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RESUMO

A Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze ¢ uma espécie nativa, ameagada de extingdo, com
importdncia socioambiental devido a sua utiliza¢do na alimenta¢cio humana e animal e em
areas de reflorestamento. Objetivou-se neste trabalho ajustar uma metodologia especifica para
determinagdo do teor de agua de sementes de araucdria ¢ estudar um método pratico para a
avaliagdo da qualidade das sementes por meio do teste de tetrazélio, propondo maior rapidez
de execugdo e permitindo o estabelecimento de grupos de viabilidade. Para a determinagio do
teor de agua foram testados quatro formas de preparo da semente (sementes integras, cortadas
em (rés partes, cortadas em quatro partes e cortadas em fragmentos menores do que 7,0 mm),
dois métodos de secagem (estufa a 105 °C ¢ estufa a baixa temperatura a 101-105 °C), por
diferentes periodos, além da realizagcdo do peso de mil sementes. No estudo de avaliacio da
viabilidade das sementes, foram conduzidos, inicialmente, os testes de germinagdo e de
tetrazolio, com metodologia recomendada nas Regras para Andlise de Sementes para
Araucaria spp. Em seguida, testou-se um método pratico para condugido do teste de tetrazolio,
sem o pré-umedecimento das sementes ¢ utilizando-se embrides excisados imersos
dirctamente na solucdo de tetrazolio, sendo estudadas trés concentragdes da solugdo (0,075%.,
0.2% e 0,5%), trés periodos de colorag¢@o (uma, duas e quatro horas) e duas temperaturas de
coloragdo (30°C e 40°C). O procedimento mais indicado para a determinagao do teor de agua
de Araucaria angustifolia é a utilizagdo do preparo das sementes cortando-as em trés partes,
pelo método de estufa a baixa temperatura, durante 17 h. O teste de tetrazolio pode ser
cmpregado com eficiencia por meio da excisao dos embrides ¢ imersdo direta na solugio de
tetrazolio, empregando-se as seguintes combinagdes de metodologia: 0,5%/2h/30°C,
0,075%/4h/40°C ou 0,5%/2h/40°C, permitindo a identificagdo de dois grupos de viabilidade.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze, método de estufa, embrides
excisados, grupo de viabilidade.



ABSTRACT

Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze is a native endangered species, with socio-
environmental importance due to its use for human and animal food and in reforested areas.
The aim of this study was to fit a specific methodology for determination of moisture content
of Araucaria seeds and study a practical method for evaluation of seed quality through the
tetrazolium test, for the purpose of greater speed in execution and allowing the establishment
of viability groups. For that reason, four torms of seed preparation (whole seeds, seeds cut in
three parts, seeds cut in four parts, and seeds cut in fragments of less than 7.0 mm) and two
drying methods (laboratory oven at 105°C and low temperature oven at 101-105°C) for
different periods were tested, as well as evaluation of thousand seed weight. In evaluation of
seed viability, the germination and tetrazolium tests were initially conducted, with the
methodology recommended in the Seed Analysis Rules for Araucaria spp. After that, a
practical method for carrying out the tetrazolium test was tested, without pre-wetting of the
seeds, using excised embryos directly immersed in the tetrazolium solution, studying three
concentrations of the solution (0.0753%, 0.2%, and 0.5%), three staining periods (one, two,
and four hours), and two staining temperatures (30°C and 40°C). The procedure most
recommended for determination of moisture content of Araucaria angustifolia is the use of
seed preparation, cutting them in three parts, with use of the laboratory oven at low
temperature, for 17 h. The tetrazolium test may be effectively used through excision of the
cmbryos and direct immersion in the tetrazolium solution, using the following combinations
of methodology: 0.5%/2h/30°C, 0.075%/4h/40°C, and 0.5%/2h/40°C, allowing sced
classification in two viability groups.

Key words: Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze, oven method, excised embryos, viability
groups.
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1. INTRODUCAO GERAL

A Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze é a unica espécic do género com ocorréncia
natural no Brasil (Pires et al., 2013), sendo conhecida popularmente como araucéria (Valério
et al., 2007), pinheiro do parana (Kozera et al., 2006 ) ou pinheiro brasileiro (Nascimento et
al., 2001). Possui grande importdncia em dreas de reflorestamento ambiental (Anselmini,
2005). na nutri¢do humana ¢ animal, proporcionando também, renda pela comercializagio de
sua semente, o pinhdo (Silva e Marques, 2014). Porém, em razio principalmente das
atividades madeireiras, esta na lista das espéeies ameacadas de extingio (Brasil, 2008).

A semente exerce papel fundamental na perpetuagdo da araucdria, uma vez que para
producdo de mudas utiliza-se da multiplica¢do sexuada (Pires et al., 2013). Assim, a obten¢io
e o emprego de sementes de alta qualidade, aliada a métodos priticos para a sua
determinagao, tomam importdncia durante o processo.

De acordo com a tolerdncia a dessecagdo das sementes, existem duas classificagdes
principais: sementes de comportamento ortodoxo e sementes de comportamento recalcitrante,
sendo que a araucdaria se enquadra no dltimo grupo (Cacola et al., 2006). As sementes
recalcitrantes possuem um teor de dgua critico, abaixo do qual ocorre a perda total da
viabilidade (Soares ¢ Mota, 2004). Neste sentido. a quantidade de 4dgua contida nas sementes
pode ser determinada por meio de procedimentos gerais indicados nas Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009), sem possuir, no entanto, uma recomendag¢do especifica para
Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze.

Por outro lado, a avalia¢do da viabilidade das sementes pode ser realizada pelo teste de
germinagdo, sendo que para araucaria ¢ indicada a primeira contagem aos 20 dias ¢ o
encerramento aos 31 dias (Brasil, 2013). Torna-se imprescindivel, assim, o emprego de
técnicas que determinem mais rapidamente a qualidade fisiologica da semente, especialmente
em razdo do comportamento recalcitrante da espécie, que torna o seu potencial de
armazenamento relativamente curto.

O teste de tetrazolio pode ser uma alternativa para estimar a viabilidade da semente em
fun¢do da rapidez para obten¢do de resultados. Nas Regras para Analise de Sementes (2009)

existe a descrigdo geral deste teste para Araucaria spp.. indicando uma forma de preparo da



10

semente que exige tempo considerdvel para execugdo, além de um periodo de pré-
umedecimento acrescido de um longo tempo para coloragio (18 a 25 h/30°C), o que ressalta a
importancia de se aprimorar a metodologia para condugio do teste de tetrazélio em sementes
de araucaria.

O trabalho teve por objetivo ajustar uma metodologia especifica para determinagio do
teor de dgua de sementes de araucdria e estudar um método pratico para a avaliagio da
qualidade das sementes por meio do teste de tetrazdlio, propondo maior rapidez de execugio e

permitindo o estabelecimento de grupos de viabilidade
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da espécie

A Mata de Araucaria, também conhecida como Floresta Ombrotila Mista, faz parte do
Bioma Mata Atlantica (Brasil, 2006), o qual possui elevada diversidade bioldgica, mesmo
sendo intensamente explorado (Lima ¢ Capobianco, 1997). A principal espécic componente
da Floresta Ombrofila Mista ¢ a Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze (Baillic et al, 2004),
gimnosperma nativa de maior importdncia economica e biolégica (Anselmini, 2005), tinica do
seu género com ocorréncia natural no Brasil e que se encontra na lista de espécies ameacadas
(Brasil, 2008).

De acordo com a regido do Brasil, a Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze pode ser
denominada de pinheiro do parana (Borges et al., 2003; Kozera et al., 2006), pinheiro
brasileiro (Nascimento et al., 2001) ou araucaria (Valério et al., 2007). As suas sementes sio
popularmente conhecidas por “pinhdes”, os quais servem de alimento a fauna silvestre ¢
compdem a base alimentar e economica de muitas familias rurais, apresentando um bom
potencial para incremento da renda de comunidades locais (Zechini et al., 2012). O consumo
humano ocorre, geralmente, por meio do cozimento dos pinhdes; porém, sio utilizados
também como tarinha em alguns pratos regionais. A fabricagdo da farinha é realizada somente
de modo artesanal, com pouca expressdo comercial, sendo produzidos tortas, pics ¢ broas
(Leite, 2007).

O pinhao ¢ fonte de fibras e calorias, podendo apresentar beneficios 4 saude humana,
em razdo de possuir substincias de interesse medicinal, como componentes antinflamatorios.
antibacterianos (Santi-Gadelha et al., 2006) e proteinas quinases (Machado et al., 2002).

A araucdria ¢ uma espécie pioneira heliéfila (Carvalho, 1994), com ocorréncia desde
solos pouco férteis até os mais férteis, sendo observadas maiores produtividades em solos

argilosos ou franco-argilosos, profundos e bem drenados (Silva et al., 2001). Possui boa
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deposi¢ado de serrapilheira, que € de extrema importancia para a devolugio de nutrientes em
ccossistemas florestais, por meio do ciclo biogeoquimico (Schumacher et al., 2004).

A conservacdo do remanescente da Floresta Ombraéfila Mista proporciona beneficios
ambientais e sociais, pois estas dreas desempenham tungdes de prote¢do do solo, manutengido
dos cursos de dgua, seqiiestro do carbono, mitigagdo dos efeitos negativos das mudangas
climaticas ¢, ainda, podem permitir uma conexdo entre fragmentos e reservas florestais,

funcionando como corredores ecoldgicos (Higuchi et al., 2012).

2.2. Comportamento recalcitrante da semente

As sementes possuem duas classificagdes principais quanto a tolerancia a dessecagdo,
podendo apresentar comportamento ortodoxo ou recalcitrante. As sementes ortodoxas sio
aquelas que toleram o processo de secagem até abaixo de 10,0% do teor de dgua, sem perder a
viabilidade, e também permitem o armazenamento durante um longo periodo de tempo
(Capella et al., 2009). Ja as sementes recalcitrantes, ndo resistem a secagem devido a sua alta
resisténcia a perda de dgua, tendo a viabilidade comprometida quando o teor de dgua situa-se
abaixo de um nivel minimo critico (Soares ¢ Mota, 2004). Como exemplos de sementes
recalcitrantes, podem ser citadas a andiroba, o ingd, o abacateiro, a mangueira, a jaqueira ¢ a
araucaria (Fonseca e Freire, 2003).

A determinacdo do teor de dgua da semente ¢ de extrema importiancia, pois afeta a
manuten¢do da qualidade das sementes durante o armazenamento (Pedrosa et al., 2014),
sendo relevante a padronizagdo da sua metodologia para a condug¢io de testes de avalia¢do da
qualidade fisioldgica, visto que tem influéncia nos resultados (Vieira et al.. 2012).

De acordo com Eira et al. (1994), a reducdo do teor de dgua das sementes de araucaria
¢ acompanhada de redugdo da sua viabilidade, verificando ainda que teores de dgua abaixo de
38,0%, considerado limite critico, causam a perda total da viabilidade. Para a maioria das
espéceies, a metodologia para determinag¢do do teor de dgua das sementes estd descrita nas

Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009).



2.3. Métodos para determinagdo do teor de dgua da semente

Na determinagdo do teor de agua por meio da aplicagdo de calor, sob condi¢des
controladas, a dgua contida nas sementes ¢ extraida na forma de vapor. Na remogdo da dgua. a
metodologia utilizada deve reduzir a oxidagdo, decomposi¢do ou a perda de outras substancias
volateis, assegurando a maxima retirada de dgua do material (Brasil, 2009).

Carvalho (2005) relatou que a remog¢do da agua das sementes ocorre de forma
decrescente, sendo que no momento inicial ocorre uma grande perda, a qual se torna mais
lenta com o decorrer do tempo. O mesmo autor afirma ainda, que quanto maior a temperatura
de sccagem utilizada, menor serd o peso final de matéria seca, devido a volatilizacio de
alguns compostos, que pode levar a erros de analise, pois somente a dgua deveria ser extraida
das sementes.

De acordo com Brasil (2009), para a determinagido do teor de dgua das sementes ¢
necessdria a utilizagdo de um método cujas instrugdes possam ser seguidas em diversos
laboratdrios e que sejam passiveis de reproducdo. As metodologias oficialmente estabelecidas
sdo: método de estufa a 105°C, método de estufa a baixa temperatura 101-105°C e método de
estufa a alta temperatura 130-133°C.

O método de estufa a 105°C é recomendado para ser utilizado com sementes inteiras
pertencentes a qualquer espéeie, com a temperatura mantida a 105°C+3°C por um periodo de
24 horas; ja o método de estufa a baixa temperatura 101-105°C ¢é referéncia para introducio
de novas espécies, sendo também indicado quando ¢ necessario o preparo das sementes, por
moagem ou corte. Por outro lado, o método de estufa a alta temperatura (130-
133°C/Thora+3minutos: 2horast6minutos ou 4horas+12minutos) pode ser usado como uma
alternativa para espécies indicadas em Brasil (2009).

Na determinagdo do teor de agua, em geral, sementes graidas sdo moidas, e as
pequenas sdo deixadas inteiras; a reducdo no tamanho das sementes facilita a evaporagdo da
dgua (Carvalho, 2005). Para sementes com tegumento muito duro ou com peso de mil
sementes acima de 200g, é recomendado o corte destas em pedagos menores do que 7,0 mm.
ndo devendo a exposigdo ao ambiente exceder quatro minutos (Brasil, 2009).

No método de estufa a 105°C, € indicado o uso de sementes inteiras para qualquer

espécie; porém, devido ao elevado peso de mil sementes da araucdria, as Regras para Analise
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de Sementes (2009) indicam a necessidade de cortes, sem, contudo, especificar a metodologia
para a espécie. Ainda de acordo com as Regras para Andlise de Sementes, para a introdugio
de novas espécies € recomendado o método de estufa a baixa temperatura 101-105°C, sendo
este adotado nas Regras Internacionais de Andlise de Sementes pela International Seed
Testing Association—ISTA. No caso da Araucaria angustifolia, ndo existec uma metodologia

definida para a extracdo do teor de dgua nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009).

2.4. Avaliagao do potencial fisiologico das sementes

O potencial fisiolégico de uma semente relaciona-se com a sua capacidade de
desempenhar fun¢oes vitais, caracterizadas pela longevidade, germinagio e vigor. Em geral, a
redu¢do da qualidade esta diretamente relacionada com a diminuigdo da germinagdo, o
aumento de plantulas anormais e a reduc¢ao do vigor (Toledo et al., 2009).

O ponto de maturidade fisiologica ¢ 0 momento em que as sementes apresentam o
maior potencial fisioldgico; a partir desse momento, as sementes sofrem mudancas graduais
que culminam com a sua deterioragdo ¢ perda gradativa do vigor (Carvalho ¢ Nakagawa,
2012).

O teste de germinagao ¢ rotineiramente utilizado para determinar o potencial maximo
de germinagdo de um lote de sementes, comparar a qualidade de diterentes lotes e estimar o
valor para semeadura em campo. As Regras para Andlise de Sementes descrevem a
metodologia de condugdo do teste para varias espécies, sendo que pode levar de alguns dias a
até meses para a obten¢io de seus resultados (Brasil, 2009); no caso de Araucaria spp., nio
foram incluidas especificag¢des para a execugdo do teste de germinagdo.

Mais recentemente, foram publicadas as Instru¢des para Analise de Sementes de
Espécies Florestais (Brasil, 2013), com as recomendagdes para Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze, nas quais para o teste de germinacdo pode ser utilizado o substrato
vermiculita, com as sementes entre o substrato, temperaturas constantes de 235 ou 30°C,

primeira contagem do teste aos 20 dias ¢ contagem final aos 31 dias.



2.4.1. Teste de tetrazolio

Quando hai necessidade de urgéncia na obtencdo de resultados sobre a viabilidade da
semente, ou para espécies que apresentam dorméncia ou que germinam lentamente, pode ser
empregado o teste bioquimico de tetrazolio, o qual estima a qualidade fisiologica de forma
mais rapida que o teste de germinagio (Marcos Filho, 2003).

O teste de tetrazolio baseia-se na reducido do sal 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio a
trifenilformazan, devido a atividade das enzimas desidrogenases. indicando a vitalidade do
tecido, por meio da coloragio (Krzyzanowski ct al., 1999; Abbade ¢ Takaki, 2014).

Diversos fatores podem causar interferéncia no teste, principalmente aqueles
relacionados a metodologia de execugdo, como o preparo das sementes antes da exposi¢do ao
sal, a concentracdo da solugdo de tetrazélio, o periodo e a temperatura de exposi¢do a solugio
¢ os critérios de interpretagao utilizados (Gaspar-Oliveira et al., 2009).

Nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009) ha um procedimento geral,
reccomendado para o teste de tetrazolio em Araucaria spp., o qual indica o pré-umedecimento
das sementes por um periodo de 18 horas, a 20°C, com posterior preparo das sementes e
colora¢dao em solucao de tetrazolio a 1%, na temperatura de 30°C, por um periodo que pode
variar de 18 a 25 horas. Entretanto, ha relatos na literatura que o procedimento recomendado
para a espécic pode gerar erros de interpretagdo, devido a cortes e danos provocados no
material durante o preparo (Cervi et al., 2009) ¢ também pela excessiva colora¢do adquirida
(Oliveira et al., 2014).

Em razdo disso, metodologias alternativas para a condug¢ido do teste de tetrazolio em
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze tém sido estudadas, como a avalia¢do do embrido em
substituicdo ao uso da semente. Observou-se, em alguns trabalhos encontrados na literatura,
que nao foi realizada a correlagdo dos resultados obtidos neste teste com os do teste de
germinac¢do (Abreu et al., 2012), ou ndo foi testada a possibilidade de se obter maior rapidez
na execucao climinando-se o periodo de pré-umedecimento das sementes (Oliveira et al.,
2014), ou mesmo estabelecidas detalhadamente as classes de qualidade da semente, o que
indica a necessidade de continuidade de pesquisas com a espécie, visando a defini¢do de um

protocolo eficiente.
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3. CAPITULO I - DETERMINACAO DO TEOR DE AGUA DE SEMENTES DE
ARAUCARIA

Resumo — Sementes de Araucaria angustifolia sio consideradas de comportamento
recalcitrante, ndo tolerando a desidratagdo e exposicdo a baixas temperaturas. Assim, a
determinagio do teor de dgua ¢ importante para o monitoramento da perda de agua durante o
armazenamento e, consequentemente, para a manutencdo da sua viabilidade. O objetivo do
presente trabalho foi ajustar uma metodologia especifica para determinagao do teor de agua de
sementes de araucaria. Para tanto foram testados quatro formas de preparo da semente
(sementes integras, cortadas em trés partes, cortadas em quatro partes ¢ cortadas em
fragmentos menores do que 7,0 mm), dois métodos de secagem (estufa a 105 °C e estufa a
baixa temperatura a 103 °C), por diferentes periodos, além da determina¢io do peso de mil
sementes. Por meio da avaliagdo da qualidade fisica, verificou-se que a araucdria apresenta
peso de mil sementes de 9.012,5 g, o que corresponde a aproximadamente 111 sementes por
kg, com peso médio de 9 g por unmidade. Com base nos resultados obtidos pode-se concluir
que o procedimento mais indicado para a determinagdo do teor de dgua de Araucaria
angustifolia é a utiliza¢ao do preparo das sementes cortando-as em trés partes, pelo método de

estufa a baixa temperatura 101-105 °C, durante 17 h.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, grau de umidade, método de estuta.
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DETERMINATION THE MOISTURE CONTENT OF ARAUCARIA SEEDS

Abstract — Araucaria angustifolia seeds are considered to be recalcitrant, not tolerating
drying and exposure to low temperatures. Thus, determination of moisture content is
important for monitoring water loss during storage and, consequently, for maintaining seed
viability. We aimed to adjust the specific methodology to determination the moisture content
of araucaria sceds. Thus, we tested four seed preparations (whole seeds, seeds cut in three
parts, seeds cut in four parts, and seeds cut in fragments of less than 7.0 mm) and two drying
methods (laboratory oven at 105+2°C and laboratory oven at low temperature at 1034£2°C) tor
different periods, as well as determined thousand seed weight. The araucaria seeds have a
thousand seed weight of 9,012.5 g, which corresponds to approximately 111 seeds per kg,
with a mean weight of 9 g per unit. Based on the results obtained, it may be concluded that
the procedure most recommended for determination of moisture content of Araucaria

angustifolia is the use of seeds cut in three parts, at 103+2°C, for 17 h.

Key words: Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, moisture content, oven method.



3.1. Introdugio

O Brasil possui uma das maiores biodiversidade do mundo (Oliveira, 2005) distribuida
ao longo de seis biomas, que em ordem de extensdo sdo: Amazonia (Silvano e Segalla, 2003).
Cerrado, Mata Atlantica (Araujo et al., 2009), Caatinga, Pampa ¢ Pantanal (Bezerra et al.,
2007). O bioma Mata Atlantica possui aproximadamente 131 mil ha (Fundacio SOS Mata
Atlantica, 2013) ¢ compreende as formagdes florestais nativas ¢ ccossistemas associados a
Floresta Ombréfila Mista, Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombréfila Aberta, Floresta
Estacional Semidecidual e Floresta Estacional Decidual.

A Floresta Ombraéfila Mista, também conhecida como Mata de Araucaria, ocorre
principalmente no Brasil com predominincia nos estados do Parani, Sania Catarina e Rio
Grande do Sul (Mantovani et al., 2004), constituindo-s¢ um dos ecossistemas mais ameacados
do bioma Mata Atlantica. A espécie Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, também
conhecida como pinheiro-do-parana ou simplesmente araucdria, ¢ a principal constituinte da
Floresta Ombroéfila Mista (Kozera et al., 2006), sendo a tinica do seu género com ocorréncia
natural no Brasil (Pires et al.. 2013).

A espécie ¢ considerada secundaria longeva com caracteristicas de pioneira (Sawczuk
ct al., 2012). possuindo importancia ambiental para reflorestamentos a campo aberto ¢
servindo de alimento nutritivo e energético para alimentacdo humana e da fauna silvestre
durante o inverno (Anselmini, 2005). Garante, também, a renda de agricultores familiares por
meio da comercializagdo de suas sementes, os chamados pinhdes; adicionalmente, sua
madeira é considerada de elevada qualidade.

A producio de mudas de araucaria ¢ realizada essencialmente via semente (Pires et al.,
2013), podendo-se coletd-la diretamente das arvores ou do chiio. Por esse método de
propagacdo, a formacido de mudas é facilmente conduzida, sendo necessario, no entanto, a
aquisi¢iio de sementes de qualidade para garantir alta porcentagem de germinacio ¢ favorecer
o desenvolvimento das plantas.

Como atributos para definir a qualidade das sementes podem ser destacados os
componentes genético, fisico, fisiologico e sanitario (Marcos Filho, 2013). O atributo de

natureza fisica ¢é representado pela pureza e condicdo fisica da semente, sendo esta
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identificada pelo teor de dgua, tamanho, cor, forma e massa. Neste sentido, o peso de mil
sementes ¢ uma das determinacdes mais importantes, pois fornece informagdes para o calculo
do nimero de sementes por kg, o peso da amostra de trabalho para a andlise de pureza quando
ndao especitficado nas Regras para Andlise de Sementes, bem como pode dar indicio do
tamanho das sementes (Brasil, 2009).

Por outro lado, as sementes de araucaria sao classificadas como recalcitrantes (Cagola
ct al., 2006), ou seja, nao toleram a desidrata¢do. Assim, a determina¢do do teor de agua ¢é
fundamental para o monitoramento da perda de umidade durante o armazenamento e.
conscquentemente, para manutencdo da sua viabilidade.

As Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009) estabelecem, para a determinagdo
do teor de dgua das sementes, o método de estufa a 105°C para todas as espéceies ¢ com
sementes inteiras, ¢ 0 método de estufa a baixa temperatura a 101-105 °C como referéncia
para introdu¢do de novas espécies. Indicam ainda, para sementes grandes de espécies
florestais (peso de mil sementes > 200 g), o corte de cinco sementes em pedagos menores que
7,0 mm, sendo que a exposi¢cdo da amostra durante o processo ndo deve exceder a quatro
minutos. No caso da araucaria, esse tipo de preparo talvez ndo se¢ja o mais adequado, uma vez
que o corte da semente em fra¢des tdo pequenas e em curto periodo de tempo é dificil,
havendo caréncia de um protocolo especitico.

Em razdao da importancia da espécie, o trabalho objetivou ajustar uma metodologia

especifica para determinagio do teor de dgua de sementes de araucdria.

3.2. Material e Métodos

As pinhas de Araucaria angustifolia (variedade Sao José), das quais foram extraidas
as sementes (pinhdes), foram coletadas na area de testes de procedéncias e progénies de
araucaria, localizada na Embrapa Florestas, no municipio de Colombo-PR. A regido apresenta
altitude de 1.027 metros, 25° 17" 30” dec latitude sul e 49° 13 27" de longitude oeste; a

temperatura média anual ¢ de 16,5 °C, sendo o clima segundo a classificacao de Koppen



subtropical Cfb, ou seja, temperado chuvoso, sem estacido seca e com verio ameno.

A coleta das pinhas foi realizada diretamente das arvores, quando estas ja
apresentavam a mudanga tipica de colora¢do verde para marrom, caracterizando o seu
amadurecimento. A operagdo foi realizada no més de marg¢o de 2013, com o auxilio de um
poddo e de uma lona plastica empregada para recolher as sementes provenientes de arvores
matrizes distribuidas na arca de estudo. Os pinhdes foram retirados manualmente da pinha,
sendo eliminados os de tamanho pequeno localizados nas extremidades (Nogucira e
Medeiros, 2007), os chochos (escamas nio fecundadas ou com auséncia do desenvolvimento
do endosperma), bem como as falhas (escamas estéreis ou nio fertilizadas).

Apoés o beneficiamento, as sementes foram encaminhadas ao Laboratorio de Andlise
de Sementes do Departamento de Fitotecnia ¢ Fitossanitarismo, da Universidade Federal do
Parana, onde foram homogeneizadas e, posteriormente, acondicionadas em embalagens de
polipropileno com 22;1 , mantidas em ambiente com temperatura média de 18 °C e umidade
relativa do ar de 70%, por 14 dias, quando se realizou a avalia¢do da qualidade fisica das
sementes, por meio das seguintes determinagoes:

Peso de mil sementes: utilizaram-se oito subamostras de 100 sementes puras, pesadas
em balanga de precisdo, seguindo-se as recomendagdes das Regras para Andlise de Sementes
(BRASIL, 2009).

Teor de dgua das sementes: foram utilizadas quatro repeti¢des, sendo testados os
seguintes tratamentos:

a) cinco e rés sementes inteiras (Figura 1a), pelo métodos de estufa a 105°C (Brasil.,

2009) com inicio das pesagens a partir de 24 h de secagem, ¢ pelo método de
estuta a baixa temperatura 101-105°C (BRASIL, 2009) com inicio das pesagens a
partir de 17 h de secagem, prosseguindo até que a massa de cada repeti¢do se
tornasse constante por duas medi¢des consecutivas;

b) cinco e trés sementes cortadas em trés partes transversais equidistantes (Figura 1b),

pelos métodos de estufa a 105°C (Brasil, 2009) com inicio das pesagens a partir de
24 h de secagem, e pelo método de estufa a baixa temperatura 101-105°C
(BRASIL, 2009) com inicio das pesagens a partir de 17 h de secagem,
prosseguindo até que a massa de cada repetigio se lornasse constante por duas
medi¢des consecutivas;

¢) cinco e trés sementes cortadas em quatro partes (Figura 1¢), sendo o primeiro corte
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realizado no sentido longitudinal e os dois fragmentos formados seccionados
transversalmente, pelos métodos de estufa a 105°C (Brasil, 2009) com inicio das
pesagens a partir de 24 h de secagem, e pelo método de estufa a baixa temperatura
101-105°C (Brasil, 2009) com inicio das pesagens a partir de 17 h de secagem,
prosseguindo até que a massa de cada repeticdo se tornasse constante por duas
medi¢des consecutivas;

d) cinco e trés sementes cortadas em fragmentos menores que 7.0 mm (Figura 1d),
pelos métodos de estufa a 105°C (Brasil, 2009) com inicio das pesagens a partir de
24 h de secagem, e pelo método de estufa a baixa temperatura 101-105°C (Brasil,
2009) com inicio das pesagens a partir de 17 h de secagem, prosseguindo até que a

massa de cada repeti¢do se tornasse constante por duas medi¢des consecutivas.

Figura 1. Preparo das sementes para a determinagdo do teor de dgua. 1a — semente inteira; 1b
— sementes cortadas em trés partes; 1¢c — sementes cortadas em quatro partes; 1d — sementes

cortadas em fragmentos menores do que 7 mm.



A porcentagem de dgua foi calculada na base imida, aplicando-se a seguinte formula:

% de agua = 100 (M—m) . (M-t)"  onde:

M ( massa inicial): massa do recipiente ¢ sua tampa mais a massa da semente umida;
m (massa tinal): massa do recipiente e sua tampa mais a massa da semente seca;
t (tara): massa do recipiente com sua tampa.

Os dados obtidos na determinagdo do teor de dgua foram submetidos ao teste de
Bartlet para testar a homogeneidade das repeti¢ées e, posteriormente, foram analisados de
acordo com o delinecamento inteiramente casualisado, com quatro repetigoes, sendo as médias
comparadas pelo teste de Skott Knott (p< 0,03). A analise foi realizada empregando o sistema

computacional ASSISTAT, versdo 7.6 beta (Silva, 2013).

3.3. Resultados ¢ Discussio

As sementes de araucaria apresentaram peso de mil sementes de 9.012,5 g, o que
corresponde a aproximadamente 111 sementes por kg, com peso médio de 9 g por unidade.
De acordo com as instru¢des para analise de sementes de espécies florestais (Brasil, 2013), o
peso de mil sementes da espéceie Araucaria angustifolia pode oscilar entre 5.000 ¢ 6.666 g.
sendo justificada a divergéncia entre os dados verificados e os encontrados na literatura pelo
fato das populagoes de espécies tlorestais apresentarem grande variabilidade morfologica das
sementes, inclusive dentro da mesma popula¢do (Lucio et al., 2011). Conhecer o peso de mil
sementes, no caso das espécies florestais, ¢ importante para estimar a quantidade de material a

ser utilizada no viveiro para a obten¢do de mudas.



Tabela 1. Dados médios do teor de dgua de sementes de araucéria determinado pelo

mdétodo de estufa a 105°C, por diferentes periodos, com cinco e trés sementes inteiras.

()
(VB

Teor de agua (10543 °C)

i 5 sementes intciras 3 sementes inteiras

(horas) remeeeeeemreeeernnneesnnenes Wit
24 472 b 48.2b
25 474 b 482 b
26 47.7b 483 b
27 47.7b 484 b
28 479 b 48.5b
29 48,0 b 48.5b
30 48,1 b 48.6 b
43 488 a 49.1 b
-+ 48.9 a 49.1 a
45 49,0 a 492 a
46 488 a 493 a
47 491 a 493 a
48 491 a 493 a
49 492 a 493 a
50 492 a 49,4 a
62 49,6 a 49,6 a
63 496 a 496 a
64 49.6 a 496 a
65 496 a 49,6 a
66 496 a 496 a

C.V.(%) 1,3 L8

Médias scguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).



Dentre as varidveis que podem interferir no resultado do peso de mil sementes esta o
teor de dgua, o qual na maturidade fisiologica normalmente varia de 50,0 a 70,0 % para as
sementes do género Araucaria (Carvalho e Nakagawa, 2012). Ainda segundo os autores, essas
sementes sdo liberadas com alto teor de dgua, em razio de sua natureza recalcitrante, e
ressaltam a necessidade de métodos consistentes para determinagdo do teor de dgua visando a
manuten¢do da sua viabilidade.

Nas Tabelas de 1 a 4 estdo apresentados os resultados das metodologias testadas para
determinagdo do teor de dgua de sementes de araucaria.

Quando foram utilizadas sementes intactas (inteiras). no método de estuta a 105 °C
(Tabela 1) observou-se que ndo houve secagem completa apds 24 h sendo necessarios 43 h e
44 h, respectivamente, para que houvesse estabilizagio completa do peso, para cinco ¢ trés
sementes. Logo, a recomendagdo das Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009) de se
utilizar sementes intactas e 105+3 °C/24 h para todas as espécies, nio se aplica para araucaria.

No método de estufa a baixa temperatura 101-1035 °C utilizando-se sementes inteiras
(Tabela 2) também nao foi possivel efetuar a correta secagem das sementes até 17 h,
necessitando de 36 h (cinco sementes) e 55 h (rés sementes) para que o peso das repeticdes se
lornasse constante. Desse modo, observa-se a necessidade de se realizar o preparo (corte) das
sementes de araucdria antes da determinagio do teor de agua, visto que o uso de sementes
inteiras ndo ¢ adequado. Na literatura, sdo escassas as pesquisas conduzidas com o intuito de
avaliar métodos para a determinacdo do teor de agua de sementes florestais. Alguns trabalhos
podem ser citados. tais como o de ipé do serrado (Nery et al., 2004) e pau-preto (Garcia ct al.,
2008).

Pode-se observar na Tabela 3 um comportamento distinto quando ¢ realizado o corte
das sementes, tanto o uso de (rés sementes quanto de cinco foram eficientes para
determinagdo do teor de agua, ndo havendo diferengas estatisticas nos trés tipos de preparo da
semente testados. Tal fato indica a possibilidade de redugdo para trés sementes por amostra,
usando-se menos sementes na analise de rotina, o que ¢ bastante positivo para araucdria em
razdo da alternancia anual de produgao (Paludo et al., 2011) e consequente disponibilidade de

sementes.



Tabela 2. Dados médios do teor de dgua de sementes de araucdria determinado pelo
método de estufa a baixa temperatura 101-105°C, por diferentes periodos, com cinco e

trés sementes inteiras.

12
th

Teor de agua (103£2 °C)

—— 5 sementes inteiras B SEENtES it as
17 463 b 46.2¢
18 46,5 b 46.6 d
19 46,8 b 46.9 d
20 47.1b 479 ¢
21 472 b 473 ¢
22 47.4b 475 ¢
23 47,6 b 47.7¢
36 489 a 49.1 b
i 489a 49.1 b
- 489a 49.0b
39 49,0 a 492 b
10 4904 493 b
41 492 a 4941
42 493 a 494 b
- 49,7a 50.0 a
36 49.7a 49.9a

CV.(%) 1.4 0,7

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).

Com relagdo ao preparo das sementes, a forma de corte também ndo apresentou diferenca
(Tabela 3), podendo entdo ser destacado o corte em trés partes, por ser mais pratico e
rapido, ndo diferenciando do tratamento recomendado pelas Regras para Andlise de

Sementes (Brasil, 2009) para sementes de tamanho maior, que é o corte das sementes



intactas em fragmentos menores do que 7.0 mm, sendo que a exposicio da amostra ao

ambiente ndo deve exceder a quatro minutos.

Tabela 3. Dados médios do teor de dgua de sementes de araucaria determinado pelo
método de estufa a 105°C, por diferentes periodos, com cinco e trés sementes cortadas de

varias formas.

Teor de agua (105+3 °C)

Formas de corte da semente

< 7.0 mm 3 partes 4 partes

3 sementes cortadas

Periodos«(horas): =000 sessissamdsnnn e
24 496 a 50,0 a 30,0a
25 49,6 a 50.1a 50,1 a
26 49.7 a 50,2 a 50.1 a
21 498 a 503 a 50,2 a
28 498 a 503 a 50,2a
CV.(%) 0.8 0.7 0,9

5 sementes cortadas

Periodos (horas) R R s B o e R S TS
24 492 a 49.6 a 50.0a
25 49.2 a 49.6 a 50,1a
26 492 a 49.7 a 50.1a
27 493 a 498 a 50,1 a
28 492 a 498 a 50.1 a
C V(%) 0.8 0.7 0.3

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scou Knott (p<0,05).



A exigéncia do tempo foi atendida em todas as metodologias analisadas, com excecio
do corte em fragmentos menores que 7,0 mm, o qual levou, em média, 10 minutos por
repeticdo para sementes de araucdria, o que se constitui um problema, pois as sementes
podem sofrer influéncia da umidade relativa do ar do ambiente apresentando um teor diferente
do real.

O método de estufa a 105 °C ¢ considerado oficial para uso nos laboratorios de analise
do pais. Pelos dados obtidos, observa-se que o tempo de 24 h foi suficiente para a secagem,
visto que ndo apresentou diferenga significativa do tratamento de secagem por 28 h, periodo
cste em que nao se observaram acréscimos nos pesos médios das amostras ¢ o teste foi
encerrado.

Os coeficientes de variagao foram baixos, revelando homogencidade entre as
repeti¢oes; os valores do teor de dgua de 24 h para 28 h foram bem préximos, variando de 0,1
% a 0,2 %.

Analisando-se a Tabela 4, verifica-se novamente que tanto trés quanto cinco sementes
foram eficientes para determinacdo do teor de dgua das sementes, ndo havendo diferengas
cstatisticas nos trés tipos de preparo das sementes testados, confirmando a possibilidade de se
trabalhar com cortes em pedagos maiores, pois foram semelhantes estatisticamente aos
menores do que 7,0 mm. Entretanto, a exigéncia do tempo maximo de quatro minutos de
exposicao ao ambiente nao foi novamente atendida para o corte em fragmentos menores do
que 7,0 mm.

Observando-se ainda os dados da Tabela 4 ¢é possivel verificar que o periodo de 17 h
foi eficiente para a retirada de dgua da semente, sendo observada a estabilizagdo do peso tanto
para a quantidade de trés sementes quanto para cinco sementes. O método de estufa a baixa
temperatura 101-105°C ¢ o método basico de referéncia para introdu¢do de novas espécies,
sendo o adotado, de acordo com Brasil (2009), pelas Regras Internacionais de Analise de
Sementes da International Seed Testing Association — ISTA.

Com base nos resultados obtidos, a utilizacdo de trés sementes de araucaria cortadas
em weés partes a 10342 °C, por 17 h, é a mais indicada para a analise de rotina dos
laboratorios, pois requer menor quantidade de sementes, sendo de facil preparo e maior

rapidez.



Tabela 4. Dados médios do teor de dgua e sementes de araucaria determinado pelo
método de estufa a baixa temperatura 101-105°C, por diferentes periodos, com cinco e

trés sementes cortadas de varias formas.

Teor de agua (1032 °C)

Formas de corte da semente

< 7.0 mm 3 partes 4 partes

3 sementes cortadas

Periodos (horas) e RO
17 50,2a 494 a 498 a
18 502a 494 a 498 a
19 503a 49,6 a 498 a
20 504 a 499 a 499 a
21 50,4a 499 a 50,1 a
22 50,5a 50,0 a 50,1 a
23 50,5a 50,0 a 50,2a
36 50.6a 50,3 a 504 a
37 50,6 a 50,2 a 503 a
38 50,6 a 502a 503 a
39 505a 50,2a 503 a
CV.(%) 03 0.9 1.2

5 sementes cortadas

Periodos (horas) A R SRR S O T ST
17 48,7 a 495 a 493 a
18 489a 49,6 a 493 a
19 488 a 497 a 494 a
20 489 a 49,7 a 494 a
CV.(%) 1,0 L7 1,1

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).



A recomendacdo do corte da semente em pedagos menores do que 7,0 mm, em menos
de quatro minutos (Brasil, 2009), ndo se aplica para as sementes da espécie estudada, uma vez
que tal preparo acarreta um periodo maior de exposicdio ao ambiente (10 minutos).
Adicionalmente, o método de estufa a 105 °C, com sementes intactas, também nio € viavel
para araucaria, sendo necessario um tempo maior para a secagem se completar.

O conhecimento da forma correta para determinagio do teor de agua para sementes de
araucaria ¢ muito importante, tanto para o armazenamento (pelo comportamento recalcitrante
da semente) quanto pelo fato deste componente interferir na andlise da qualidade fisica (peso
de mil sementes) e fisiologica (germinagdo ¢ vigor).

Mediante os resultados obtidos, a atualizagdio do método recomendado para a
determinagdo do teor de dgua de sementes de araucdria nas Regras para Andlise de Sementes
¢ pertinente. Para tanto, o proximo passo € a realizacdo de ensaios interlaboratoriais buscando

a padronizacao do método proposto.

3.4. Conclusoes

A utilizagao de trés sementes cortadas em trés partes com secagem a 103+2°C por 17
h ¢ o método mais indicado para determinag¢do do teor de dgua de sementes de Araucaria

angustifolia.
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4. CAPITULO IT - METODO PRATICO PARA AVALIACAO DA VIABILIDADE DE
SEMENTES DE. ARAUCARIA PELO TESTE DE TETRAZOLIO

Resumo- O trabalho objetivou determinar um método prético para avaliagdo da qualidade de
sementes de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, por meio do teste de tetrazolio,
propondo maior rapidez de execugdo ¢ permitindo o estabelecimento de grupos de
viabilidade. Para tanto, foram conduzidos inicialmente os testes de germinacio ¢ de tetrazolio,
com metodologia recomendada nas Regras para Andlise de Sementes para Araucaria spp. Em
scguida, testou-se um método pratico para condugdo do teste de tetrazolio, sem o pré-
umedecimento das sementes e utilizando-se quatro repeti¢des de embrides excisados imersos
diretamente na solugdo de tetrazdlio, sendo estudadas trés concentragdes da solugio (0,075%,
0.2% e 0,5%), trés periodos de coloragdo (uma, duas e quatro horas) e duas temperaturas de
coloragdo (30°C e 40°C). As médias obtidas por cada teste realizado foram comparadas pelo
teste Scott-Knott (p<0,01), que permitiu identificar os tratamentos dos testes de tetrazélio que
melhor se relacionaram com o teste de germinacio. E vidvel a utilizacio de embrides
excisados de sementes de Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze para condugido do teste de
tetrazolio, proporcionando maior rapidez de execug¢do e melhor interpreta¢io da viabilidade.
O teste de tetrazolio pode ser empregado com eficiéncia por meio da excisdo dos embrides ¢
imersdo direta na solugdo de tetrazdlio, empregando-se as seguintes combinagdes de
metodologia: 0,5%/2h/30°C, 0,075%/4h/40°C ou 0,5%/2h/40°C, permitindo a classificacio

das sementes em trés grupos de viabilidade.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, embrides excisados, grupos de

viabilidade.
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PRACTICAL METHOD FOR VERIFY ARAUCARIA SEED VIABILITY BY
TETRAZOLIUM TEST

Abstract- The aim of this study was to determine a practical method for evaluating the quality
of Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze seeds through the tetrazolium test for the purpose
of greater speed in execution, allowing the establishment of viability groups. For that reason.
initially, the germination and tetrazolium tests were conducted with the methodology
recommended in the Seed Analysis Rules for Araucaria spp. After that, a practical method
for carrying out the tetrazolium test was tested, without pre-wetting of the seeds and using
four replications of excised embryos immersed directly in the tetrazolium solution, studying
three concentrations of the solution (0.075%, 0.2%, and 0.5%), three staining periods (one,
two, and four hours) and two staining temperatures (30°C and 40°C). The mean values
obtained for cach test undertaken were compared by the Scott-Knott test (p<0.01), which
allowed identification of the treatments of the tetrazolium tests that best related to the
germination test. The use of embryos excised from Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze
seeds for carrying out the tetrazolium test is viable, leading to greater rapidity of execution
and better interpretation of viability. The tetrazolium test may be effectively used through
excision of embryos and direct immersion in the tetrazolium solution using the following
combinations of methodology: 0.5%/2h/30°C, 0.075%/4h/40°C, or 05.%/2h/40°C, allowing

the classification of the seeds in three viability groups.

Key words: Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, excised embryos, viability groups.



4.1. Introducao

A araucaria (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze), pertencente ao Bioma Mata
Atlantica (Watzlawick et al., 2011), ¢ a unica espécic do seu género com ocorréncia natural
no Brasil (Pires et al., 2013), nos estados do Parana, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul
(Mantovani et al., 2004). Da araucéria pode-se obter uma expressiva variedade de produtos ¢
subprodutos (Soares e Mota, 2004), sendo que a comercializagdo de sua semente (o pinhio)
apresenta-s¢ como alternativa para a melhoria de renda de muitos produtores rurais (Silva ¢
Marques, 2014).

Na literatura, verificam-se varios estudos abordando a multiplicagio assexuada da
especie, como a propagagdo por enxertia (Wendling et al., 2009; Zanette et al., 2011) e
microenxertia (Anselmini e Zanette, 2008). Entretanto, a produ¢do de mudas de araucaria é
realizada principalmente via semente (Pires et al., 2013), o que ressalta a necessidade de
métodos adequados para estimar a sua qualidade.

Neste sentido, o teste de germinagdo tem sido rotineiramente empregado em
tecnologia de sementes para avaliagdo da viabilidade, sendo que no caso de sementes de
araucdria ¢ recomendada a primeira contagem aos 20 dias e, a contagem final, aos 31 dias
(Brasil, 2013). Torna-se imprescindivel, assim, o emprego de técnicas que determinem mais
rapidamente a qualidade fisiologica da semente. especialmente para espécies com
comportamento recalcitrante (Oliveira et al., 2014) como a araucdria (Cagola et al., 2006), as
quais apresentam potencial de armazenamento relativamente curto.

O teste de tetrazolio pode ser utilizado como alternativa para estimar a viabilidade da
semente em funcdo da rapidez na obtencdo de resultados. Nas Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 2009) existe a descri¢do geral deste teste para Araucaria spp., indicando o
preparo da semente com remogao do pericarpo e corte ou pung¢do da parte terminal e lateral da
semente. Tal recomendagdo exige tempo consideravel para execu¢io, além de ndo especificar
a profundidade do corte ou da pung¢do, o que gera problemas na coloragio, pois s¢ a camada
de endosperma for muito espessa, o sal de tetrazdlio ndo consegue penetrar e o tecido
apresenta-se com aspecto branco leitoso (morto); porém, s¢ essa camada for muito fina, o

embrido ira colorir intensamente, apresentando aparéncia de tecido em deterioracio.
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Adicionalmente, indica-se um tempo de 18h para o pré-umedecimento em dgua,
agravado por um longo periodo de coloragdo (18 a 25h) ¢ uma concentragio de 1% da solugio
de tetrazdlio. Quando utilizado este procedimento, as sementes adquirem uma coloragdo
intensa, inclusive as viaveis, semelhantes a de tecido deteriorado. Para sementes grandes, em
geral, hda a recomenda¢do de maiores concentragdes da solugdo de tetrazolio objetivando
facilitar a coloracao dos tecidos; porém, a falta de especificidade da metodologia pode
dificultar a interpretagao.

Por outro lado, autores sugerem a realiza¢do do teste de tetrazolio por meio da excisido
¢ analisc do embrido, em substitui¢ao da semente inteira, visando agilizar a andlise ou facilitar
a execucdo, como em Butia capitata (Fernandes et al; 2007), Acrocomia aculeata (Ribeiro et
al; 2010), Poecilanthe parviflora (Pinto et al; 2008) ¢ Schizolobium parahyba (Ferreira et al;
2007). Em Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, realizaram-se alguns estudos avaliando a
possibilidade de utilizagdo desse método. Abreu et al. (2012) avaliando o teste de tetrazolio
em sementes de pinheiro brasileiro indicaram a imersdo dos embrides em solucdo de
tetrazolio de 0,2% por 4 horas, a 40°C, sem o pré-umedecimento da semente. Entretanto, na
condugdo do seu trabalho, os referidos autores relacionaram os resultados do teste de
tetrazolio com a germinagdo in vifro, nao sendo realizada a correlagio com o leste de
germinagdo, prescrito nas Instrugdes para a Analise de Sementes Florestais (Brasil, 2013).

Oliveira et al. (2014), por sua vez, recomendaram inicialmente o pré-umedecimento
das sementes de araucaria em dagua por 18 horas, com posterior retirada do embrido e imersio
na solugao de tetrazolio com concentragaes de 0,1% ou 0,5%, por 1 hora, a 25°C; porém, o
procedimento de pré-umedecimento aumenta o tempo para conclusao do teste.

Assim, ressalta-se a importancia de se aprimorar a metodologia para condugio do teste
de tetrazolio em sementes de araucdria, testando-se procedimentos que requeiram maior
rapidez e concentracdes mais baixas da solugdo. visando menor custo e maior facilidade de
interpretacio da viabilidade durante a analise. Observa-se caréncia na literatura da descrigdo
detalhada de grupos de qualidade da semente, imprescindivel para a reprodugdo do teste.

O objetivo, neste estudo, foi determinar um método pratico para avaliacio da
qualidade de sementes de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze por meio do teste de
tetrazolio, propondo maior rapidez de execugdo e permitindo o estabelecimento de grupos de

viabilidade.
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4.2 Material e Métodos

As sementes (pinhdes) utilizadas no experimento foram provenientes de pinhas de
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze (variedade Sao José), coletadas na drea de testes de
procedéncias ¢ progénies de araucaria localizada na Embrapa Florestas, no municipio de
Colombo-PR.

As pinhas foram coletadas no més de marco de 2014, com a utiliza¢ao de podao ¢ de
uma lona plastica para recolhimento dos frutos provenientes de arvores matrizes. A
determinag¢do do ponto de coleta foi baseada na mudanca tipica de coloragdo das pinhas, de
verde para marrom. As sementes toram extraidas ¢ beneficiadas manualmente, sendo
eliminadas as de tamanho pequeno localizadas nas extremidades (Nogueira e Medeiros,
2007). as chochas e as falhas (escamas estéreis ou nio fertilizadas).

Apods o beneficiamento, as sementes foram encaminhadas ao laboratdrio de analise de
sementes em embalagens de polipropileno de 22, sendo homogeneizadas e acondicionadas
em embalagens do mesmo material, mantidas em ambiente controlado (18°C e 70% de
umidade relativa do ar) até a realizagdo das seguintes analises:

a) Determinagdo do teor de agua das semenies: pelo método de estufa a baixa temperatura
101-105°C durante 17 horas, com duas repeti¢oes de trés sementes cada, cortadas em trés
partes de dimensées semelhantes com o auxilio da guilhotina;

b) Teste de germinagdo: conduzido com quatro repetigdes de 25 sementes cada, colocadas
para germinar entre substrato de vermiculita saturada, no interior de caixas plasticas
(17,5x13.2x11,5 c¢m) perfuradas. O condicionamento foi realizado em germinador do tipo
Mangelsdorf a 25°C, durante 31 dias (Brasil, 2013). Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas normais;

¢) Teste de tetrazilio (semente): quatro repeticdes de 25 sementes foram pré-embebidas a
20°C, por 18 horas, com posterior remog¢do e corte da parte terminal ¢ lateral de cada uma. A
coloragdo das sementes foi realizada com a imersdo em solugdo com 1% de 2.3,5-trifenil
tetrazolio, por 24 horas, a 30°C, no escuro em equipamento tipo B.O.D. de acordo com as
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009);

d) Teste de tetrazolio (embrido excisado): utilizaram-se quatro repeticoes de 25 embrides

cada, sendo a excisdo dos embrides realizada com auxilio de guilhotina, por meio de cortes
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nas laterais do tegumento e do endosperma até chegar proximo ao eixo embrionario; a partir

deste ponto, a semente foi aberta manualmente para ndo danificar o embrido, procedendo-se a

retirada deste (Figura 2).
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Figura 2. Excisdo dos embrides de Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze: (a) vista externa

da semente; (b) sementes com partes laterais retiradas com guilhotina; (c) semente sem o
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pericarpo; (d) inicio da retirada manual do endosperma; (e) vista interna da semente; () inicio
da excisio do embrido; (g) embrido parcialmente excisado; (h) embridao excisado; (1) estrutura
do embrido excisado com corte longitudinal no lado oposto a abertura dos cotilédones:
cotilédones -c¢; extremidade superior do eixo embrionario - es; extremidade lateral do eixo

embrionario - el; extremidade inferior do eixo embrionario — ei.

Os embrides foram avaliados individualmente, realizando-se o corte longitudinal no
lado oposto a abertura dos cotilédones, verificando a ocorréncia de danos na face interna ¢
externa; quando observada a presenga de injurias, analisou-se a protundidade ¢ a distancia em
relacio ao eixo embriondrio. Cada embrido excisado foi imerso diretamente em trés
concentragoes de sal de tetrazolio (0,075%; 0,2% ¢ 0,5%), testando-se duas temperaturas (30
e 40°C) e trés periodos de coloragdo (uma, duas e quatro horas), no escuro, sendo lavados
posteriormente em &Agua corrente, ¢ analisados em microscopio estercoscopico. As
concentragdes e os periodos de coloracdo testados foram escolhidos apds a realizagdo de
testes preliminares. Foram estabelecidos dois grupos de viabilidade dos embrides: Grupo I-
vidveis e Grupo II- invidveis, sendo consideradas como dreas vitais: no eixo embriondrio - a
extremidade superior (plimula), a extremidade lateral e a extremidade inferior (radicula); nos
cotilédones - a proporg¢ao dos danos e se estes afetavam mais da metade do tecido.

Para o procedimento estatistico foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,
realizando a comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott, (p<0,01): os resultados foram
expressos em porcentagem. Utilizou-se o software Assistat 7.7 (Silva, 2013) para andlise dos
dados.

4.3 Resultados e Discussio

O teor de 4gua das sementes de araucaria, antes da realizacdo dos testes, foi de 43.1%,
valor este superior ao nivel critico de umidade considerado para a espécie (38,0%), abaixo do

qual ocorre a perda total da viabilidade da semente (Eira ct al., 1994).
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Na Figura 3 encontram-se os grupos de viabilidade estabelecidos para sementes de
araucaria. No Grupo [ (viaveis) estdo inseridas as sementes que possuem embrides de
coloragdo uniforme (vermelho carmim), com tecido de aspecto normal e firme, sem danos
significativos para a germinagdo e o estabelecimento de plantulas normais (Figura 3a). Ainda
nesta classe, foram inseridos os embrides que possuem menos da metade dos cotilédones com
coloragdo vermelho intenso ou descolorido (Figura 3b) e também com dano superficial
proximo a extremidade inferior do eixo embrionario (radicula), porém sem atingi-lo (Figura
3c). desde que as demais regides apresentem colorag¢do uniforme e tecidos firmes. No Grupo
I (inviaveis), enquadraram-se os embrides com tecido descolorido ou com coloragdo
vermelho intenso na regido da radicula (Figura 3d); na regido da plimula (Figura 3¢); com
mais da metade dos cotilédones descolorida ou com coloragdo vermelho intenso (Figura 3f).
Ainda neste grupo estdo os embrides mortos, que se encontravam quase totalmente
descoloridos (Figura 3g); com toda a extensdo do eixo embriondrio com colora¢do branco

leitoso (Figura 3h); ou com tecido apodrecido (Figura 3i).

Figura 3. Grupos de viabilidade no teste de tetrazolio de sementes de Araucaria angustifolia
(Bertol) Kuntze: Grupo I (vidveis) - (a) embrido com colorag@o uniforme (vermelho carmim),

de aspecto normal e firme; (b) embrido com menos da metade dos cotilédones com coloragio
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vermelho intenso ou descolorido; (¢) embrido com dano superficial proximo a extremidade
inferior do eixo embriondrio (radicula), porém sem atingi-lo. Grupo II (inviaveis) - (d)
embrido com coloragdo vermelho intenso, tipica de tecido deteriorado, atingindo a
extremidade inferior do eixo embrionario (radicula); (¢) embrido com dano na extremidade
superior do eixo embriondrio (plimula); (f) embrido com mais da metade dos cotilédones
descolorida;(g) embrido morto (quase totalmente descolorido); (h) embrido morto (com toda a
extensdo do eixo embriondrio com colorag¢do branco leitoso); (i) embrido morto (com tecido
apodrecido).

Nas Tabelas 5 e 6 estdo apresentados os resultados dos testes de germinagdo e de
tetrazolio. Pode-se observar que a viabilidade obtida no teste de tetrazolio, conduzido com
semente inteira e nas condi¢des recomendadas pelas RAS (Brasil, 2009) (1%/24h/30°C), foi
consideravelmente inferior a observada no teste de germinagdo. Na realiza¢do da metodologia
recomendada, verificou-se a presenca de poucas sementes viaveis (Figura 4a). sendo que a
maior parte apresentava tecidos com coloragdo vermelho intenso (Figura 4b e 4c) ou
descolorido (Figura 4d). A coloragdo vermelho intenso. quando presente, indica a ocorréncia

de deterioragdo e, a coloragdo branco leitoso, caracteriza mortalidade (Brasil, 2009).

Figura 4. Aspecto das sementes de Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze, apos o teste de
tetrazolio realizado de acordo com metodologia de Brasil (2009): (a) semente com coloragdo

vermelho carmim, uniforme; (b) semente apresentando colora¢do vermelho intenso na regido
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da radicula; (c) semente com coloracdo vermelho intenso ao longo do eixo embrionario e

cotilédones: (d) semente descolorida.

Tal fato pode ter ocorrido em razdo de estar prescrita a remog¢do do pericarpo ¢ a
retirada da parte lateral e terminal das sementes (Brasil, 2009). A remo¢do do tegumento
possibilita maior uniformidade ¢ rapidez durante a coloragdo (Gaspar-Oliveira et al., 2009);
contudo, os resultados podem sofrer alteragdes devido aos cortes ¢ danos nas sementes

durante o preparo (Cervi e Mendonga, 2009), ocasionando equivocos na interpretagao.

Tabela 5. Germinacdo de sementes de araucaria, teste de tetrazolio (semente) e teste de
tetrazolio (embrido excisado), testando-sc¢ neste ultimo diferentes combinacdes de

concentracio da solugio e periodos de coloracio, a 30°C.

Testes Viabilidade
.......... T
Germinacdo 86 a
Tetrazolio/semente/1.0%/24h/30°C 14d
Tetrazdlio/embrido excisado/0,075%/1h/30°C 35¢
Tetrazolio/embriao excisado /0,075%/2h/30°C 86 a
Tetrazdlio/embriao excisado /0,075%/4h/30°C 76 b
Tetrazdlio/embrido excisado /0,2%/1h/30°C 40 ¢
Tetrazdlio/embrido excisado /0,2%/2h/30°C 76 b
Tetrazolio/embrido excisado /0.2%/4h/30°C 76 b
Tetrazdlio/embrido excisado /0.5%/1h/30°C 45 ¢
Tetrazdlio/embrido excisado /0,5%/2h/30°C 83 a
Tetrazolio/embrido excisado /0.5%/4h/30°C 85a
C.V.(%) 10,0

Médias seguidas pela mesma letra miniscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p =0.01).



No caso da arauciria, a falta de especificagdo quanto a quantidade a ser removida do
legumento pode causar excesso ou falta de coloragdo, dificultando assim a analise dos
resultados. Oliveira et al. (2014), em trabalho realizado com Araucaria angustifolia (Bertol.)
Kuntze, também relataram dificuldades na condugdo da metodologia do teste de tetrazolio

descrita nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009).

Tabela 6. Germinagio de sementes de araucdria, viabilidade obtida pelo teste de tetrazolio em
sementes inteiras ¢ em embrido excisado, testando-se neste tltimo diferentes combinacdes de

concentracao da solugdo ¢ periodos de coloragdo, a 40°C.

Testes Viabilidade
.......... Yo
Germinacdo 86 a
Tetrazolio/semente/1.0%/24h/30°C 14 d
Tetrazolio/embriao excisado /0,075%/1h/40°C S5lc
Tetrazolio/embrido excisado /0.075%/2h/40°C 83a
Tetrazolio/embriao excisado /0,075%/4h/40°C 85a
Tetrazolio/embrido excisado /0,2%/1h/40°C 65b
Tetrazdlio/embrido excisado /0.2%/2h/40°C 87 a
Tetrazdlio/embrido excisado /0.2%/4h/40°C 80 a
Tewrazdlio/embriao excisado /0,5%/1h/40°C 69b
Tetrazélio/embrido excisado /0,5%/2h/40°C 80a
Tetrazdlio/embrido excisado /0.5%/4h/40°C 66 b
C.V.(%) 9,7

Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p <0,01).

Quanto ao teste de tetrazolio conduzido com embrides excisados, a 30°C (Tabela 5) e a
40°C (Tabela 6), as combinagoes de metodologia que se relacionaram com o teste de
germinagdo, ou seja, que apresentaram médias estatisticamente  semelhantes  foram:

0,075%/2h/30°C  (Figura 5a); 0.5%/2h/30°C (Figura S5b); 0,5%/4h/30°C (Figura S5c);
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0,075%/2h/40°C (Figura 5d); 0,075%/4h/40°C (Figura 5e); 0.2%/2h/40°C (Figura 5f);

0,2%/4h/40°C (Figura 5g) e 0,5%/2h/40°C (Figura 5h).

Figura 5. Teste de tetrazolio conduzido com embrides excisados de Araucaria angustifolia
(Bertol) Kuntze, empregando-se as metodologias que se relacionaram com o teste de
germinagdo: (a) 0,075%/2h/30°C; (b) 0,5%/2h/30°C; (c) 0,5%/4h/30°C; (d) 0,075%/2h/40°C;
(e) 0,075%/4h/40°C; () 0,2%/2h/40°C; (g) 0,2%/4h/40°C; (h) 0,5%/2h/40°C.

Dos trés tratamentos com a temperatura de 30 °C que foram estatisticamente
semelhantes aos resultados obtidos no teste de germinagdo (Tabela 5), a combinagio de
0.5%/2h/30°C foi a que possibilitou a melhor visualizagdo das estruturas e dos danos (Figura
5b). Por outro lado, na temperatura de 40°C (Tabela 6), as combinagdes de 0,075%/4h/40°C e
0.5%/2h/40°C foram superiores em termos de identificagdo da estrutura dos embrides (Figuras
5e e 5h). Para redugdo de custo, menores concentragdes de solugio de tetrazélio sdo indicadas
(Dias e Alves, 2008), as quais podem possibilitar também eficiente visualiza¢io e
identificagdo dos tipos de injurias (Fran¢a Neto et al., 1998).

Para outras espécies florestais, estudos abordando a metodologia do teste de tetrazolio,
em embrides, sdo encontrados para angico (4dnadenanthera peregrina), sendo recomendando
a concentragdo de 0,1%, por 24 horas a 30°C (Pinho et al., 2011), e para ipé-branco (Tabebuia

roseoalba), indicando a concentragdo de 0.5%. a 36°C, durante 24h (Abbade e Takaki, 2014).



No caso de araucdria, Oliveira et al. (2014) obtiveram melhores resultados com as
concentragdes de 0,1% ou 0,5% por 1h, a 25°C, porém incluindo um periodo de pré-
umedecimento das sementes por 18 horas, antes da extracdo dos embrides, o que acarrela
expressivo aumento do tempo de andlise.

Assim, as combinagdes que possibilitaram a melhor visualizagio das estruturas ¢ dos
danos nos embrides de araucaria foram 0,5%/2h/30°C, 0.075%/4h/40°C ¢ 0.5%/2h/40°C. Para
a avaliagdo da viabilidade, a utilizagdo da concentragdo de 0,075 % traz beneficios para a
andlise de rotina, em raziao do menor custo de execugio, porém visando a redugdo de tempo, a
utilizagdo dos demais tratamentos ¢ mais vantajosa. Além disso, o estudo proporcionou um
ganho no periodo para obtencdo de resultados, em todos os tratamentos, uma vez que nio

necessitou realizar o pré-umedecimento das sementes por 18h.

4.4, Conclusoes

- A utilizagdo de embrides excisados de sementes de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze
¢ viavel para condugio do teste de tetrazolio, proporcionando maior rapidez de execugdo e
melhor interpretagao da viabilidade;

- O teste de tetrazdlio pode ser empregado com cficiéncia por meio da imersdo direta de
embrides excisados em  solugdo de tetrazolio, empregando-se as seguintes combinagoes de
metodologia: 0,5%/2h/30°C, 0,075%/4h/40°C e 0,5%/2h/40°C, o que permite a classifica¢io

das sementes em dois grupos de qualidade.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Baseado no exposto, o procedimento mais indicado para a determinacio do teor de
agua de Araucaria angustifolia é a utilizagdo do preparo das sementes cortando-as (rés
sementes em trés partes, pelo método de estufa a 103+2 °C, durante 17 h.

E vidvel a utilizagio de embrides excisados de sementes de Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze para condugio do teste de tetrazdlio, proporcionando maior rapidez de
execugdo ¢ melhor interpretagdo da viabilidade. O teste pode ser empregado com etficiéncia
por meio da excisdo dos embrides e imersdo direta na solugio de tetrazélio, empregando-se as
seguintes combinagoes de metodologia: 0,5%/2h/30°C, 0,075%/4h/40°C ou 0.5%/2h/40°C.

permitindo a classifica¢do das sementes em dois grupos de qualidade.
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