acimulos de massa
seca nos Ultimos estadios, para algumas espécies recomendam-se a
colheita do fruto verde, como Ocotea puberula, Ocotea odorifera e a
Ocotea porosa para evitar ataque de insetos (HIRANO; POSSAMAI,
2008).

A capacidade de germinagdo ndo estd necessariamente associada
a formacéo de plantulas vigorosas, mas, geralmente, as modificacdes do
vigor das sementes ocorrem paralelamente a evolugdo da transferéncia
de matéria seca da planta para as sementes (MARCOS FILHO, 2005).
Assim, uma semente atingiria seu maximo vigor quando apresentasse a
maxima matéria seca, podendo ocorrer defasagens, em funcdo da
espécie e das condicbes ambientais (ALVES, 2003; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000).

O vigor das sementes é avaliado por testes como: condutividade
elétrica e caracteristicas das plantulas, como primeira contagem,
velocidade de germinacdo e comprimento raiz/parte aérea.

Um teste operacional, que avalia as sementes durante o
desenvolvimento, é o teste de condutividade elétrica (PHARTYAL et
al., 2006 ). As sementes menos vigorosas apresentam menor velocidade
de restabelecimento da integridade das membranas celulares durante a
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embebicdo e, em consequéncia, liberam maiores quantidade de solutos
para o exterior (MARCOS FILHO, 2005).

Em sementes de Inga vera subsp. affinis, durante a maturacdo
das sementes, observaram-se maiores valores de condutividade elétrica
(34 puS/cm/g) no ultimo estaddio de maturagdo, indicando sementes
menos vigorosas nas coletas tardias (BONJOVANI; BARBEDO, 2008).
Similarmente, ocorrendo durante a dessecacdo de sementes
recalcitrantes de Aesculus chinensis, com aumento nos valores de
condutividade elétrica com o decréscimo no grau de umidade (YU et al.,
2006).

Por outro lado, trabalhos que avaliaram a viabilidade e o vigor,
com base nas caracteristicas das plantulas, foram observados maiores
valores de porcentagem de germinagdo e indice de velocidade de
germinacdo (IVG) nos Ultimos estadios de maturacdo, como em
sementes de Euterpe edulis (LIN, 1988), Miconia cinnamomifolia
(LOPES; SOARES, 2006) e Eugenia pyriformis e E. involucrata
(SANTANA, 2007).

Os principais estudos referentes a maturacdo de sementes estdo
relacionados ao monitoramento das modificacdes fisiologicas que
acontecem durante o processo, especialmente o contelido de massa seca,
germinacdo e vigor (VIDIGAL et al., 2009). Contudo, para obtencdo de
plantas com maior vigor é fundamental o conhecimento dos mecanismos
de acumulo e mobilizacdo de reservas (BUCKERIDGE et al., 2004).
Segundo Carvalho e Nakagawa (2000), quanto maior o teor de reservas
nas sementes, maior serd o vigor das plantulas originadas.

1.1.5Alteracdes bioquimicas durante o desenvolvimento de
sementes

As reservas podem funcionar como fonte de energia, para manter
processos metabolicos em funcionamento e/ou como fonte de matéria,
para a producdo de tecidos vegetais que irdo constituir a plantula
(BUCKERIDGE et al., 2004).

As substancias armazenadas em grande quantidade constituem os
carboidratos, os lipideos e as proteinas (MARCOS FILHO, 2005), sendo
armazenadas no embrido ou nos tecidos extra-embrionérios, como o
megagametofito nas gimnospermas ou em ambos, porém em proporcdes
diferentes (BEWLEY; BLACK, 1994). E o caso de sementes de
Araucaria angustifolia, em que as principais reservas sdo armazenadas
no embrido e no megagametdfito (PANZA et al., 2002), encontrando
principalmente proteinas, amido e lipidios (TOMPSETT, 1984;
FARRANT et al.,1989; ROGGE-RENNER et al., 2012).
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Os carboidratos sdo encontrados na forma  solGvel
(oligossacarideos da série rafindsica), insoldvel (amido) e aqueles
depositados nas paredes celulares espessadas de cotilédones e
endosperma (CACCERE, 2010), servindo como fonte de energia e
carbono para a germinacdo das sementes e o desenvolvimento das
plantulas (BUCKERIDGE et al., 2004).

Os carboidratos de reserva solUveis e de parede celular atuam nos
mecanismos de embebicdo de dgua e na prote¢do do embrido contra o
dessecamento e o ataque de patdgenos (BARBEDO; MARCOS FILHO,
1998). Em sementes Aesculus chinensis, o teor de acucar sollvel
acumulou-se lentamente durante a dessecacdo (YU et al., 2006). De
acordo com Pritchard et al. (1995), sementes recalcitrantes possuem
baixos valores de carboidratos solUveis e podem estar relacionados a
intolerancia das sementes a dessecacao.

Em um estudo comparativo com espécies ortodoxas e
recalcitrantes, sementes de Eugenia uniflora e Inga vera, duas espécies
recalcitrantes possuiam 7% e 6% de acUcares solUveis, respectivamente,
teores mais baixos do que sementes ortodoxas (MELLO et al., 2010).
Em sementes maduras de A. angustifolia, baixos teores de carboidratos
também foram observados — 2,4% (CORDENUNSI et al, 2004), sendo
gue no megagametdfito houve em torno de 3,5% e no embrido
aproximadamente 9,0 % (STEADMAN et al., 1996).

O amido é o carboidrato mais comumente encontrado em
sementes (BEWLEY; BLACK, 1994) e a principal fonte de carbono
para crescimento das plantas de A. angustifolia (PANZA et al., 2002). O
isolamento deste composto, para esta espécie, é simples e de alto
rendimento tornando-se atraente para producdo em escala comercial
(BELLO-PEREZ et al., 2006).

Nos estadios iniciais do desenvolvimento dos embrides zigoticos
de A. angustifolia foi encontrado menor contelido de amido do que nos
estadios maduros (STEINER, 2005), podendo ser observado grdos de
amido dentro dos amiloplastos (ROGGE-RENNER et al., 2012) e em
grande quantidade no megagametéfito (PANZA et al., 2002). As
sementes maduras sdo consideradas ricas em amido, podendo apresentar
de 36,28% a 86,26% (RAMOS; SOUZA, 1991; PIRIZ CARRILLO,
2003; CORDENUNSI et al., 2004; CORREA; HELM, 2009; BELLO-
PEREZ et al., 2006; GARCIA, 2012).

Durante o desenvolvimento de outras espécies, como em
sementes de Inga vera observou-se um aumento no teor de amido
durante os estadios analisados, com maior acimulo no estadio 1V, em
torno de 350 mg.g" (CACCERE, 2010), ou em sementes de Hevea
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brasiliensis onde houve aumento gradativo do teor de amido, no
embrido e no tecido de reserva, com o desenvolvimento das sementes
(BONOME et al., 2011).

Além dos aclcares sollveis, os lipidios armazenados nas
sementes podem ter importante papel na prote¢cdo das membranas das
células embriondrias contra as lesdes durante a desidratacdo das
sementes (MELLO et al.,, 2010) e também podem ter a funcdo de
reserva e estrutural (MARCOS FILHO, 2005). Em Eugenia uniflora e
Inga vera, espécies consideradas intolerantes a dessecacdo observaram-
se baixos teores de lipidios (0,84 % e 0,27%, respectivamente),
sugerindo que este composto pode estar envolvido no mecanismo de
tolerancia a dessecacdo (MELLO et al., 2010).

Em sementes do género Araucaria, também foram observados
baixos teores deste composto. Em A. angustifolia, os teores de lipidios
variaram de 0,52 % a 7,38 % (RAMOS; SOUZA, 1991; CORDENUNSI
et al., 2004; CONFORTI; LUPANO, 2007; CAPELLA et al., 2009;
ABE et al., 2010) e em sementes de A. araucana apresentaram 1,1%
(HENRIQUEZ et al., 2008).

Durante o desenvolvimento de sementes de Durio zibethinus
observaram-se baixos teores de lipidios, sendo que este composto
compreende apenas uma proporgdo muito pequena da semente
(BROWN et al., 2001).

As proteinas de reserva tém sido consideradas marcadores do
processo de desenvolvimento em embriGes zigéticos de gimnospermas e
angiospermas (DUNSTAN et al., 1998), além de fornecer os
aminoacidos, cujos usos sdo essenciais aos processos de germinagéo e
desenvolvimento da plantula a partir do crescimento embrionario
(SHEWRY et al., 1995; BUCKERIDGE et al., 2004). Este composto é
sintetizado em grandes quantidades em tecidos especificos durante o
desenvolvimento de sementes de A. angustifolia, com maiores teores de
proteinas sollveis nos tecidos do eixo embrionario, cotilédones e por
altimo no megagametéfito (ASTARITA et al., 2003; SILVEIRA et al.,
2008).

Nos estadios iniciais do desenvolvimento dos embrifes de A.
angustifolia, observaram-se menores quantidades de proteinas do que
nos estadios cotiledonar e maduro (ASTARITA et al., 2003; STEINER,
2005; DOS SANTOS et al., 2006; SILVEIRA et al., 2008; BALBUENA
et al., 2009).

Em outras espécies, como em sementes de Durio zibethinus
observaram-se um incremento nos teores de proteinas até 105 DAA,
seguido de decréscimos nos teores aos 110 DAA (BROWN et al., 2001).



37

Este decréscimo no final do processo de maturacdo também foi
observado em sementes de Podocarpus henkelii (DODD et al., 1989).

Além do conhecimento das alterac@es fisioldgicas e biogquimicas
gue ocorrem durante a maturidade das sementes, € importante estudar a
conservacao da viabilidade e do vigor na pds-colheita para dar suporte a
conservagao ex situ desta espécie.

1.1.6 Conservagdo na pos-colheita

A conservacao na pds-colheita de sementes pode ser influenciada
pela época de coleta, pois se forem colhidas apds o ponto de maturidade
fisiologica apresentam menor potencial de armazenamento, por ja terem
iniciado o processo de deterioracdo (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000).

A determinacdo da tolerdncia & dessecagdo, capacidade de
germinacdo e de armazenamento das sementes coletadas, em diferentes
estadios de desenvolvimento, podem ajudar na preservacdo e
conservacao deste tipo de germoplasma (LAN et al., 2007).

No armazenamento de sementes recalcitrantes é evidente a
importancia do conhecimento do estadio de desenvolvimento, porque o
acimulo de massa seca é continuo com o tempo de maturagdo e 0s
processos de desenvolvimento e germinagao sao praticamente continuos
(SCHMIDT, 2000). Se a germinacdo ndo ocorre, inicia rapidamente o
processo de deterioracdo, tornando a coleta tardia inadequada
(BERJAK; PAMMENTER, 1996).

A conservacao na pos-colheita de sementes de A. angustifolia é
dificultada pela sua natureza recalcitrante (TOMPSETT,1984), com
rapida perda de viabilidade com a reducédo do grau de umidade (EIRA et
al., 1994; FOWLER et al., 1998). Mesmo em curto prazo, para a
conservacdo das sementes desta espécie, € indicado armazena-las logo
apés a colheita, com o maximo grau de umidade possivel e evitar a
perda de dgua durante esse periodo (EIRA et al., 1994).

O armazenamento de sementes com umidade elevada protege as
que apresentam comportamento recalcitrante, permitindo a atuacdo de
mecanismos de reparo, por outro lado, este alto grau de umidade pode
proporcionar um risco de deterioracdo as sementes, pois permite alta
taxa metabolica, consumindo importantes reservas, e favorecendo a
proliferacdo de patdgenos (SANTANA, 2007).

Geralmente, sementes imaturas tendem a serem mais susceptiveis
a danos de processamento e a infeccdo durante o armazenamento
(SCHMIDT, 2000), além de ndo serem capazes de completar a
acumulacdo de reservas, desenvolverem todas as enzimas necessarias
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e/ou reguladores de crescimento e completarem o seu desenvolvimento
morfoldgico e organizacdo celular (BONNER, 2008).

Para sementes de Inga uruguensis, a identificagdo do estadio de
maturidade fisiologica das sementes foi um fator determinante para a
conservagdo da sua viabilidade durante o armazenamento, com maior
viabilidade das sementes na coleta intermedidria (mid-harvest)
(BARBEDO; CICERO, 2000). Em outro estudo, com a mesma espécie,
porém utilizando outra classificagdo dos estadios de desenvolvimento,
as sementes coletadas nos estadios 1V e armazenadas a 8 °C por 30 dias,
obtiveram maiores porcentagens de plantulas normais com 60 %
(BONJOVANI; BARBEDO, 2008). Resultados semelhantes foram
obtidos para Eugenia involucrata, em que sementes maduras
apresentaram  maior conservacdo da viabilidade durante o
armazenamento (SANTANA, 2007).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi identificar e determinar as alteragdes
fisioldgicas e bioguimicas durante a maturidade de sementes de
Araucaria angustifolia e a conservacdo da viabilidade e vigor na pds
colheita.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar se 0 momento de maximo aciimulo de massa seca
nas sementes coincide com a maxima qualidade fisiolégica (vigor e
viabilidade), através de avaliacdes fisioldgicas e morfolGgicas durante
0s estadios de desenvolvimento.

e Determinar o teor de amido, aglcares sollveis totais,
proteinas e lipidios no megagametéfito e no embrido durante a
maturidade das sementes.

e Indicar a contribuicdo e a dependéncia entre a qualidade
fisioldgica de sementes de araucaria com as reservas presentes no
megagametofito e no embrido.

e Avaliar a conservacdo da viabilidade e do vigor na pds-
colheita das sementes coletadas nos diferentes estaddios de
desenvolvimento.
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CAPITULO |

ALTERAQC)ES FISIOLOGICAS DURANTE A MATURIDADE
DE SEMENTES DE Araucaria angustifolia

2.1 INTRODUCAO

A intensa exploracdo da Araucaria angustifolia tornou a espécie
criticamente em perigo de extingcdo (FARJON, 2006) e consta na Lista
Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincdo
(BRASIL, 2008).

Além disso, essa espécie possui sementes com comportamento
recalcitrante (SUITER FILHO, 1966; AQUILA; FERREIRA, 1984),
com répida perda da viabilidade fisioldgica & medida que ha redugéo de
seu grau de umidade, dificultando agBes de conservacdo. Tompsett
(1984) relatou que o nivel critico de umidade para a A. angustifolia era
de 37%, sendo que, abaixo de 25% de umidade houve perda total da
viabilidade das sementes. Em trabalho semelhante, Eira et al. (1994)
mostraram que sementes de A. angustifolia apresentam caracteristicas
tipicamente recalcitrantes, ao atingirem umidade em torno de 38%,
houve perda total de viabilidade, sendo esta considerada de nivel letal
para as sementes.

A qualidade fisioldgica das sementes depende do estadio de
desenvolvimento, sendo importante identificar a maturidade fisioldgica
para determinar o melhor momento para a colheita (CARVALHO,;
NAKAGAWA, 1983).

A colheita precoce pode resultar em sementes imaturas e de
baixo vigor devido ao desenvolvimento incompleto do eixo embrionario
e/ou disponibilidade de compostos de reserva necessarios para a
germinacdo e para o desenvolvimento inicial das plantulas (BORGES et
al., 2005).

Por outro lado, a colheita de sementes apés a maturidade
fisioldgica pode também resultar em perdas quantitativas, pois as
sementes recalcitrantes continuam com elevada atividade metabdlica
apés a maturidade. Se a germinacdo ndo ocorre, inicia rapidamente o
processo de deterioracdo, tornando a coleta tardia inadequada
(BERJAK; PAMMENTER, 1996).

Para realizacdo da coleta de frutos e sementes florestais, 0s
indicadores de maturidade sdo confidveis e de grande ajuda, permitindo
realizar a coleta o mais cedo possivel (BONNER, 1988). Geralmente,
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quanto mais madura a semente estiver, maior é o seu vigor e potencial
para estabelecer como uma muda (SHAH et al., 2010), como em
sementes de Hopea hainanensis, a maior taxa de germinacéo (98%) foi
observada na Ultima coleta realizada aos 173 dias apds a antese (DAA)
(LAN et al., 2012).

As caracteristicas morfoldgicas e fisicas das sementes vém sendo
utilizados para caracterizar a maturidade. O grau de umidade e/ou massa
seca sdo considerados indicativos do momento ideal para a colheita de
sementes de Ocotea odorifera (HIRANO; POSSAMAI, 2008),
Pyracantha crenulata (SHAH et al., 2006) e Podocarpus lamberti
(RAGAGNIN et al., 1994). Em Prunus cerasoides, o grau de umidade,
0 comprimento e a largura das sementes sdo indicadores confiaveis de
maturidade (TEWARI et al., 2011).

Em sementes de Eugenia uniflora, a maior porcentagem de
germinacdo (63%) coincidiu com maior incremento de massa seca aos
63 DAA (AVILA et al., 2009). Assim como em sementes de Hevea spp,
0s maximos valores de germinacdo foram proximos aos valores mais
altos de matéria seca e menores de umidade (BARRUETO et al., 1986).

Para sementes de A. angustifolia, para colher sementes maduras
fisiologicamente devem-se observar as seguintes caracteristicas: pinhas
apresentando manchas de cor marrom, presenga de “falhas” e pinhdes
no chdo ou pedacos das pinhas debulhando, quando ainda presas
(MATTQOS, 2011) e a semeadura deve ser realizada imediatamente apds
a colheita (BIANCHETTI; RAMOS, 1981; LORENZI, 1992).

O presente trabalho teve como objetivo determinar se 0 momento
de mé&ximo acimulo de massa seca nas sementes coincide com a
méaxima qualidade fisiolégica (vigor e viabilidade), através de
avaliacdes fisiologicas e morfologicas em diferentes estadios de
desenvolvimento de sementes de Araucaria angustifolia.

2.2MATERIAL E METODOS

2.2.1 Coleta das amostras

Os estrébilos femininos de A. angustifolia foram coletados em
uma populacdo natural localizada em Curitibanos, Santa Catarina —
Brasil, durante os anos de 2011 e 2012. A primeira coleta foi realizada
no més de margo, quando os embrifes estavam no estadio de
desenvolvimento cotiledonar (GUERRA et al., 2008), seguindo com
coletas mensais até julho, considerando o histérico de colheita em Santa
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Catarina de que nos meses de abril até julho encontram-se pinhas
maduras (CARVALHO, 1994).

O municipio de Curitibanos estd a 987 m de altitude, e pela
classificacdo de Koppen o clima da regido é Cfb — temperado
(mesotérmico Umido com verdo ameno) com temperatura média nos
altimos quatro anos de 16,2 °C, precipita¢cdo pluviométrica 125,6 mm e
umidade relativa 80% (EPAGRI/CIRAM, 2012). As variagdes de
temperatura e precipitacdo pluviométrica desde a polinizacdo até a
maturacdo das pinhas dos dois anos de coletas estdo apresentadas na
figura 2.1 (A) e (B).
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Figura 2. 1- Temperatura média e precipitacdo mensal no municipio de Curitibanos
— SC durante o periodo de polinizagdo até a maturacdo das sementes de Araucaria
angustifolia durante os anos de (A) 2011 e (B) 2012.

As coletas foram realizadas em uma populagdo com
aproximadamente 50 arvores, retirando de forma aleatéria 10 estrébilos
femininos em cada estddio. Apds cada coleta, os estrébilos foram
debulhados manualmente retirando-se as sementes danificadas, e
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posteriormente homogeneizadas ao acaso para obter a amostra média.
Desta amostra obteve-se a amostra de trabalho composta por 4
repeticdes, as quais foram utilizadas para as analises morfologicas e
fisioldgicas das sementes.

No segundo ano coletaram-se as sementes no estadio cotiledonar
para utilizar como referéncia - tratamento controle.

Tabela 2. 2 — Data de coleta e meses apds a polinizagdo, nos anos de
2011 e 2012 em diferentes estadios de desenvolvimento

Data da Meses apds a
Estadio coleta/ Data da coleta / polinizacéo
desenvolvimento diasdo  diasdoano 2012 (MANTOVANI et
ano 2011 al., 2004)
Cotiledonar * 29 marco - 19-20
89 dias
| 14 abril - 19 abril - 20-21
104 dias 110 dias
I 19 maio - 21 maio - 21-22
139 dias 142 dias
I 16 junho - 25 junho - 22 -23
167 dias 177 dias
v 10 julho - 28 de julho - 23 -24
191 dias 210 dias

* Nao se realizou as analises fisioldgicas neste estadio

2.1.1Caracterizacdo morfoldgica

A morfologia do estrébilo feminino foi registrada por fotografias
em cada estddio de coleta, e da semente obtidas a partir de oito
repeticdes de 25 sementes mensurando-se o comprimento, a largura e a
espessura das sementes com auxilio de um paquimetro.

A massa de mil sementes foi obtida a partir da contagem ao acaso
de oito repeticdes com 100 sementes cada e em seguida medidas em
balanca de precisdo e calculado pela formula:

Massa de mil sementes = peso da amostra x 1.000
n° total de sementes
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2.2.2.Grau de umidade e massa seca

As sementes foram cortadas transversalmente e determinou-se 0
grau de umidade e massa seca pelo método de estufa a 105 °C + 3 °C por
24 horas, com 2 repetigdes de 3 sementes (BRASIL, 2009).

2.2.3.Testes de viabilidade

Teste de germinacao

As sementes foram previamente desinfetadas com solucdo de
hipoclorito de soédio (2%, v/v), por 3 minutos e posteriormente
submetidas a um corte para remogdo de aproximadamente 3 mm da
ponta de cada semente (MOREIRA-SOUZA; CARDOSO, 2003). O
teste foi conduzido com 4 repeti¢bes de 25 sementes em bandejas com
vermiculita, em camara germinativa a 25 °C sob foto periodo de 12
horas por 70 dias.

Teste de tetrazélio

As sementes foram imersas em agua durante 18 horas, e em
seguida separaram-se o embrido do tegumento e tecido nutritivo com
auxilio de estilete, para posterior imersdo em solugdo de tetrazolio 0,1%
a 25 °C por 1 hora, utilizando-se 4 repeticdes de 25 sementes
(OLIVEIRA et al., 2009). Para a analise do teste de tetrazélio, os
embries foram classificados em viaveis ou invidveis de acordo com a
coloracdo e aspecto dos tecidos, extensdo dos danos, e pela localizagdo
destas coloracdes em relacdo as areas essenciais ao crescimento (eixo
embrionario e cotilédones).

2.2.4.Testes de vigor

indice de velocidade de germinaco - IVG
As contagens foram feitas a cada trés dias, a partir do inicio da
germinacédo, por meio da formula proposta por Maguire (1962).

IVG = X (NSG/DAI)
Onde:
NSG: nimero ndo acumulado de sementes germinadas;
DAI: nimero de dias ap6s instalacdo do teste.
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Primeira contagem de germinacao
Consistiu na contagem de plantulas normais (BRASIL, 2009) no
35° dia do inicio do teste de germinacdo.

Comprimento da parte aérea e raiz principal

No final do teste de germinacdo, ou seja, aos 70 dias mediu-se 0
comprimento da parte aérea das plantulas (medicdo da parte aérea até o
cotilédone) e das raizes (inser¢do do cotilédone até a ponta inferior da
raiz principal), em centimetros por plantula (KORNDORFER et al.,
2008).

Teste de Condutividade Elétrica

Utilizaram-se 4 repeticBes com 10 embrides, embebidos em 75
mL de 4gua destilada e mantidos a 25 °C, conforme Medeiros e Abreu
(2007) realizando-se leituras em condutivimetro portatil Quimis modelo
Q795 durante 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas de embebicdo. Os dados
obtidos para cada lote foram expressos em uS/cm/g de sementes.

Calculou-se a taxa média de solutos liberados entre dois
diferentes tempos de embebicéo para verificar o periodo de estabilizacdo
nas leituras de condutividade elétrica, baseando na diferenca entre a
segunda e a primeira leitura, e posteriormente dividindo pela segunda
leitura.

Taxa média de solutos = L,—L,

L.
Onde:
Ly: primeira leitura da condutividade elétrica durante tempo n de
embebicéo

L,: segunda leitura da condutividade elétrica durante tempon + 2
horas de embebicao

2.2.5.Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com quatro (2011) e cinco (2012) tratamentos (estadios de
desenvolvimento), com quatro repeticdes para cada tratamento. Os
resultados obtidos em porcentagem, como germinacdo, tetrazoélio,
primeira contagem de germinacdo foram transformados em
arcsemV(x/100) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Os resultados que apresentaram efeito de época foram
submetidos a regressdo polinomial.
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2.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estrobilos femininos, nos estadios de desenvolvimento
cotiledonar e |, apresentavam coloracdo esverdeada na parte externa e
internamente uma coloragdo creme/esbranqui¢cada. Com o avango dos
estadios de desenvolvimento, os estrobilos femininos apresentaram
pequenas manchas de coloracdo marrom/preta na superficie externa e,
na parte interna, um escurecimento dos pinhdes e bracteas em dire¢éo ao
eixo central. No Ultimo estadio, observou-se uma mudanca completa de
coloracdo da parte externa de esverdeada para marrom (Figura 2.3).

Segundo Mattos (2011), quando a superficie do estrobilo
feminino de A. angustifolia apresentam alguns pontos escuros isolados
ou agrupados formando manchas, indicam que este esta maduro, e com
0 avango da maturagdo, os pontos tendem a aumentar. Semelhante ao
que ocorre na maioria das espécies do género Quercus, em que a
mudanca de coloracgdo verde para marrom escuro ou preto do pericarpo
das sementes é um indicador de maturidade (BONNER; VOZZO, 1987).

Em relacdo a morfologia interna das sementes de A. angustifolia,
notou-se um aumento na area ocupada pelo embrido no megagametéfito
(Figura 2.3- c) e nos valores de massa fresca e seca do embrido (Figura
2.2), indicando um acumulo de reservas conforme o avango dos estadios
de desenvolvimento. O embrido, assim como o megagametdfito sdo
consideradas estruturas de reservas, principalmente de proteinas, lipidios
e amido (PANZA et al., 2002).

0.3 -
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Figura 2. 2 — Massa fresca e seca do embrido de Araucaria angustifolia nos estadios
cotiledonar e I, 11, 11l e IV coletas no ano de 2012.
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(v)

Figura 2. 3 — Estrdbilo feminino (pinhas) de Araucaria angustifolia nos estadios de
desenvolvimento cotiledonar (Cot) e (1), (1), (111), (IV).

(a) Estrébilo feminino; (b) secdo transversal do Estrobilo feminino; (c) se¢do
longitudinal da sementes. ec: eixo central do estrébilo feminino; e:embrido; m:
megagametofito
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Em relacdo ao grau de umidade das sementes no primeiro ano de
coleta, no estadio | as sementes apresentaram 56,26% decrescendo para
48,23 % no estadio Il, mantendo-se estaveis a partir deste periodo. O
contelido de matéria seca nas sementes aumentou acentuadamente do
estadio | para Il atingindo 51,77 mg.g” (Figura 2.4). Ja na coleta de
2012, no estadio cotiledonar as sementes apresentaram elevado grau de
umidade (66,54%), diminuindo para 53,36% no estadio | e 49,13% no
estadio II.

Apesar das diferencas durante os dois anos de coleta, em torno de
1-3% no grau de umidade, é importante observar que o comportamento
foi similar, ou seja, foi decrescente até o estadio IlI, mantendo-se
estaveis nos demais estadios. Esta diferenca pode estar associada aos
maiores indices pluviométricos durante o desenvolvimento das
sementes. Entre os meses de dezembro a abril de 2011, a regido de
Curitibanos  registrou em média 158,2 mm de precipitagdo
pluviométrica, enquanto no ano de 2012 apenas 66,6 mm (Figura 2.1)
(EPAGRI/CIRAM, 2012). Borges et al. (2005), estudando a maturagao
de sementes de Caesalpinia echinata também encontrou diferengas
entre os dois anos estudados, em que 0 ano com maior precipitacdo, as
sementes estavam mais Umidas e a antese iniciou mais cedo, porém aos
59-60 dias ap0ds antese, os valores ficaram proximos em ambos 0s anos.
A razdo para as diferencas anuais no periodo de desenvolvimento das
sementes ndo é conhecido, mas possivelmente esta relacionada com a
guantidade de chuva, com sementes maduras mais rapidamente, em anos
de seca (LAN et al., 2012).

Os valores obtidos para o grau de umidade encontram-se dentro
da faixa proposta para sementes recalcitrantes e no caso de A.
angustifolia, abaixo de 38 %, sdo consideradas letais as sementes,
indicando a perda total de viabilidade (EIRA et al., 1994). Para algumas
espécies, este parametro é considerado como indice eficaz para auxiliar
na determinacdo da maturidade fisiolégica das sementes e
consequentemente, 0 momento ideal para realizar a colheita. Em
sementes de Podocarpus lambertii, o grau de umidade foi o melhor
parametro para determinar a maturidade fisioldgica, quando esta atinge
32,0% (RAGAGNIN et al., 1994). O mesmo ocorrendo em sementes de
Pyracantha crenulata, quando as sementes atingem entre 68-71%
(SHAH et al, 2006).

No entanto, para A. angustifolia este parametro ndo parece ser um
bom indicativo do momento ideal para colheita, 0 comportamento
encontrado para o grau de umidade e massa seca das sementes, seguiu
um padrdo similar do estagio | para o Il, ocorrendo a substituicdo do
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contetdo de agua pela matéria seca, como indicado por outros autores
(DE CASTRO et al., 2004), ocasionando reducdo no grau de umidade e
aumento da massa seca, mas a partir deste estadio ndo se observou
alteracdes.
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As caracteristicas morfoldgicas da semente indicaram que nos
estadios | e Il de 2011, o comprimento, a largura e a espessura das
sementes apresentaram maiores valores, diminuindo nos demais
estadios. O comprimento diminuiu de 5,57 cm para 4,69 cm, a largura
de 1,70 cm para 1,32 cm e a espessura de 1,27 cm para 0,95 cm, nos
estadios | para Ill, respectivamente. Contudo, para a coleta de 2012, as
sementes do estadio 1V apresentaram maior comprimento (5,99 cm),
largura (2,12 cm) e espessura (1,71 cm) em relagdo aos estadios
anteriores (Tabela 2.2).

Apesar das diferencas encontradas entre os dois anos de coleta, as
caracteristicas morfoldgicas das sementes encontram-se dentro dos
valores obtidos para A. angustifolia, variando de 1,7 a 8 cm no
comprimento, de 1,0 a 2,5 cm na largura e de 0,9 a 2,0 cm na espessura
(CARVALHO, 2002; ANSELMINI, 2005; KRUPEK; RIBEIRO, 2010;
MATTOS, 2011). Esta variacdo é esperada, pois as sementes de
diferentes estrobilos de A. angustifolia apresentam grande varia¢do no
seu tamanho, essas diferengas poderiam ser menores se a analise fosse
feita separadamente para cada estrobilo, pois a massa e tamanho das
sementes dentro dos estrébilos sdo semelhantes (KUNIYOSHI, 1983;
MANTOVANI et al., 2004; ANSELMINI, 2005).

Tabela 2. 3 — Dimensdo das sementes de Araucaria angustifolia nos
diferentes estadios de desenvolvimento nos anos de 2011 e 2012.

Estadio de desenvolvimento
Parametros
Avaliados Ano Cot | 1 Il v

Comprimento 2011 * 56aA 53aAB 4,7bC 49bBC
das sementes

(cm) 2012 54C 54aC 54aC 56aB 60aA
Largura das 2011  *  16bAB 1,7bA 13bC 15bB
sementes

(cm) 2012 20B 20aB 20aB 19aB 22aA
Espessura das 2011  *  13bA 13bA 09bB 1,0bB
sementes

(cm) 2012 16B 16aB  17aB  16aB  17aA

As letras referem-se ao teste de Tukey a 5% sendo: mindscula — comparagdo nas
colunas, entre os anos 2011 e 2012 no mesmo estadio de desenvolvimento e
maiUscula — comparacéo nas linhas, entre os estadios de desenvolvimento.
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Outro pardmetro diretamente relacionado com a maturidade das
sementes é a massa de mil sementes. Foram observadas diferencas entre
o0s estadios coletados, contudo no estadio IV observou sementes com
maiores massas de mil sementes 9550 g em 2012 (Figura 2.5), valores
acima do encontrado por Kuniyoshi (1983) para sementes de A.
angustifolia, em torno de 7398 g.

VariagBes na massa de sementes durante o periodo de coleta,
também foram obtidas em sementes de Citharexylum montevidense
iniciando com 4,32 (g/100 sem.), decrescendo para 3,88 (g/100 sem.) na
27° semana apods a antese e aumentando para 4,24 (g/100 sem.) na 35°
semana (LEONHARDT et al., 2010). O mesmo ocorrendo em sementes
de Prunus cerasoides com incrementos na massa de 100 sementes nas
duas primeiras coletas, seguido de decréscimo na terceira coleta e
novamente acréscimos até a ultima coleta (TEWARI et al., 2011).
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Figura 2. 5 — Massa de mil sementes (g) de Araucaria angustifolia nos estadios:
cotiledonar e I, Il, 111 e IV nos anos de 2011 e 2012.

Além das caracteristicas morfologicas e fisicas das sementes
durante o desenvolvimento é fundamental avaliar a qualidade fisiol6gica
e estabelecer relacdes entre estas caracteristicas, para isso realizou-se
testes de viabilidade e vigor.

Na coleta de 2011, a porcentagem de germinacdo das sementes
de A. angustifolia apresentou-se elevada nos estadios iniciais de
desenvolvimento, em torno de 86%, mas apds o estadio I1l, observou-se
um acréscimo significativo para 98%. Resultado similar foi obtido na
coleta de 2012, em torno de 86% das sementes germinaram nos estadios
I, Il e Ill, aumentando no ultimo estadio para 95% (Figura 2.6). O
interessante € que nestes estadios mais tardios, as sementes
apresentavam-se estaveis quanto ao grau de umidade e de massa seca, 0
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que demonstra que o0 méximo acumulo de massa seca ndo coincidiu com
a méxima viabilidade.

Marcos Filho (2005) citou alguns trabalhos que indicaram
acréscimos da germinacdo e/ou vigor durante o periodo em que as
sementes apresentavam estabilidade do valor maximo da massa seca, e
sugeriu a possibilidade da ocorréncia de modificagBes bioquimicas nas
sementes, promovendo “ajustes” metabolicos, apds a paralisagdo do
fluxo de reservas para a semente.

Em outras espécies como Phoenix roebelenii, uma espécie que
também possui sementes com comportamento recalcitrante, o grau de
umidade manteve-se estavel (em torno 36%) nas coletas feitas aos 138
d.a.a até os 194 d.a.a, porém a germinacao nao foi alterada mantendo-se
alta - 95% (IOSSI et al., 2007). Enquanto em sementes de Myrica
esculenta, a germinacdo aumentou com a diminuicdo do grau de
umidade quando apresentaram entre 30-32% (SHAH et al., 2010). O
mesmo ocorrendo em sementes de Podocarpus lambertii em que a
méxima germinagdo (81%) ocorreu quando a percentagem de umidade
da semente atingiu o indice mais baixo (32%) e o indice mais elevado de
matéria seca (17,68 gramas/100 sementes) (RAGAGNIN et al,. 1994).
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Figura 2. 6 — Porcentagem de germinacdo de sementes de Araucaria angustifolia,
coletadas nos estadios I, 11, 11l e IV nos anos de (A) 2011 e (B) 2012.
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As avaliacdes relacionadas ao vigor para 2011, como o IVG, a
primeira contagem e o comprimento da raiz indicaram que as sementes
mais vigorosas foram as dos estadios Il e IV para o IVG; e para a
primeira contagem e comprimento da raiz em todos os estagios, com
excecao do estagio I. J& os resultados obtidos para a coleta em 2012, o
IVG e a primeira contagem indicaram que o estddio IV é o mais
vigoroso e para o comprimento de raiz o estadio Il e IV (Figura 2.7).
Apesar dessas diferengas, os valores encontrados para esses parametros
de vigor, o estadio IV sempre apresentou maiores valores em conjunto
Ou ndo com outros estadios.

Ja para o comprimento da parte aérea, o resultado foi semelhante
ao teste de germinagdo, com valores superiores no estagio IV em relacéo
aos estagios Il e I1, independente do ano de coleta. Indicando que nesse
estadio, as sementes apresentaram maior viabilidade coincidindo com
maiores indices de vigor, pelo teste de IVG, primeira contagem e
comprimento de radicula e parte aérea.

Resultados similares de aumento de viabilidade e vigor durante
0s Ultimos estaddios de desenvolvimento também foram obtidos em
sementes de Citharexylum montevidense (LEONHARDT et al., 2001),
Eugenia pyriformis e E. involucrata (SANTANA, 2007) e Miconia
cinnamomifolia (LOPES; SOARES, 2006), porém para sementes de A.
angustifolia ndo ha relatos na literatura.

Entre as duas coletas, observaram-se resultados menores para
IVG e primeira contagem no ano de 2012, que podem estar relacionados
com fatores ambientais, como baixos indices de precipitagdo
pluviométrica. Segundo Marcos Filho (2005), a disponibilidade hidrica
¢ particularmente importante durante o periodo de transferéncia de
matéria seca para as sementes, reduzindo a probabilidade da formacgéo
de sementes defeituosas.
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As letras referem-se ao teste de Tukey para separagdo de médias ao nivel de 5 % de
probabilidade sendo: minudscula — diferencas entre os anos de 2011 e 2012 e
maiUscula — diferencas entre os estadios de desenvolvimento.

No estadio cotiledonar avaliado apenas em 2012, as sementes
apresentaram menor taxa de germinagdo (69%) e indices de vigor, como
IVG (0,22), primeira contagem (0%) e comprimento da parte aérea (7,37
cm) demonstrando que as coletas pré maturas resultam em menor
qualidade fisioldgica provavelmente pela menor quantidade de reservas
acumuladas.

O uso de apenas testes de vigor relacionados as caracteristicas das
plantulas podem gerar informagfes incompletas, com isso para
compreender as alteragdes no vigor e relaciond-lo com os demais testes
realizou-se o teste de condutividade elétrica. Este teste tem importancia
como um teste operacional para avaliar as sementes durante o
desenvolvimento (PHARTYAL et al, 2006 ), tem recebido maior
atencdo devido a simplicidade, rapidez e baixo custo, e sua natureza ndo
destrutiva (BONNER, 1994). Detecta o inicio do processo de
deterioracdo, que € caracterizado pela desestruturacdo do sistema das
membranas celulares (SANTOS; PAULA, 2005).

A condutividade elétrica foi monitorada a cada 2 horas até um
tempo final de 24 horas (Figura 1.7- A e C), sendo que ap6s 12 horas de
embebicdo ocorreu uma estabilizagdo nas leituras da condutividade
elétrica, permitindo inferir que a quantidade de lixiviados é causada pela
qualidade das sementes possibilitando uma comparagdo entre os
estadios de desenvolvimento.
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Figura 2. 8 — Taxa média de solutos liberados durante a embebigdo, por 0 a 24 horas, em &gua destilada de embrides de Araucaria
angustifolia, com base nas leituras da condutividade elétrica (CE) nos estadios cotiledonar e de desenvolvimento I, 11, I1l e IV nos anos
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desenvolvimento I, 11, 111 e IV, ap6s 12 horas de embebicdo em &gua destilada nos anos de 2011 (C) e 2012 (D).
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A liberacdo de exsudatos mais intensa ocorreu no estadio 1V, nos
dois anos de coleta (figura 2.7 — B e D) indicando uma maior
desorganizacdo dos sistemas de membranas das células em comparagéo
com os demais estadios. Esta desorganizacdo ndo refletiu em menor
viabilidade ou vigor como previamente mencionado. O estadio
cotiledonar também apresentou maior liberacdo de lixiviados (61,98
uS/cm/g) do que os estadios 1, 11 e 11l. Este fato pode estar associado as
membranas ainda ndo estarem completamente organizadas, pois o
sistema de membranas se organiza gradativamente durante a
desenvolvimento e sua maxima organizacdo é alcancada fase final do
acumulo de reservas, proxima da maturidade fisiologica (MARCOS
FILHO, 2005).

Resultados similares foram constatados em sementes de Inga
vera subsp. affinis, onde maiores valores de condutividade elétrica (34
puS/cm/g) também foram encontrados no Ultimo estddio de
desenvolvimento - 1V, e foram coincidente com 100% de porcentagem
de germinacdo (BONJOVANI; BARBEDO, 2008).

A auséncia de relacdo entre os resultados da condutividade
elétrica com os demais pardmetros de vigor (IVG, primeira contagem e
comprimento raiz/parte aérea) pode ser explicada pelo fato que o teste
de condutividade elétrica indicar o inicio da deterioracdo, pela menor
integridade do sistema de membranas celulares das sementes, uma vez
que este é o primeiro evento caracteristico do processo de deterioragdo
(MARCOS FILHO, 2005).

A determinacdo da viabilidade, baseando-se no teste de tetrazélio
ndo mostrou diferencas significativas entre os estadgios de
desenvolvimento no ano 2011, mas foi proximo aos percentuais de
germinacdo pelo teste padrdo nos estadios | e Il. No ano de 2012, a
viabilidade foi inferior apenas no estadio Il. Desta forma o teste padréo
de germinacdo e os demais testes de vigor foram mais sensiveis para
detectar as alteracBes fisioldgicas durante o0s estadios de
desenvolvimento das sementes de A. angustifolia.
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Figura 2. 9 - Percentual de sementes viaveis de Araucaria angustifolia pelo teste
de tetrazélio nos estadios cotiledonar e de desenvolvimento 1, 11, 11l e IV nos anos de
2011 e 2012.

As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo: mailsculas — comparacdo
entre os estadios cotiledonar e de desenvolvimento; mindsculas — comparacéo entre
0s anos de 2011 e 2012.

A A. angustifolia apresenta diferentes variedades botanicas,
contudo na populacdo estudada ndo had definicdo da variedade
encontrada. As sementes provenientes deste local apresentaram
coloracdo avermelhada quando maduras (Figura 2.3), ndo apresentando
bases brancas (caracteristicas das variedades caiova e indehiscens) e o
periodo de amadurecimento das pinhas foi de abril a julho. Segundo as
caracteristicas das variedades descritas por Mattos (2011), sugere-se que
coletaram sementes da variedade angustifolia. Esta variedade ocorre
com maior frequéncia nas propriedades de agricultores préximos a
Floresta Nacional de Trés Barras, SC, sendo denominado por eles de
“pinhdo comum” devido sua maior ocorréncia (ZECHINI et al., 2012).
Porém sdo necessarios estudos que investiguem mais profundamente
estas caracteristicas, além do conhecimento tradicional dos agricultores
préximos a esta populacgéo.

Através dos testes realizados pode-se verificar que ocorrem
modificacdes fisiologicas durante os estadios de desenvolvimento de
sementes de Araucaria angustifolia, 0 que demonstra resultados
inéditos. Pela literatura, muitos trabalhos tém classificado os estadios I,
Il, 1l e IV como um Unico estagio, pois consideram as caracteristicas
morfologicas do embrido (GUERRA et al., 2008, BALBUENA et al.,
2009). Geralmente, para muitas espécies de coniferas, a maturidade
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morfoldgica, ou seja, quando o embrido torna-se totalmente alongado, é
uma fase chave ocorrendo & maxima viabilidade (EDWARDS, 1980).
Entretanto, verificou-se que ha diferencas no grau de umidade,
na viabilidade e vigor das sementes durante o desenvolvimento. E
indicado realizar a colheita das sementes no Gltimo estadio, ou seja,
quando as pinhas iniciam a debulha no campo e apresentam coloragédo
marrom. Neste estadio, as sementes contém grau de umidade préximo a
47% possibilitando elevados percentuais de germinacdo e indices de
vigor, mas em alguns casos particulares, caso exista a necessidade de
colheita prematura, isto é possivel, em funcdo da germinacdo e vigor
nao serem tdo baixos com 67 % de germinagdo no estadio cotiledonar.

2.4 CONCLUSAO

Existem diferengas na viabilidade e no vigor nos estadios de
desenvolvimento de sementes de Araucaria angustifolia, sendo que no
estadio 1V, as sementes apresentaram maior viabilidade e vigor pelo
indice de velocidade de germinacdo, primeira contagem e comprimento
da raiz e parte aérea.

Pelo teste de condutividade elétrica existe indicios de desordens
estruturais nas sementes de forma precoce no estagio 1V, pela maior
liberagdo de solutos. As sementes de Araucaria angustifolia
apresentaram um maximo acumulo de matéria seca,no estadio I, e ndo
coincidiu com a maxima qualidade fisiologica das sementes.
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CAPITULO 11

CONTRIBUICAO DE COMPONENTES BIOQUIMICOS NA
QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE Araucaria
angustifolia

3.1 INTRODUCAO

As reservas acumuladas sdo responsaveis pelo fornecimento de
nutrientes e energia necessarios para plena manifestacdo das funcdes
vitais das sementes (MARCOS FILHO, 2005). As substancias
armazenadas em grande quantidade constituem os carboidratos, o0s
lipideos e as proteinas (BUCKERIDGE et al., 2004), sendo que em
muitas especies, estas reservas sdo armazenadas em diferentes tecidos e
proporcBes (BEWLEY; BLACK, 1994). Em Araucaria angustifolia, tais
reservas sdo armazenadas no embrido e no megagametdfito (PANZA et
al., 2002).

As proteinas armazenam principalmente nitrogénio e enxoftre,
essenciais para a sintese de proteinas, acidos nucleicos e compostos
secundarios na plantula em crescimento (BUCKERIDGE et al., 2004).
Além de fornecer os aminoécidos, cujos UsSOs S0 essenciais aos
processos de germinacdo e desenvolvimento da plantula a partir do
crescimento embrionario (SHEWRY et al., 1995; BUCKERIDGE et al.,
2004). Esse composto vem sendo muito estudado principalmente
durante a embriogénse zigdtica e somatica de A. angustifolia
(ASTARITA, 2000; FERNANDEZ, 2001; DOS SANTOS, 2002;
STEINER, 2005; SILVEIRA et al., 2008; BALBUENA, 2009;
STEINER; 2009; FARIAS-SOARES et al., 2012).

Durante a embriogénese zigotica, ha acimulo de proteinas até o
estadio cotiledonar, com acréscimos (DOS SANTOS et al., 2006;
SILVEIRA et al., 2008), decréscimos (BALBUENA et al., 2009) ou
estabilidade até o estadio maduro (ASTARITA et al., 2003). No entanto,
ndo se sabe como esta variacdo pode contribuir na qualidade fisiolégica
das sementes de araucéria.

Outra importante reserva nas sementes sdo 0s carboidratos,
encontrados na forma sollvel, como os oligossacarideos da série
rafindsica, ou insolliivel como o amido e aqueles depositados nas paredes
celulares espessadas de cotilédones e endosperma (CACCERE, 2010).
Atuam como fonte de energia e carbono para a germinagdo das sementes
e o desenvolvimento das plantulas (BUCKERIDGE et al, 2004).
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Os carboidratos sollveis podem exercer prote¢cdo contra 0s
efeitos negativos da desidratacdo; contribuindo para a estabilidade do
sistema de membranas, ao favorecer a preservacdo das relagdes
hidrofilicas associadas a atividades de proteinas durante a desidratagdo
(MARCOS FILHO, 2005). Acumulam-se tardiamente no
desenvolvimento das sementes (DE CASTRO et al., 2004). No caso de
A. angustifolia nos tecidos do megagametéfito ha em torno de 35,5
mg.g™ e no embri&o + 90 mg.g™ (STEADMAN et al., 1996).

O carboidrato na forma insoltvel, ou seja, 0 amido ¢ o mais
comumente encontrado em sementes (BEWLEY; BLACK, 1994) e uma
das mais importantes formas de reserva de carbono nas plantas, em
termos de quantidade, universalidade de sua distribuicdo e importancia
comercial (BUCKERIDGE et al, 2004). Sementes de A. angustifolia sdo
consideradas ricas em amido, podendo apresentar de 36,28% a 86,26%
(RAMOS; SOUZA, 1991; PIRIZ CARRILLO, 2003; CORDENUNSI et
al, 2004; CORREA; HELM, 2009; BELLO-PEREZ et al., 2006;
GARCIA, 2012).

Durante o desenvolvimento das sementes dessa espécie foi
observado graos de amido dentro dos amiloplastos (ROGGE-RENNER
et al.,, 2012), e em grande quantidade no megagamet6fito, sendo
considerado a principal fonte de carbono para crescimento das plantas
(PANZA et al., 2002). Similarmente, ndo se tém relatos da contribuicdo
de proteinas sobre a qualidade fisioldgica das sementes de araucéria.

Além dos carboidratos, outra fonte de energia durante a
germinagdo sdo os lipidios, estes sdo considerados mais eficientes e
também podem ter a fungdo de reserva e estrutural (MARCOS FILHO,
2005). Tem importante papel na protecdo das membranas das células
embrionarias contra as lesdes durante a desidratacdo das sementes
(MELLO etal., 2010).

Em células meristematicas de A. angusfolia ha presenca de
corpos lipidicos (PANZA et al., 2002; ROGGE-RENNER et al., 2012),
sendo que em sementes maduras, os teores de lipidios variam de 0,52 %
a 7,38 % (RAMOS; SOUZA, 1991; CORDENUNSI et al., 2004;
CONFORTI; LUPANO, 2007; CAPELLA et al., 2009; ABE et al.,
2010).

Em outras espécies recalcitrantes, como Eugenia uniflora e Inga
vera, também se observou baixos teores de lipidios, sugerindo que este
composto pode estar envolvido no mecanismo de tolerancia a
dessecacdo (MELLO et al., 2010), pois sdo constituintes essenciais do
sistema de membranas celulares (MARCOS FILHO, 2005). A
organizacdo das membranas afeta diretamente a normalidade dos
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processos fisiolégicos em sementes, como a germinacdo e a
manifestacdo do vigor, sendo os principais alvos do processo de
deterioracéo pds maturidade (MARCOS FILHO, 2005).

O conhecimento dos mecanismos de acumulo e mobilizagdo de
reservas sdo fundamentais para a obtengdo de plantas de maior vigor
(BUCKERIDGE et al, 2004), além de dar subsidio para manipulacéo da
multiplicacdo in vitro via embriogénese somatica (SILVEIRA et al,
2008). Desta forma, o entendimento da deposicdo de reservas nos
diferentes tecidos durante o desenvolvimento de sementes de Araucaria
angustifolia e sua relagdo com a qualidade fisioldgica, pode contribuir
significativamente para obter sementes de maior qualidade e favorecer a
producdo e conservacao de sementes dessa espécie.

Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar os teores de
carboidratos, amido proteinas e lipidios no embridlo e no
megagametofito de A. angustifolia durante a maturidade das sementes e
indicar a contribuicdo destes componentes na qualidade fisioldgica de
sementes.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta das amostras

As coletas das sementes foram realizadas em uma populagédo
localizada no municipio de Curitibanos — SC, iniciando-se no més de
marco de 2011, quando os embrides estavam no estddio de
desenvolvimento cotiledonar (GUERRA et al, 2008), seguindo com
coletas mensais até julho, sendo classificados em estadios I, I1, Il e V.

As coletas foram realizadas em uma populagdo de
aproximadamente 50 arvores, de forma aleatdria totalizando 10
estrobilos femininos coletados em cada estadio. Ap6s cada coleta, 0s
estrébilos foram debulhados manualmente retirando-se as sementes
danificadas, e posteriormente homogeneizadas para obter a amostra de
trabalho, utilizou-se uma fracdo da amostra para extrair 0
megagametofito e o embrido, e analisou-se o grau de umidade e massa
seca de cada estrutura colocando-os em estufa a 105 °C + 3 °C por 24
horas, com 2 repetigdes de 5 embrides (BRASIL, 2009). A outra fracdo
foi congelada com nitrogénio liquido e armazenada em ultrafreezer (-80
°C) até 0 momento das analises.

As amostras foram retiradas do ultrafreezer e imediatamente
liofilizadas (Liotop L101 — Liobras) por aproximadamente 9 horas e
submetidas as analises bioquimicas.
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3.2.2 Andlises bioquimicas

Carboidratos sollveis e amido

Para a extracdo dos carboidratos soluveis totais e amido, utilizou-
se 200 mg de biomassa seca maceradas com o auxilio de nitrogénio
liquido e submetidas a uma extracdo tripla com etanol 80% a 100 °C
durante 5 minutos. Os extratos foram centrifugadas a 1500 g durante 15
min, posteriormente filtrados com I& de vidro e os sobrenadantes
coletados para quantificacdo dos agucares soluvéis totais. O amido foi
extraido a partir do residuo formado, adicionando-se 5 mL de agua
destilada e 6,5 mL de acido perclérico 52%, mantidos por 15 minutos
em banho de gelo e agitando ocasionalmente com bastdo de vidro, em
seguida foram centrifugados a 1500 g por 15 minutos. O sobrenadante
foi decantado em proveta e ao residuo adicionou-se 5 mL de &gua
destilada e 6,5 mL de acido perclérico para nova extracdo. As fracoes de
amido foram wunidas e ajustou-se o volume para 100 mL.
Posteriormente, foram filtradas em 1a de vidro e conservou-se uma
amostra adequada para quantificagdo (McCREADY et al, 1950).

A quantificacdo dos carboidratos soluvéis totais e amido foi
realizada por anélise colorimétrica pelo método fenol-sulfirico
(DUBOIS et al., 1956). Utilizou-se aliquotas das amostras, diluidos em
agua destilada para 0,5 mL e acrescentou-se 0,5 mL fenol 5% e 2,5 mL
de &cido sulfurico. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada
em espectrofotdmetro a 490 nm, utilizando como padrdo uma curva de
D-glicose de 0 a 60 pg/mL (R2=0,9955, y = 0,0127x + 0,0266).

Proteinas soluvéis totais

A extracdo das proteinas solUveis totais foi realizada através da
metodologia descrita por Steiner (2005), com adaptacGes (FARIAS, et
al., 2011). Utilizou-se 100 mg de biomassa seca maceradas com auxilio
de nitrogénio liquido e 1 mL de tampdo de extracdo contendo: 20 mM
de fosfato de sddio dibasico — pH 7,5; 1 mM de EDTA - é&cido
etilenodiaminotetraacético; 50 mM de NaCl — cloreto de s6dio; 10% de
Glicerol (v/v), 1 mM de PMSF - Fluoreto de fenilmetilsulfonil e 1,5%
de B-mercaptoetanol (v/v). Posteriormente, centrifugou-se a 4000 rpm,
a 4 °C, por 25 minutos, e 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.
Apos este periodo, as amostras foram novamente centrifugadas a 4000
rom, a 4 °C por 35 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
proteinas totais ressuspendidas em solucdo de 20 mM de fosfato de
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sodio dibasico (pH 7,5). Os teores de proteinas sollveis totais das
amostras foram quantificados em espectrofotometro pelo método de
Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como padrdo
(BSA 0 — 800 pg/mL, R2=0,9845, y = 2078,7x — 29,82).

Lipidios

A extracdo dos lipidios foi realizada pelo método de extracdo de
6leo a frio (BLIGH-DYER, 1959, com adaptagdes de BRUM, 2004).
Utilizou-se 1,5 g de amostra seca com 10 mL de cloroférmio, 20 mL de
Metanol e 8 mL de agua destilada. Em seguida, as amostras foram
agitadas em vortex por 30 minutos e adicionou-se 10 mL de cloroférmio
e 10 mL de 4gua destilada. Posteriormente foram armazenadas a 4 °C
por aproximadamente 1hora. Apds esse periodo formou-se um sistema
bifasico, com a fase superior composta de metanol, &gua e nao lipidios e
a fase inferior, com cloroférmio, contendo os lipidios extraidos. A fase
inferior foi recolhida em baldes previamente pesados e filtrada com 2 g
de sulfato de sodio anidro sobre papel filtro quantitativo (JP42 — faixa
azul, 80 g/m?, porosidade 8um). O solvente foi rotaevaporado a 30° C
por aproximadamente 5 minutos e os baldes pesados novamente. O teor
de lipidios foi calculado pela diferenca do peso final e inicial dos baldes
em 1,5 g de amostra do megagametofito.

Qualidade fisiologica

Para relacionar os componentes bioquimicos com a qualidade
fisioldgica das sementes foram utilizados os resultados de viabilidade e
vigor obtidos no Capitulo I do presente trabalho.

3.2.3 Anaélise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado com 3 repeticdes dentro de cada estaddio e leituras em
duplicatas. Para indicar a relagdo de dependéncia da qualidade
fisioldgica de sementes de A. angustifolia em funcdo da deposicdo de
reservas no megagametofito e no embrido foram conduzidos testes de
correlacdo dentro de cada estadio de coleta das sementes e analise de
regressdo para determinar o efeito do periodo de desenvolvimento nas
respostas fisiologicas e bioquimicas.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Nos estadios cotiledonar e 1, 0 megagameto6fito apresentou 66,5
% e 56,3% de grau de umidade, respectivamente. Mantendo-se estavel
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a partir do estadio Il, em torno de 47,5%. No embrido, o grau de
umidade foi proximo a 63% nos estadios cotiledonar e | com redugdo
até o estddio Il para 49,9%. Demonstrando que o megagametéfito foi o
que mais contribuiu para que houvesse reducdo no grau de umidade das
sementes integras ao longo do periodo de desenvolvimento (Figura 3.1).
Astarita et al., (2003) observaram aumento no grau de umidade durante
0 desenvolvimento de sementes de A. angustifolia nos tecidos do
megagametofito, sendo que nos estadios 5 e 6, ou seja coletados no
inicio e final de marco, respectivamente, observaram-se estabilidade no
contetido de agua (96,6%).

Durante a desenvolvimento das sementes, 0 acimulo de reservas
ocorre quando estas apresentam elevado grau de umidade, sendo que o
fluxo de acimulo de matéria seca é intensificado até atingir um maximo
(MARCOS FILHO, 2005). Esse maximo de matéria seca foi observado
no estadio Il para 0 megagametéfito (0,52 g.g™*) e no estadio 111 para o
embrido (0,49 g.embrido™).

Em sementes de A. angustifolia, o embrido e 0 megagametofito
sdo considerados locais de reservas (PANZA et al 2002). O interessante
é que o megagametdfito contribui de forma mais acentuada para o
acimulo de matéria seca do estadio | ao Il, porém se assemelha ao
embrido no estadio Il e IV (Figura 3.1). O maximo acimulo de massa
seca em ambos componentes de reserva permitiu indicar que as
sementes atingiram a maturidade. No entanto, ndo indicam que outras
alteracdes fisioldgicas e bioguimicas na semente ndo ocorram, visto que
existem relatos de outras espécies que mesmo ap6s ter atingido o
méaximo acimulo de massa seca verificou-se mudancas fisioldgicas e
bioquimicas, atribuindo este fato a imaturidade fisioldgica ou funcional
por ocasido do seu desprendimento da planta, como llex paraguayensis
e Copaifera langsdorffii (REIS, 2004).
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Figura 3. 1- Grau de umidade e massa seca no megagametofito e no embrido nos
estadios cotiledonar e I, II, 11l e IV no ano de 2011.

O teor de carboidratos sollveis totais aumentou do estadio
cotiledonar até o estadio IV, de 6,7 mg.g” para 24 mg.g’ no
megagametéfito e de 33,5 mg.g™ para 54,7 mg.g" no embrido. Os
valores encontrados a partir do estadio Il encontram-se proximo ao
encontrado por Steadman et al., (1996) para 0 megagametofito de A.
angustifolia, em torno de 35,5 mg.g™ e para sementes maduras 24 mg.qg’
! (CORDENUNSI et al, 2004), porém abaixo do encontrado para o
embri&o, em torno de 90 mg.g™ (STEADMAN et al., 1996).

Observou-se um ponto de transicdo apds o estadio Il, ou seja, o
aumento acentuado nos teores de carboidratos solliveis no embrido
coincidiu com a queda deste no megagametdfito, indicando que a
reservas estdo sendo remobilizadas do megagametéfito para o embrido a
partir deste ponto, coincidindo com os indices mais altos de velocidade
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de germinacdo e proximos a maxima porcentagem de germinacdo
observada no estadio V.

Algumas espécies com sementes recalcitrantes possuem baixos
valores de carboidratos solGveis e podem estar relacionados a
intolerancia das sementes a dessecacdo (PRITCHARD etal., 1995; DE
CASTRO, 2004; MARCOS FILHO, 2005; MELLO et al., 2010). A
funcdo dos carboidratos neste processo pode ser de protecdo das
membranas durante a desidratacido (BARBEDO; MARCOS FILHO,
1998).

Apesar do aumento nos teores de carboidratos sollveis, este ndo
foi suficiente para evitar a maior quantidade de solutos liberados durante
a embebi¢do no teste de condutividade elétrica no estadio IV. Se
compararmos os resultados obtidos com algumas sementes ortodoxas
como Erythrina speciosa e Caesalpinia echinata que possuem acima de
140 mg.g™* (MELLO et al., 2010), os valores obtidos sio menores, o que
pode ser um indicativo da desestruturacdo das membranas observados
durante a maturidade das sementes.

Por outro lado verificou-se uma correlagdo positiva de 0,76 dos
teores de carboidratos com a germinagédo, sugerindo importante papel
dos carboidratos sollveis na viabilidade das sementes de A. angustifolia.
A capacidade de tolerar a dessecacdo esta relacionada ndo apenas aos
carboidratos, mas a outros compostos, como proteinas LEA , enzimas
anti oxidantes, caracteristicas fisicas intracelulares entre outros
(BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998; PAMMENTER; BERJAK,
1999), por isso é necessario outros estudos para tal afirmacao.

60 - @ Embrido Megagametotito

Carboidratos soluvéis
(
L
=
'l

80 100 120 140 160 180 200 220
Diag do ano

Cot | 1 | II | 111 | IV
Figura 3. 2 — Carboidratos sollveis totais (mg.g™) nos tecidos do embrido (y=
0,0044x2 - 1,0824x + 91,723 — R2 = 0,8974) e megagametdfito (y = -0,0029x2 +
1,0275x — 64,629 — R2 = 0,896) de Araucaria angustifolia nos estadios cotiledonar
(Cot)e I, 11, llle IV
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O amido é uma das formas de carboidrato insoltvel, considerado
o principal composto de reserva em sementes de A. angustifolia
(TOMPSETT, 1984). Teores elevados no megagametdfito e no embrido,
foram observados principalmente no estadio IV, com 46,52 % no
embrido e 52,87 % no megagametofito. Nos trabalhos realizados com
sementes maduras de A. angustifolia observaram-se variaces nos teores
de amido de 36,28% a 86,26% (RAMOS; SOUZA, 1991; PIRIZ
CARRILLO, 2003; CORDENUNSI et al, 2004; CORREA; HELM,
2009; BELLO-PEREZ et al., 2006; GARCIA, 2012).

Durante os estadios analisados observou-se incremento de amido
no embrido e no megagametofito do estadio cotiledonar até o estadio de
IV, sendo mais acentuada neste Gltimo estadio. Esses resultados foram
semelhantes ao observado por Steiner (2005), nos estadios iniciais do
desenvolvimento dos embriBes zigéticos de A. angustifolia em que foi
encontrado menor contetido de amido do que nos estadios maduros.

O maior acimulo de amido observado no estadio 1V coincidiu
com a maior viabilidade e vigor das sementes avaliadas pelo teste de
germinagdo, comprimento da parte aérea/raiz e IVG. Para Carvalho e
Nakagawa (2000) quanto maior o teor de reservas nas sementes, maior
sera o vigor das plantulas originadas.

Efeitos positivos foram observados pela analise de correlacdo
entre os teores de amido no megagameto6fito e no embrido com os
resultados do teste de germinacdo, com coeficiente de 0,98 e 0,86,
respectivamente. Demonstrando que o acimulo de amido durante o
desenvolvimento favoreceu a viabilidade das sementes.

Nas sementes recalcitrantes € comum a continuidade de acimulo
de metabolitos de reserva, como observado para outras espécies como
de Inga vera em que observaram um aumento no teor de amido durante
os estadios analisados, com maior acumulo no estadio 1V, em torno de
350 mg.g™* (CACCERE, 2010), ou em sementes de Hevea brasiliensis
onde foi observado aumento no embrido de 2 mg.g™ (38 dias apés a
polinizacdo - DAP) para 5,5 mg.g™* (195 DAP) e no tecido de reserva de
2 mg.g™ para 8,93 mg.g"' do 38 DAP para 0 195 DAP (BONOME et
al., 2011).
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Figura 3. 3 — Amido (mg.g?) nos tecidos do embrido e megagametéfito de
Araucaria angustifolia nos estadios cotiledonar (Cot) e I, II, 1l e IV, no ano de
2011.

Outros compostos que vem sendo muito estudado em sementes
de A. angustifolia sdo as proteinas. Nos tecidos do megagametdfito do
estadio cotiledonar até o estadio 111 observou-se em torno de 9,5 mg.g™
de teor proteico, com decréscimo no estadio IV para 4,3 mg.g'l.

Na literatura, encontram-se diferentes relatos sobre os teores de
proteinas do megagametdfito entre os estadios cotiledonar e maduro
com acréscimos até o estddio maduro, chegando a 20 mg.g™
(SILVEIRA et al., 2008) ou teores semelhantes nos dois estadios (5,3
mg.g ') (ASTARITA et al., 2003) ou ainda decréscimos no teor proteico
(de +6 pg.mg™ cotiledonar tardio para +3 pg.mg™ no estadio maduro)
(BALBUENA et al., 2009).

No embrido também é encontrado grande quantidade de proteina
em todo o citoplasma celular (ROGGE-RENNER et al., 2012). Os
resultados demonstraram decréscimos no teor proteico no embrido do
estadio cotiledonar até o estadio 111 de 29,5 mg.g™ para 12,2 mg.g™.

O comportamento do teor proteico no embrido encontrado na
literatura é semelhante ao megagamet6fito com acréscimos do estadio
cotiledonar inicial para maduro de 0,5 mg.g™ para 4,6 mg.g*(SANTOS
et al, 2006) ou valores semelhantes nos estadios cotiledonar e maduro
(em torno de 27 mg.g™) ou decréscimos de 19 pg.mg’ no estadio
cotiledonar tardio para 12 pg.mg™ no estadio maduro (BALBUENA et
al., 2009).
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Comparando o teor proteico nos tecidos das sementes, observou-
se uma queda mais acentuada no embrido. Este decréscimo pode estar
relacionado com o aumento transitério da expressdo génica, traducdo
proteica e atividade metabdlica (BALBUENA, 2009) ou pode indicar
que a hidrélise das proteinas ja iniciou, para que seus produtos sejam
translocados aos pontos de crescimento do eixo embriondrio para a
formacéo dos novos tecidos, ou para as reaces da cadeia respiratoria
que, neste caso, estd em ritmo mais acelerado em relagdo ao
megagametofito, talvez esta constatagcdo remeta aos primeiros eventos
da germinagdo, quando ha o alongamento das células do eixo
embrionario, sem que haja o acimulo de matéria seca (GARCIA, 2012).
Um dos aspectos marcantes do desenvolvimento das espécies
recalcitrantes é a auséncia da etapa de dessecacdo durante o
desenvolvimento, passando diretamente do metabolismo de
desenvolvimento para o de germina¢do (MARCOS FILHO, 2005).

Em sementes de Durio zibethinus, antes da absciséo dos frutos, as
sementes comecaram a mobilizar proteinas e amido e consequentemente
observaram-se um declinio desses compostos (BROWN et al., 2001). O
mesmo ocorrendo em sementes de Podocarpus henkelii em que a
guantidade de proteinas diminuiu nos estadios tardios de
desenvolvimento (DODD et al., 1989).
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Figura 3. 4 — Teor de proteinas solGveis totais (mg.g™) nos tecidos do embrido e
megagametdfito de Araucaria angustifolia nos estadios cotiledonar (Cot) e I, 11, 11l e
1V, no ano 2011.

Proteinas soluvéis (mg g111%)

Assim como as proteinas e os carboidratos, os lipidios podem
proteger as células das plantas contra a situagdes de estresse (MELLO et
al., 2010). Em sementes de A. angustifolia, o teor de lipidios obtidos nos
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diferentes estadios analisados foi em torno de 2,1 % , valores proximos
ao observado na literatura entre 0,52 % a 1,58% (RAMOS; SOUZA,
1991; CORDENUNSI et al.,, 2004; CONFORTI; LUPANO, 2007;
ABE et al., 2010) e abaixo do encontrado por Capella et al. (2009) -
7,38%.

Durante a maturidade das sementes observou-se um queda pouco
acentuada no teor de lipidios. Os teores de lipidios associados aos
baixos teores de carboidratos em todos os estddios podem estar
relacionados aos maiores valores obtidos no teste de condutividade
elétrica, pois a arquitetura central das membranas celulares é a camada
dupla de lipidios (LEHNINGER et al., 2002). Os baixos teores destes
compostos e a diminuicdo do teor proteico podem modificar a
organizacdo das membranas e consequentemente afetar diretamente a
normalidade dos processos fisiologicos em sementes, como a
germinacdo, a dorméncia, a manifestacdo do vigor, a tolerdncia a
dessecacao e condicionamento fisiolégico (MARCOS FILHO, 2005).

Em estudo realizado com sementes recalcitrantes e ortodoxas,
foram observados que eixos embrionarios e cotilédones de Eritryna
speciosa e Caesalpinia echinata apresentaram rendimento de lipidios
muito superior as sementes recalcitrantes estudadas (Inga vera e
Eugenia uniflora) (MELLO et al., 2010), dando indicios de que a maior
quantidade de lipidios poderia estar associada a mecanismos de prote¢éo
contra estresse hidrico (REGO, 2012).
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Figura 3. 5 — Teor de lipidios no megagametdfito de Araucaria angustifolia nos
estadios cotiledonar (Cot) e I, 11, Il e IV, no ano 2011.

Assim, os resultados demonstraram que ocorrem modificagfes
bioquimicas mesmo apds as sementes terem atingindo o maximo
contelido de massa seca. O acimulo de amido e carboidratos solUveis
durante a maturidade das sementes contribuiu para o aumento da
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viabilidade e do vigor. Os baixos teores observados de lipidios e
carboidratos e o decréscimo no teor proteico podem estar relacionados a
incapacidade de manter as membranas celulares organizadas nas coletas
tardias, pois estes sdo componentes que conferem a tolerdncia a
dessecacao das sementes.

O decréscimo observado no teor proteico pode indicar uma
transicdo do metabolismo de desenvolvimento para o da germinacéo.
Brown et al. (2001) sugerem que as sementes que ndo atingem a
tolerancia a dessecacdo, armazenam e comeg¢am a mobilizar as reservas
antes do desenvolvimento e poderiam ser classificadas em uma quarta
categoria de comportamento das sementes, além das ortodoxas,
intermediarias e recalcitrantes propostas por Farrant et al. (1997).

Com isso, ha necessidade de estudos bioquimicos e
ultraestruturais que relatem a mobilizacdo dos compostos de reserva que
conferem a habilidade nas sementes de se manterem vidveis por mais
tempo, como caracteristicas intracelulares, atividade metabolica,
acimulo de moléculas de substancias protetoras, principalmente as
proteinas tipo LEA, carboidratos e oligossacarideos especificos.

3.4 CONCLUSAO

O acumulo de massa seca nas sementes de araucéria estabilizou
entre os estadio Il e I1l, ou seja no momento da colheita as sementes ja
atingiram a maxima massa seca.

Por outro lado, os componentes bioquimicos, como carboidratos
sollveis totais e amido no embrido aumentaram até o ultimo estadio de
desenvolvimento, mas o teor de proteina sollvel decresceu, o que
demonstra claramente que o embrido estava em plena atividade
fisioldgica mesmo apds estabilizar o acimulo de massa seca.

O estadio em que os teores de carboidratos sollveis totais e
amido estdo elevados coincidem com o aumento na viabilidade e vigor
das sementes.
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CAPITULO 111

E§TADIO DE DESENVOLVIMENTO E QUALIDADE
FISIOLOGICA DE SEMENTES DE Araucaria angustifolia EM
POS-COLHEITA

4.1 INTRODUCAO

A longevidade das sementes durante o armazenamento é afetada
pela qualidade inicial das sementes, caracteristicas do ambiente, tipos de
embalagem, tamanho e densidade das sementes, método de secagem,
grau de umidade e estadio de desenvolvimento das sementes (JUSTICE;
BASS, 1978; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; SCHMIDT, 2000;
BONNER, 2008).

No armazenamento de sementes recalcitrantes, é evidente a
importancia do conhecimento do estadio de desenvolvimento, porque 0s
processos de desenvolvimento e germinagao sao praticamente continuos
(SCHMIDT, 2000). Se a germinacdo ndo ocorre, inicia 0 processo de
deterioracdo rapidamente, tornando a coleta tardia inadequada
(BERJAK; PAMMENTER, 1995).

Sementes colhidas antes e depois da maturidade fisioldgica
apresentam menor potencial de armazenamento, por ndo terem atingido
ainda 0o maximo vigor, ou por ja terem iniciado o processo de
deterioracdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). A causa fisiologica
da capacidade de armazenamento reduzida pode ser atribuida a
incapacidade de realizar alguns eventos no ciclo tardio, por exemplo,
desenvolvimento embriondrio incompleto, inadequada protecdo da
dessecacdo, ou formacdo inadequada de proteinas de reserva ou
compostos quimicos necessarios para a capacidade de armazenamento
(HONG; ELLIS, 1990).

Santana (2007), ao trabalhar com sementes de Eugenia
involucrata em diferentes estdios de desenvolvimento, as sementes
imaturas apresentaram menores porcentagens de germinacdo, tanto
inicialmente quanto apds os trés diferentes periodos de
armazenamento (30, 60 e 120 dias). Em sementes de A. angustifolia
diversos estudos tem sido realizados sobre as condicGes de
armazenamento (FOWLER et al, 1998; PIRIZ CARRILLO et al, 2002;
CACOLA et al., 2006; GARCIA 2012) ou efeito da dgua/secagem das
sementes (TOMPSETT, 1984; BIANCHETTI e RAMOS, 1985; EIRA
et al, 1994), porém ndo ha relatos do efeito do estddio de
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desenvolvimento na conservacdo da viabilidade e do vigor na poés-
colheita.

Teores elevados de umidade sdo utilizados como principal
método para conservacdo das sementes com comportamento
recalcitrante, pois estas ndo toleram grandes perdas de agua durante o
armazenamento (SANTANA, 2007), como em sementes de Inga
uruguensis (BILIA et al. 1999), Hevea brasiliensis (CICERO et al.
1986), Euterpe edulis (ANDRADE, 2001), E. oleraceae
(NASCIMENTO et al., 2010). Para a conservacao das sementes de A.
angustifolia, mesmo em curto prazo, deve-se procurar armazena-las
logo ap6s a colheita, com 0 maximo grau de umidade possivel e evitar a
perda de agua durante esse periodo (EIRA et al., 1994).

O armazenamento de sementes com umidade elevada protege as
que apresentam comportamento recalcitrante, permitindo a atuacao de
mecanismos de reparo, por outro lado, este alto grau de umidade pode
proporcionar um risco de deterioracdo as sementes, pois permite alta
taxa metabdlica, consumindo importantes reservas, e favorecendo a
proliferacdo de patdgenos (SANTANA, 2007).

Com isso, 0 objetivo do trabalho foi determinar a conservacéo
da qualidade fisiologica das sementes em funcdo de coletas nos
diferentes estadios de desenvolvimento de sementes de Araucaria
angustifolia.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta das amostras

As coletas das sementes foram realizadas em uma populagédo
localizada no municipio de Curitibanos — SC, a partir do més de marcgo
de 2012, quando os embriGes estavam no estadio de desenvolvimento
cotiledonar (GUERRA et al., 2008), seguindo com coletas mensais até
julho nos estadios I, Il e Il1.

As coletas foram realizadas em uma populagdo com
aproximadamente 50 arvores, de forma aleatdria totalizando 10
estrobilos femininos coletados em cada estadio. Apds cada coleta, os
estrébilos foram debulhados manualmente retirando-se as sementes
danificadas, e posteriormente homogeneizadas para obter a amostra de
trabalho, no qual foi subdividida em quatro repeticdes.

As sementes foram armazenadas em refrigerador (8+2 °C), em
embalagens plasticas transparentes vedadas com porosidade de 0,015
pum e aos 60 e 120 dias de armazenamento realizaram-se os testes: grau
de umidade, massa de mil sementes, germinacéo, tetrazolio, indice de



93

velocidade de germinacao, condutividade elétrica e comprimento raiz e
parte aérea.

4.2.2 Grau de umidade

As sementes foram cortadas transversalmente e determinou-se 0
grau de umidade e massa seca pelo método de estufa a 105 °C + 3 °C por
24 horas, com 2 repetigdes de 3 sementes (BRASIL, 2009).

4.2.3 Teste de viabilidade

Teste de germinacao

As sementes foram previamente desinfestadas com solugéo de
hipoclorito de soédio (2%, v/v), por 3 minutos e posteriormente
submetidas a um corte para remogdo de aproximadamente 3 mm da
ponta de cada semente (MOREIRA-SOUZA; CARDQOSO, 2003). O
teste foi conduzido com 4 repeti¢bes de 25 sementes em bandejas com
vermiculita, em cdmara germinativa a 25 °C sob foto periodo de 12
horas por 70 dias.

Teste de tetrazélio

As sementes foram imersas em agua durante 18 horas, e em
seguida separaram-se o embrido do tegumento e tecido nutritivo com
auxilio de estilete, para posterior imersao em solucédo de tetrazélio 0,1%
a 25 °C por 1 hora, utilizando-se 4 repeticdes de 25 sementes
(OLIVEIRA et al., 2009). Para a analise do teste de tetrazélio, os
embries foram classificados em viaveis ou invidveis de acordo com a
coloracdo e aspecto dos tecidos, extensdo dos danos, e pela localizagédo
destas coloragdes em relacdo as areas essenciais ao crescimento.

4.2.4 Testes de vigor

indice de velocidade de germinaco - IVG

As contagens foram feitas a cada trés dias, a partir do inicio da
germinacédo, por meio da formula proposta por Maguire (1962).
IVG = X (NSG/DAI)
Onde:
NSG: nimero ndo acumulado de sementes germinadas;
DAI: nimero de dias ap6s instalacdo do teste.
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Comprimento da parte aérea e raiz principal

No final do teste de germina¢éo, ou seja, aos 70 dias mediu-se 0
comprimento da parte aérea das plantulas (medicdo da parte aérea até o
cotilédone) e das raizes (inser¢do do cotilédone até a ponta inferior da
raiz principal), em centimetros por plantula (KORNDORFER et al,
2008).

Condutividade Elétrica

Utilizaram-se 4 repeticdes com 10 embriGes, embebidos em 75
mL de agua destilada e mantidos a 25 °C, conforme Medeiros e Abreu
(2007), realizando-se leituras em 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas de
embebicdo. Nos respectivos tempos realizou-se a determinacdo da
condutividade elétrica da solugdo através do condutivimetro portatil
Quimis modelo Q795, e os resultados foram expressos em pS/cm/g de
sementes.

4.2.5 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em parcela subdividida com quatro estadios (cotiledonar e
I, Il e I1l) em trés tempos de armazenamento em refrigerador a 8 °C (0,
60 e 120 dias), com quatro repeticGes para cada tratamento. Os
resultados obtidos em porcentagem, como germinagdo, tetrazolio,
primeira contagem de germinacdo foram transformados em
arcsenV(x/100) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras recém colhidas no estadio cotiledonar e apds 60 dias
de armazenamento apresentaram proximo a 66% de umidade. Enquanto
para as sementes colhidas nos estadio Il e Ill, observou-se um
decréscimo em torno de 4% até os 120 dias de armazenamento.

Garcia (2012) observou acréscimos de 4% na umidade entre as
sementes de A. angustifolia recém colhidas e ap6s 0 armazenamento em
refrigerador a 5 °C por 60 dias. Enquanto Carillo et al., (2004)
observaram acréscimos em torno de 10% nos primeiros 12 meses de
armazenamento em refrigerador a 4 °C.

O resultado observado no estadio I, em que o grau de umidade
das sementes ndo apresentou variagdes durante o armazenamento foi
similar ao observado por Martins et al., (2011) em que as sementes de A.
angustifolia apresentaram entre 39 - 42% de umidade no
armazenamento a 5 °C por até 420 dias. Com isso, notou-se que 0 a



95

manutencdo do grau de umidade das sementes durante o armazenamento
pode ser varidvel e dependente do momento de colheita das sementes
visto que as sementes apresentaram teores varidveis em funcéo da época
de coletada nos respectivos tempos de armazenamento avaliados.
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Figura 4. 1 — Grau de umidade das sementes nos estadios cotiledonar (Cot) e I, Il e
111 recém colhidas e armazenadas por 60 e 120 dias em refrigerador (8+2 °C).

As letras referem-se ao teste de Tukey para separagdo de médias ao nivel de 5 % de
probabilidade sendo: mintscula — diferengas entre os estadios de desenvolvimento e
maiuscula — diferenga entre os tempos de armazenamento dentro de cada estéadio.

No estadio cotiledonar, a porcentagem de germinacdo das
sementes foi favorecida pelo armazenamento por 60 e 120 dias, com
86% e 93%, respectivamente. Contudo, quando as sementes estavam no
estddio de desenvolvimento & viabilidade das sementes manteve-se
constante (estadios I e 111) ou decresceu (estadio I1). Em outros trabalhos
observou-se diferentes resultados para sementes de A. angustifolia, com
decréscimos de 31% apds o armazenamento por 120 dias em
refrigerador a 5 °C (GARCIA, 2012) ou acréscimos em torno de 44% na
germinacdo das sementes armazenadas a 5 °C por 60/ 120/240/420 dias
em relacdo as sementes recém colhidas (MARTINS et al., 2011) ou
aumento de 2,5 vezes na germinacdo das sementes recém colhidas em
relacdo ao armazenamento por 4 a 6 meses a 4 °C (PIRIZ CARILLO et
al., 2004).

Martins et al., (2011) atribui este acréscimo na porcentagem de
germinacdo de sementes de A. angustifolia, ao periodo de coleta das
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sementes, no qual foi realizada provavelmente antes da maturidade
fisioldgica.

Em outras espécies com comportamento recalcitrante, também foi
verificado que a viabilidade das sementes na pos colheita é influenciada
pelo estadio de desenvolvimento ,com favorecimento da germinagéo nas
sementes coletadas precocemente e posteriormente armazenadas, como
em sementes imaturas de Eugenia pyriformis em que foi observado
aumento em 30% na porcentagem de germinagdo apos 0 armazenamento
por 30 dias a 12 °C (SANTANA, 2007) e, em Psidium guajava, em que
as sementes oriundas de frutos amarelos armazenados a 10 °C por 13
dias foi observado maior emergéncia de plantulas dentre todos os outros
tratamentos (MELO et al., 2011).
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Figura 4. 2 — Germinagdo (%) de sementes de A. angustifolia recém colhidas nos
estadios de desenvolvimento submetidas ao armazenamento em refrigerador 8 a 10
°C por 60 e 120 dias.

As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo: minlscula — comparagdo
entre estadios de desenvolvimento dentro de cada tempo de armazenamento;
mailscula — comparam o desempenho de cada estiddio ao longo do tempo de
armazenamento.

A viabilidade das sementes pelo teste de tetrazélio demonstrou
que as sementes do estadio cotiledonar recém colhidas e armazenadas
por 60 e 120 dias apresentaram estaveis em relacdo a viabilidade, em
torno de 90%. O mesmo ocorrendo nos estadios | e |1, em torno de 83%.
J& no estadio 111, observaram-se decréscimos na viabilidade durante o
armazenamento, com queda de 18% e 32% aos 60 e 120 dias,
respectivamente.

Os resultados do teste de germinacédo e tetrazolio nos estadios I, 11
e Il tiveram uma correlacéo positiva acima de 0,92, contudo no estadio
cotiledonar essa correlacdo foi negativa, pois a viabilidade das sementes
recém colhidas avaliadas pelo teste de tetrazélio foi superior em 25%
em relacdo ao teste de germinacdo. Diferencas entre os testes de
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germinacdo e tetrazolio pode ser causada pela presenga dorméncia
(PINA-RODRIGUES et al., 2005), mesmo quando as sementes estdo
dormentes ndo ha interferéncia nos resultados de viabilidade pelo teste
de tetrazélio.
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Figura 4. 3 — Viabilidade de sementes de Araucaria angustifolia pelo teste de
tetrazélio no estadio cotiledonar e I, Il e Il submetida ao armazenamento em
refrigerador (8 a 10 °C) por 0, 60 e 120 dias.

As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo: mindsculas — comparacdo
entre estadios de desenvolvimento; mailsculas — comparam o desempenho de cada
estadio ao longo do tempo de armazenamento.

No processo de deterioragéo, antes da perda de viabilidade podem
ocorrer mudangas na integridade do sistema de membranas, com
aumento da taxa de liberagdo de solutos quando as sementes sdo
embebidas. Um dos testes que avaliam indiretamente a permeabilidade
seletiva das membranas é o teste de condutividade elétrica (MARCOS
FILHO, 2005).

Os resultados demonstraram que as sementes recém colhidas no
estadio cotiledonar apresentaram maior liberacdo de solutos em
comparagdo com as sementes armazenadas por 60 e 120 dias.
Provavelmente, o sistema de membranas das sementes recém colhidas
ndo estava completamente organizado, pois estas ainda estavam
desenvolvendo-se.

Apds o0 armazenamento, esta liberagdo diminuiu, indicando que
durante o0 armazenamento o sistema de membranas organizou-se ao
invés de iniciar o processo de deterioracdo com a desestruturacdo das
membranas. J& no estadio |, as sementes mantiveram-se estaveis
durante o armazenamento, por 60 dias. E nos estadios Il e 11 observou-
se um aumento na libera¢do de solutos com o avanco do tempo de
armazenamento, indicando perda de vigor das sementes.

Garcia (2012), trabalhando com sementes de A. angustifolia,
também observou aumento nas leituras da condutividade elétrica das
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sementes recém colhidas e apds o armazenamento por 60 e 120 dias.
Resultados semelhantes foram observados em sementes de Hevea
brasiliensis, com aumento na condutividade elétrica apds o
armazenamento por 60 dias indicando sementes menos vigorosas
(PAULA et al., 1997).
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Figura 4. 4 — Condutividade elétrica de sementes de Araucaria angustifolia no
estadio cotiledonar e I, 1l e 1l submetida ao armazenamento em refrigerador por 60
e 120 dias.

As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo: minGsculas — comparacdo
entre estadios de desenvolvimento; mailsculas — comparam o desempenho de cada
estadio ao longo do tempo de armazenamento.

Os resultados do IVG indicaram que as sementes no estadio
cotiledonar armazenadas por 120 dias com IVG de 0,98 sdo mais
vigorosas do que as sementes recém colhidas e armazenadas por 60 dias
com 0,22 e 0,54, respectivamente. No estadio | e Ill, o armazenamento
também favoreceu a velocidade de germinacdo das sementes com
aumento do IVG em torno de 0,25 das sementes recém colhidas para as
sementes armazenadas por 60 dias, enquanto no estaddio Il o IVG
manteve-se estavel.
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Figura 4. 5 — Indice de velocidade de germinagdo (IVG) de sementes de Araucaria
angustifolia no estadio cotiledonar e I, 11 e 1l submetida ao armazenamento em
refrigerador por 60 e 120 dias.

As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo: minUsculas — comparagao
entre estadios de desenvolvimento; mailsculas — comparam o desempenho de cada
estadio ao longo do tempo de armazenamento.

Os resultados do comprimento da raiz e parte aérea foram
semelhantes ao IVG para o estadio cotiledonar, observando maiores
valores conforme o tempo de armazenamento atingindo 23,4 cm de raiz
e 13,16 cm de parte aérea nas sementes armazenadas por 120 dias, o
mesmo ocorrendo no estadio I, com aumento de 10,8 cm (recém
colhidas) para 28,5 cm no comprimento de raiz, apds ao armazenamento
por 120 dias. J& nos estadios Il e Il observou-se comportamento
inverso, em que conforme o aumento no tempo de armazenamento,

observou-se menores valores no comprimento da raiz e parte aérea.
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Figura 4. 6 — Comprimento de raiz (A) e parte aérea (B) de plantulas de Araucaria
angustifolia apds 70 dias do inicio do teste de germinagdo provenientes de sementes
no estadio cotiledonar e I, 1l e 11l submetida ao armazenamento em refrigerador por
60 e 120 dias.
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As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05), sendo: mindsculas — comparacdo
entre estadios de desenvolvimento; mailsculas — comparam o desempenho de cada
estadio ao longo do tempo de armazenamento.

Em trabalho realizado por Cacola et al. (2006) foi observado
maior comprimento da parte aérea das plantulas e maior velocidade de
germinacdo das sementes de A. angustifolia armazenadas durante 60
dias, atribuindo este resultado a presenca de dorméncia nas sementes
recém colhidas e com possivel eliminagdo da dorméncia apds o periodo
de exposicao a baixas temperaturas, que variaram entre 0 °C e 1°C. Piriz
Carrillo et al. (2003) também atribuiram o aumento na viabilidade
durante o armazenamento a dorméncia inicial, sendo posteriormente
eliminada pelo armazenamento refrigerado. Geralmente, o
armazenamento a baixas temperaturas é um tratamento utilizado para
dorméncia embrionaria (BORGHETTI , 2004).

Outros autores atribuiram a presenga do tegumento externo
(bracteas) para o atraso no processo de germinagdo das sementes de A.
angustifolia (DONI FILHO, 1985; ANGELI; STAPE, 2003) devido a
restricdo a entrada de 4gua ocasionada pelo impedimento do tegumento
(SOARES; MOTA, 2004). Entretanto, no presente trabalho as sementes
foram submetidas a um corte para remocdo de aproximadamente 3
mm da ponta das sementes para facilitar e uniformizar a germinagao
conforme recomendado por Moreira-Souza e Cardoso (2003).

Com isso, nota-se que 0 aumento da germinacdo nas sementes
nos estadios cotiledonar e | ndo foi causada pela restricdo a entrada de
agua, uma vez que o corte permitiu a entrada destas nas sementes. Os
resultados desses diferentes trabalhos podem sugerir a ocorréncia de
dois tipos de dorméncia causada pelo tegumento e 0 embrido, como em
sementes de castanha do para (Bertholletia excelsa) que apresentam
dorméncia atribuida ao revestimento de semente e ao embrido (KAINER
et al., 1999)

Ao final do teste de germinacdo das sementes no estadio
cotiledonar recém colhidas e ap6s o armazenamento por 60 dias
algumas sementes, 11% e 9% respectivamente, ndo germinaram, 0s
cotilédones aumentaram de tamanho, porém nédo ocorreu o alongamento
do eixo embrionario (Figura 4.6). Uma hip6tese para este fato, é que
neste estddio as sementes ainda ndo haviam completado seu
desenvolvimento, ocorrendo impedimentos metabdlicos para que ocorra
o0 alongamento do eixo embrionario, que pode ser causado pelo balanco
entre  fitormdnios promotores e inibidores de germinacgdo
(BORGHETTI, 2004).
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Um dos horménios que inibe a germinacdo durante o
desenvolvimento é o acido abscisico — ABA (MARCOS FILHO, 2005),
existindo um pico de acumulo deste hormdnio entre as fases
intermediaria e tardia da embriogénese (TAIZ; ZEIGER, 2006). Em
sementes de A. angustifolia este acimulo foi observado no estadio
cotiledonar (SILVEIRA et al., 2008). Para afirmar a relagdo do ABA
com a germinagdo das sementes de A. angustifolia outros trabalhos s&o
necessarios para detecgdo do ABA por cromatografia gasosa ou liquida
de alta eficiéncia e imunoensaios (TAIZ; ZEIGER, 2005).

A hip6tese da ocorréncia de dorméncia no estdgio cotiledonar é
reforcada através dos resultados superiores obtidos pelo teste de
tetrazélio em relacdo ao teste de germinacdo no estadio cotiledonar,
sendo que este teste € indicado para sementes que apresentam
dorméncia (BRASIL, 2009).

Figura 4. 7 — Corte transversal de sementes no estédio cotiledonar de A. angustifolia
ap6s 60 dias do teste de germinacéo a 25 °C.

Outra hipétese para o0 aumento da viabilidade e vigor das
sementes de A. angustifolia no estadio cotiledonar e | é que as sementes
passaram por um amadurecimento artificial, devido o acréscimo na
massa fresca e seca dos embriGes com aumento do tempo de
armazenamento (Figura 4.8). Este amadurecimento artificial foi
observado em algumas espécies de coniferas, onde o armazenamento
dos estrobilos coletados anteriormente ao  desenvolvimento,
amadureceram durante 0 armazenamento, enquanto que aquelas
coletados mais tarde deterioraram-se no armazenamento, demonstrando
um possivel atraso no processo de deterioracdo das sementes colhidas
precomente (HUSS, 1951; REDISKE, 1969 ; BARNETT,;
MCLEMORE, 1970; apud EDWARS, 1980).

Em sementes de Acer saccharinum a atividade mitotica nos
meristemas do embrido ndo diminuiu no Ultimo periodo do
desenvolvimento, mesmo com o decrescimo da sua umidade as células
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continuaram em divisdo, isto €, continuaram a crescer, dando suporte ao
ponto de vista de Berjak et al., (1989) relataram que em sementes
recalcitrantes podem continuar o desenvolvimento apds dispersao
(KOZEKO; TROYAK, 2000).
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Figura 4. 8 — (A) Corte transversal de sementes e (B) massa fresca e seca dos
embrides de Araucaria angustifolia no estadio cotiledonar recém colhida e ap6s o
armazenamento por 60 e 120 dias.

As sementes recalcitrantes de algumas espécies sdo dispersas
quando o eixo embrionario ainda ndo completou o desenvolvimento.
Estas desde que ndo percam agua, podem ser armazenadas pelo tempo
necessario para que o desenvolvimento do eixo embrionario esteja
completo. Em outros casos, semente recalcitrantes sdo dispersas com o
desenvolvimento completo porém o periodo de armazenamento capaz
de manter o vigor das sementes, serd menor. Um indicador de que este
periodo estd no fim é a extensa vacuolizacdo celular (BERJAK;
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PAMMENTER, 2000), por isso outros estudos envolvendo anatomia
das sementes sdo recomendados.

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram verificar
que a conservacdo na pos-colheita de sementes de A. Angustifolia é
mantida quando se coleta as sementes no estadio cotiledonar e I. Este
comportamento foi diferente do observado na literatura, pois geralmente
semente recalcitrantes tendem a iniciar o processo de deterioracéo apés
sua coleta pois mantem elevada atividade metabdlica, no entanto estas
coletas normalmente séo realizadas em estagio mais tardios.

Por outro lado, ha perspectivas para outros trabalhos visando
aumentar a longevidade das sementes, como a redugdo do grau de
umidade nos diferentes estadios de desenvolvimento. Técnica eficaz que
vem sendo aplicada para prolongar a longevidade de algumas espécies
com comportamento recalcitrante, como em sementes de Hopea
hainanensis (LAN et al., 2012).

4.4 CONCLUSAO

A conservacao pos-colheita da viabilidade e vigor de sementes de
A. angustifolia foi influenciada pelo momento de colheita, sendo
mantida por maior periodo quando coletadas precocemente no estadio
cotiledonar e |I.
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5.CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

No presente estudo foram obtidos resultados relevantes e inéditos
sobre a maturidade e conservacdo pos-colheita em sementes de
Araucaria angustifolia. Alteracbes na morfologia das pinhas, na
viabilidade, no vigor e nos componentes bioquimicos das sementes
foram obtidos, permitindo caracterizar os estadios de desenvolvimento.

Os quatro estadios de desenvolvimento estabelecidos no presente
estudo, anteriormente eram considerados como um Unico estadio, porém
0s resultados demonstraram que ocorreram alterac@es fisioldgicas, com
aumento na viabilidade e no vigor das sementes coletadas no ultimo
estadio. A conservagdo pos-colheita, por até 120 dias foi favorecida
pelas coletas precoces; e 0 acimulo dos componentes bioquimicos
favoreceram a qualidade fisiologica das sementes no momento da
colheita, mas podem ser a causa da rapida perda de viabilidade quando
as sementes foram colhidas maduras (estadio V).

A variacdo constatada nos diferentes estadios de
desenvolvimento demonstrou que a conservagdo da viabilidade e do
vigor das sementes é dependente da época de coleta, observando uma
mudanca na coloragdo das pinhas de verde para marrom e um
incremento na porcentagem de germinagdo e nos parametros de vigor,
como indice de velocidade de germinagdo, primeira contagem e
comprimento da raiz e parte aérea nas coletas tardias. Contudo,
resultados inversos foram obtidos no teste de condutividade elétrica, em
que, no Ultimo estadio, as sementes apresentaram menor vigor pela
maior liberacdo dos exsudatos, indicando o inicio da deterioracdo, pela
menor integridade do sistema de membranas celulares das sementes.

Geralmente, os teores de lipidios e os carboidratos estdo
relacionados a tolerancia a dessecacdo. No presente trabalho foram
observados baixos teores desses compostos explicando, em partes, 0
comportamento recalcitrante da araucaria, ou seja, possivelmente estes
compostos ndo exerceram a total protecdo a desidratacdo, como ocorre
em sementes ortodoxas.

Os resultados de teor protéico indicaram uma hidrélise desse
composto durante a maturidade das sementes, podendo estar associado
ao inicio do processo de germinacdo ou de deterioragdo. Em muitas
espécies recalcitrantes, o processo de desenvolvimento e germinacdo é
praticamente continuo. JA o acimulo dos teores de amido, composto
considerado a principal reserva das sementes de araucaria, parecem ter
favorecido a viabilidade das sementes na Gltima coleta.
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As sementes de araucéria mantém elevada atividade metabdlica
em todos os estadios analisados, ndo diminuindo o metabolismo dos
compostos de reservas. Trabalhos que relacionem a qualidade
fisiologica com o0s componentes bioquimicos sdo importantes para
compreender 0s mecanismos envolvidos na maturidade das sementes,
além de darem suporte para escolha da época de coleta.

A maior lixiviacdo de solutos na ultima coleta observada pelo
teste de condutividade elétrica, demonstrou que ha a necessidade de um
maior aprofundamento de estudos relacionados as alteragBes que
ocorrem a nivel ultraestrutural das sementes, com a finalidade de
observar a integridade das membranas celulares.

A conservagdo pds-colheita de sementes coletadas precocemente
pode dar perspectivas para a manutencdo da viabilidade e do vigor das
sementes de Araucaria angustifolia durante armazenamento por maiores
periodos.

Estudos voltados para este tema, bem como a compreensdo dos
mecanismos envolvidos nos controles estrutural e quantitativos dos
compostos de reserva envolvendo bioquimica, fisiologia e ecofisiologia
possibilita a utilizacdo de novas tecnologias para auxiliar a produgéo de
melhores alimentos e uma insercdo ecolégica mais segura do homem e
sua tecnologia na natureza (BUCKERIDGE et al., 2004).

Os temas abordados no presente estudo associados ao manejo
adequado das areas remanescentes podem permitir um grande avango
para a conservacao deste importante recurso genético, podendo ainda ser
empregados como ferramentas em outras técnicas de conservacdo da
espécie.



