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RESUMO

FONTES, B. P. D. Citogenética de sementes envelhecidas de Araucaria
angustifolia, UFLA, 1999. 53p. (Dissertagio - Mestrado em Genética e
Methoramento de Plantas)*

As perdas de vigor e viabilidade das sementes, com a evolugio do seu
processo deteriorativo, estdo associadas ao processo do envelhecimento e podem
estar relacionadas com alteragdes citogenéticas que conduzem a um
comprometimento de sua integridade genética. Para verificar o efeito do
envelhecimento acelerado sobre as caracteristicas citogenéticas de sementes de
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze, estas foram submetidas ao
envelhecimento artificial através da utilizacdo de duas temperatura (30°C e
40°C), por quatro periodos de exposigio (0, 3, 6 ¢ 9 dias). Para o
armazenamento, sementes de araucaria foram acondicionadas em sacos
plasticos durante 0, 30, 60 e 90 dias, a 5°C. Tanto as sementes armazenadas
quanto as envelhecidas foram colocadas para germinar e as suas radiculas foram
fixadas em solugdo de alcool-etilico - acido acético (3:1). As laminas
microscdpicas foram preparadas através da técnica do esmagamento, e a
coloragdo das raizes foi feita com reativo de Schiff. Os resultados revelaram
reducdo na percentagem de germina¢io e no indice de velocidade de
germinagio, tanto nas sementes armazenadas quanto nas envelhecidas
artificialmente. Tanto o armazenamento quanto o envelhecimento artificial niio
influenciaram significativamente a taxa de divisdo celular, porém, aumentaram a
frequéncia de anomalias como: ocorréncia de microniicleos, micleos
fragmentados e anafases com pontes nas primeiras divisdes mitdticas em pontas
de raizes. Estas alteragdes indicam que a perda de viabilidade e vigor das
sementes de araucaria, observada nestas condigdes, sio devidas, entre outros
fatores, a quebras nas moléculas de DNA.

Comité Orientador: Lisete Chamma Davide -DBI-UFLA (Orientadora), Antonio
Claudio Davide -DCF-UFLA e Eduardo Bearzoti -DCE-UFLA



ABSTRACT

FONTES, B. P. D. Cytogenetics of aged seeds of Araucaria angustifolia.
UFLA, 1999. 53p. (Dissertation - Master in Genetics and Pant Breeding)*

The vigour and viability losses of seeds with the evolution of their
deteriorative process are associated with cytogenetical alterations which lead to
a endanger of their genetical integrity. To verify the effect of aging upon the
cytogenetical characteristics of seeds from Araucaria angustifolia (Bert) O.
Ktze, these ones were submitted to artificial aging through the use of two
temperatures (30°'C and 40°C) for four periods of exposition (0, 3, 6 and 9 days).
To storage, “araucaria” seeds were placed in plastic seeds for 0, 30, 60 and 90
days at 5°C. Both stored and aged seeds were placed to germinate and their
radicles were fixed in ethilic alcohol - acetic acid solution (3:1). The
microscopic slides were made through the smear technique and root staining was
done with Schiff's reactive. The results showed reduced germination percentage
and germination velocity index, both in stored and artificially aged seeds. Both
storage and artificial aging did not significantly influence cell division rate but
increased anomaly frequencies such as: occurrence of micronucleoli, fragmented
nuclei and anaphases with bridges at first mitotic divisions at root tips. These
alterations denote that loss of viability and vigour of “araucaria” seeds observed
in these conditions are due, among other factors, to breaks in DNA molecules.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Orientador), Antonio
Claudio Davide - UFLA and Eduardo Bearzoti -DCE-UFLA



1INTRODUCAO

A perpetuagio das espécies florestais nos ecossistemas preservados ¢
garantida pelas estratégias de bancos de sementes para as espécies dos estagios
sucessionais iniciais (pioneiras) e pelos bancos de plintulas para aquelas
pertencentes aos estagios mais tardios, como as espécies climax exigentes de luz
e as climax tolerantes 4 sombra. Quando esses ecossistemas tendem a
desaparecer, como as florestas de araucaria, toma-se imprescindivel o dominio
das técnicas de armazenamento de sementes ‘ex sito’ como base para
manutencdo de bancos de germoplasmas e programas de reposigio florestal.
Além disso, as sementes constituem importante fonte de material genético para o
melhoramento de plantas.

O armazenamento de sementes a longo prazo é tecnicamente e
economicamente viavel para aquelas espécies que toleram a dessecagdio abaixo
de 10% de umidade e o armazenamento a frio, mesmo em temperaturas abaixo
de zero isto ¢, para aquelas espécies cujas sementes sio ortodoxas (Roberts,
1973a). As sementes de araucaria, no entanto, sio do tipo recalcitrante
(Tompsett, 1984), ou seja, suas sementes nio toleram a perda de umidade abaixo
de 37% e nem o armazenamento a baixa temperatura. Nesse caso, o
armazenamento torna-se possivel apenas a curto prazo (6-12 meses) e, mesmo
assim, com perdas na viabilidade e no vigor.

As perdas de viabilidade e do vigor das sementes sio causadas pelas
alteragdes citologicas, como a desestruturagdo dos sistemas de membranas,
podendo chegar a outras alteragdes, como aquelas de natureza metabélica,
genética e fisiologica (Abdul-Baki e Anderson, 1972; Roberts, 1973b). Estas
alteragSes ocorrem de maneira acelerada nas sementes recalcitrantes, como as de

araucdria,



Entre os eventos que compdem o processo de deterioragio e que
envolvem o material génético estio as quebras no DNA, causando redugdo na
capacidade de sintese de proteinas (Ghosh et al. 1981), danos no metabolismo de
DNA (Roberts, 1973c; Cheach e Osbome, 1978; McGee, 1983; Coello e
Vazquez-Ramos, 1996), além de danos cromossomicos durante o
envelhecimento (Abdalla e Roberts, 1968, 1969; Roberts, 1973¢c, 1978; Villiers,
1974; Murata, 1981).

Com relagdo a araucaria, até o momento ndo se tém informacgdes sobre a
ocorréncia de alteragdes citogenéticas associadas a perda de vigor e viabilidade
das sementes envelhecidas. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
avaliar o ciclo celular de sementes de araucaria submetidas ao envelhecimento
artificial e 20 armazenamento a curto prazo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificagio fisiolégica das sementes quanto ao armazenamento

As sementes sdo, acima de tudo, um meio de sobrevivéncia das suas
respectivas espécies, e a manutengio da diversidade genética de plantas tem se
tomado de grande interesse, principalmente daquelas que correm risco de
extingio.

Segundo Harrington (1972), de todas as estratégias de conservagio “ex
situ”, o armazenamento de sementes ¢ o método mais facil e mais barato de
preservar os gendtipos de plantas existentes no mundo, sem mudar muito sua
constitui¢do genética. Entretanto, o armazenamento de sementes de
determinadas espécies ¢ mais complexo e sé é conseguido por periodos curtos.
Segundo Roberts (1973a), as sementes da maioria das espermatofitas sofrem
dessecagdo durante os estigios finais de desenvolvimento. Tais sementes,
chamadas ortodoxas, geralmente, podem ser armazenadas por longos periodos,
sob condicdes de baixa umidade e baixa temperatura. Em algumas espécies, no
entanto, a desidratagdo das sementes logo apds a abscisio leva a perda da
viabilidade. Essas sementes sdo classificadas como recalcitrantes (Roberts,
1973a; Roberts e King, 1980). A sua viabilidade é dependente de alta umidade, e
as sementes de muitas dessas espécies morrem quando sua umidade cai abaixo
de um certo nivel critico (Chin, 1978). Esse nivel critico varia muito entre
espécies, cultivares e mesmo entre lotes de sementes (Chin, 1978; King e
Roberts, 1980).

Hanelt (1977), citado por Roberts e King (1980), demostrou que
espécies que produzem sementes ortodoxas tendem a originar-se em ambientes
sujeitos a secas ocasionais ou estagSes secas, ao passo que aquelas que
produzem sementes recalcitrantes pertencem ecologicamente a arvores e
arbustos de florestas tropicais e temperadas de galeria e as plantas que crescem
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em ambiente aquitico. Roberts e King (1980) observaram que as sementes
recalcitrantes sio normalmente dispersas em ambientes imidos ou dentro d’agua
e que aquelas que apresentam periodos de viabilidade mais curto sio nativas dos
tropicos umidos, onde as condicdes sdo continuamente favordveis ao
estabelecimento de mudas. Berjak et al. (1984) assumem que nio ha vantagem
seletiva para a desidratagdo dessas sementes durante a maturag3o, como ha para
as ortodoxas, pois a secagem durante a maturagdo, necessariamente, prolongaria
o periodo de desenvolvimento das sementes e, em ambientes continuamente
umidos, presume-se que esse nio seja um processo eficiente. Assim, continuam
os autores, é provivel que qualquer mecanismo genético que opere no sentido de
controlar o processo de desidratagio durante a maturagdo das sementes
ortodoxas nio opere em condi¢3es de recalcitrancia. Tal fato poderia ocorrer em
virtude da auséncia da informagiio no genoma ou, caso contrario, da ndo
funcionalidade da informagio nessas circunsténcias.

Roberts e King (1980) observaram também que sementes recalcitrantes
geralmente sio produzidas por plantas perenes que adotaram uma estratégia
reprodutiva, na qual sfo produzidas sementes a intervalos regulares. Porém,
segundo os autores, a persisténcia das espécies no tempo depende mais do habito
perene do crescimento da planta madura do que do estidio de quiescéncia das
suas unidades de dispersdo. Considerando que muitas dessas espécies requerem
mais de 20 anos para que estejam suficientemente maduras para produzir
sementes vidveis e geneticamente estaveis, King e Roberts (1980) acreditam que
pouco ganho seria obtido com 0 armazenamento de suas sementes por poucos
anos, ja que o ideal para manutenc¢do de recursos genéticos a longo prazo € que a
viabilidade das sementes seja mantida por periodos mais prolongados. Assim, os
autores concluem que o armazenamento dessas sementes a curto ou a longo

prazo requer conhecimento a respeito das causas da rdpida deterioragdo.



Considerando que o solo florestal nio mantém uma reserva de sementes dessas
espécies, elas sdo mantidas em bancos de plantulas.

2.2 Armazenamento de sementes recalcitrantes

O armazenamento € uma técnica que permite preservar a viabilidade das :\
sementes para finalidades como conservagio de recursos genéticos,
principalmente de espécies ameagadas de extingdo, através de bancos de
germoplasma e também garantir demanda anual de sementes em anos de
produgdo escassa, muito comum para espécies florestais. Assim, o principal
objetivo do armazenamento é o de controlar a velocidade de deterioragio. A
qualidade das sementes nio ¢ melhorada mas pode ser mantida com um minimo
de deterioragdo, desde que armazenadas de forma adequada (Aguiar et al, —
1993),

As sementes recalcitrantes apresentam maiores dificuldades no
armazenamento quando comparadas com as sementes ortodoxas. Isto se deve a
sua alta suscetibilidade a perda de agua, o que faz com que seja necessario o
armazenamento com alto grau de umidade. Esta umidade intema favorece o
ataque de microorganismos e germinagdo durante o armazenamento (King e
Roberts, 1979). O uso de baixas temperaturas, que poderiam inibir estes dois
ultimos problemas, fica também limitado pois as sementes recalcitrantes sofrem
danos por temperaturas préximas ou abaixo de zero. Algumas espécies mais
susceptiveis sdo injuriadas mesmo com temperaturas um pouco abaixo de 10-
15°C, como as sementes de cacau (King e Roberts, 1982).

Diferentes métodos de armazenamento de sementes recalcitrantes tém
sido estudados. Em geral os que tém apresentado os melhores resultados sio os
que levam em consideragdo os fatores limitantes, evitando a perda de agua,
realizando tratamento preventivo comtra microorganismos, evitando a
germinacdo durante o armazenamento e mantendo o suprimento de oxigénio



(King e Roberts, 1980). Estes mesmos autores realizaram um levantamento
bibliografico sobre testes de conservagio de sementes de cerca de setenta
espécies recalcitrantes. Os métodos mais empregados foram: sacos de
polietileno, recipientes selados, carvdo, areia e turfa. Sdo citados também o
armazenamento em agua, po de serra, latas e frascos de vidro.

Para Bonner (1978), as sementes recalcitrantes se conservam melhor em
sacos de polietileno, pois as perdas de agua sdo evitadas. O mesmo autor, porém,
nio recomenda o uso de recipientes herméticos. Alguma troca gasosa deve
ocorrer entre as sementes e a atmosfera, pois, com altos teores de umidade, a
respiragdo das semente ocorre em altas taxas e o bloqueio destas trocas pode
causar a morte das sementes. Para evitar este fato, o autor recomenda sacos de
polietileno com 0,1 mm de espessura, que permitem uma troca de gases
suficiente, mas evitam a perda de vapor de agua.

No levantamento bibliografico realizado por King e Roberts (1979,
1980), cerca de 40% dos trabalhos obtiveram boa conservagdo por pericdos de 1
a 5 meses e 35%, por periodos de 6 a 12 meses. Estes dados confirmam a
opinifio de que, mesmo em condigdes técnicas adequadas (cdmaras,
embalagens), o armazenamento das sementes s6 é possivel por poucos meses,
apresentando poucas perspectivas de avangos através de pesquisa, pois estas
espécies sofreram pressdo de selegdo natural, na qual a germinagdo quase
imediata, apés serem liberadas pela planta matriz, é um mecanismo de
sobrevivéncia de seus locais de origem.

2.1.1 Armazenamento de sementes de Araucaria angustifolia

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze é uma espécie caracteristica da
floresta subtropical brasileira, conhecida como pinheiro-brasileiro, pinheiro-do-
Parana ou araucaria. Por possuir um alto valor econémico, madeireiro, resinifero

e alimentar, tem havido uma progressiva extingdo das populagdes naturais.



Outro fator que vem contribuindo para a vulnerabilidade da espécie é o fato de
as sementes terem curta longevidade natural, sendo recalcitrantes, ou seja,
perdem a viabilidade ao serem desidratadas, impossibilitando a sua conservaco,
principalmente a longo prazo em Bancos de Germoplasma, em que normalmente
se reduz o grau de umidade das sementes a niveis entre 3 e 7% (Eira e? al,
1994).

A conservagdo, portanto, s6 pode ser realizada, a curto prazo, com
sementes armazenadas em embalagens plasticas, que mantenham o seu grau de
umidade original e sob temperatura de 4-6°C (Ferreira 1977).

O armazenamento de sementes com alto grau de umidade apresenta uma
série de problemas, como a proliferagio de fungos, insetos e a germinagio de
sementes no interior da embalagem, causando ripida deteriora¢do.

Farrant et al(1989) observaram que o armazenamento umido de
sementes de A. angustifolia, Scadoxus membranaceus, Landolphia kirkii, todas
recalcitrantes, promoveu eventos tipicos do processo de germinagio, incluindo
aumento de organiza¢do mitocondrial, indicando aumento nos niveis de sintese
protéica; aparecimento de corpusculo de Golgi, indicando alta atividade
subcelular em geral e mobilizagdo de reservas. Esses autores citam ainda que,
com o decorrer do tempo, pode haver danos subcelulares nas sementes
ammazenadas, devido ao inicio da divisdo celular.

Para minimizar tais problemas, o grau de umidade das sementes deve ser
reduzido a niveis que ainda permitam a sua sobrevivéncia. Em 1982, Tompsett
introduziu o conceito de nivel critico de umidade, abaixo do qual ha perda de
viabilidade, determinando que, para sementes de Araucaria hunsteinii, também
recalcitrantes, esse nivel estaria em tomo de 32%. Em 1984, esse mesmo autor,
trabalhando com sementes de A. angustifolia, determinou que elas nio podem
ser secas abaixo de 37% sem sofrerem danos e que a desidratagio a 25% conduz
a perda total de viabilidade.



Ramos (1987) estudou o efeito da embebicdo e da secagem na
deterioracdo de sementes de araucaria. Ele observou que tanto as sementes
armazenadas durante o periodo de 1 a 6 meses, quanto as envelhecidas
artificialmente a 42°C durante o periodo de 0 a 16 horas apresentaram redugdo
na viabilidade e no vigor durante o envelhecimento.

Eira et al. (1994) verificaram que, para a A. angustifolia, o nivel critico
de umidade, abaixo do qual ha perda total de viabilidade, estd em tomo de 38%
para sementes com e sem tegumento. As diferengas encontradas quanto ao nivel
critico de umidade, em relagio ao trabalho de Tompsett (1984), podem ser
explicadas pelo fato desse autor ter utilizado como critério de germinagio apenas
a emissdo de radicula, enquanto que Eira utilizou o critério de plantulas normais.

De acordo com Eira et al. (1994), as sementes de Araucaria angustifolia
sdo muito sensiveis a reducdo do teor de dgua, perdendo a viabilidade mesmo
quando ocorrem pequenas quedas no grau de umidade. Assim, para a
conservagao das sementes, mesmo a curto prazo, deve-se procurar armazena-las
logo apds a colheita, de modo que haja troca gasosa, com o miximo grau de
umidade possivel, e se evite perda de agua durante esse periodo.

2.3 Envelhecimento artificial de sementes (E.A.)

O teste de envelhecimento tem como base o fato de que a taxa de
deterioragio das sementes ¢ aumentada consideravelmente através da exposigio
das mesmas a niveis muito adversos de temperatura e umidade relativa,
considerados os fatores ambientais mais relacionados a deterioraciio. Assim,
considera-se que amostras com baixo vigor apresentam maior queda de sua
viabilidade quando submetidas a essa situa¢do; e as sementes mais vigorosas,
geralmente, retém sua capacidade de produzir plintulas normais e apresentam
germinagdo mais elevada apds serem submetidas ao “envelhecimento”(Marcos
Filho et al. 1987, Vieira e Carvalho, 1994).



Segundo Lin (1988), o envelhecimento artificial de semente utilizando
altas temperatura e umidade, permite que mudan¢as na qualidade, que
usualmente levariam meses ou anos, ocorram em poucos dias ou semanas.

No teste de envelhecimento artificial, a semente é exposta a duas
varidveis ambientais de maior influéncia na deterioragio da semente:
temperatura alta (40-45°C) e umidade relativa alta (90-100 %), por periodos
curtos de tempo. Estes valores dependem da espécie em questdo. Nestas
condigGes extremas, a taxa de deterioragiio é acelerada e, segundo Delouch e
Baskin (1973) e Marcos Filho et al. (1987), o decréscimo na germinagdo é
proporcional ao potencial fisiolégico inicial da semente. Aquelas sementes que
produzem plantulas normais apés o EA sio consideradas vigorosas.

Segundo Popiningis (1977), o teste de EA ¢ eficiente na comparagdo do
vigor entre lotes de sementes, na estimativa do potencial de desempenho de
semente em condigoes de campo e na determinacio do potencial de
armazenamento. E ainda aplicavel a uma gama muito grande de espécies, sendo
consistente para avaliagio da qualidade de um lote de sementes.

Marcos Filho (1994) salientou que o teste de envelhecimento artificial
estd sendo incluido em programas de controle de qualidade adotados por
empresas produtoras de sementes, pois, em poucos dias, pode-se ter uma idéia
do potencial de armazenamento dos lotes processados.

Delouche e Baskin (1973) afirmaram que no teste de envelhecimento
artificial, as condigSes ambientais e o periodo de exposi¢io requeridos para
obter diferengas maximas em respostas entre lotes varia com o tipo de semente.
Em geral, as condi¢des satisfatorias sdo 100% UR, temperatura entre 40-45°C e
periodos de exposicdo de 2 a 8 dias. Em algumas situagdes, um regime menos
severo (30°C, 75% UR e 6-24 semanas) apresenta melhores resultados. Para
escolher as condigdes de teste de envelhecimento acelerado é importante



considerar o fator tempo. Em alguns casos, é importante obter informa¢do o
mais rapido possivel, o que exige o uso de condigSes mais severas.

Conforme Delouche e Baskin (1973), a feprodutividade dos resultados
do teste de envelhecimento artificial depende do controle das condigdes a que
foram submetidas as sementes. A temperatura ndo pode ter uma tolerancia maior
que a + 0,5°C. O tempo deve ser respeitado rigorosamente; no entanto, quanto
mais longo é o periodo e menos severa as condi¢gdes do envelhecimento
artificial, a dura¢dio torna-se menos critica. Obter 100% de UR é facil e
econdmico, mas tem uma série de desvantagens: favorece o crescimento de
fungos e a condensagio pode tomar-se um problema se a cimara é aberta
freqiientemente. Tomes ef al. (1988) também afirmaram que, durante o
envelhecimento das sementes, a temperatura deve apresentar uma variagdo nio
maior que 0,5C. Estes autores constataram que a elevagio da temperatura
promove efeitos mais drasticos sobre a germinagiio que o prolongamento do
periodo de envelhecimento.

Baskin (1981) afirmou que, no teste de envelhecimento artificial, todas
as sementes podem ser tratadas ou ndo tratadas com fungicidas. Ndo se pode
comparar resultados obtidos com sementes com e sem tratamento.

McDonald (1977) e Tao (1979) salientaram que um dos fatores que
incidem na falta de reprodutividade do teste de envelhecimento artificial dentro e
entre laboratorios é a umidade inicial das sementes. A um mesmo nivel inerente
de vigor de um lote, as sementes com maior umidade sofrerdo uma deterioragio
mais rapida que aquelas com menor umidade. Isto porque as sementes de menor
umidade chegam a um mesmo nivel de umidade que as de alta umidade durante
o teste,

Conforme Matthews (1980), o teste de envelhecimento artificial é um
método menos preciso de deterioragdo de sementes, porque estas absorvem
umidade da atmosfera a diferentes taxas. Em decorréncia, as diferengas de

10



resposta ao envelhecimento dependem tanto da condi¢do inicial da semente
como da rapidez em que atingem o maior conteiido de umidade. Alguns lotes
deterioram-se mais que outros, porque passam mais tempo com alto conteiido de
umidade.

McDonald (1980) estabeleceu que as caracteristicas positivas do teste de
EA sdo as seguintes: rapido, barato, simples, permite a avaliagio da semente
individual e ndo necessita treinamento adicional para avaliar as plantulas. O
principal problema ¢é a falta de reprodutividade dos resuitados dentro e entre
laboratorios. As variagSes devem-se a muitos fatores. Existem evidéncias
experimentais de que o uso da caixa plastica e a uniformidade inicial da umidade
das sementes podem ajudar a atingir a padronizagdo do teste de envelhecimento
artificial.

Krzyzanowski e Miranda (1990) concluiram que o teste de
envelhecimento artificial podera ser utilizado rotineiramente em laboratérios de
andlise, desde que seja atingida precisio na calibragio da temperatura dos

equipamentos usados para envelhecer as sementes.

2.4 Germinacio e vigor de sementes

Dentro do conceito de vigor existem duas idéias envolvidas: vigor “per
se” em susceptibilidade as condigdes desfavoraveis. Ou seja, como propriedade
intrinseca da semente ou como resultado da interagio semente-ambiente. Este
debate tem sido mantido por anos e tem originado varias definiges (Woodstock,
1973).

A defini¢do do que seja vigor de sementes foi um dos aspectos que mais
causou divergéncias no Comité de Vigor e entre tecnologistas de sementes do
mundo todo, sendo dificil encontrar uma imica definicio. As duas principais
associagbes que congregam tecnélogos de sementes (a ISTA e a AOSA) tém,
cada uma, a sua definigio. A ISTA (1981) define vigor de sementes como a
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soma daquelas propriedades que determinam o nivel potencial de atividade e
desempenho de uma semente ou de um lote de semente durante a germinagéo € a
germinagio da plintula; segundo a AOSA (1983), o vigor de sementes
compreende aquelas propriedades que determinam o potencial para uma
germinagio rapida e uniforme e para o desenvolvimento de plintulas normais
sob uma ampla faixa de condigGes ambientais.

Em tecnologia de sementes, a germinagio é definida como germinagdo e
o desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, manifestando sua
capacidade para dar origem a uma plintula normal sob condigGes ambientais
favoraveis. Os objetivos principais do teste de germinag3o visam a obtencéo de
informagdes que permitam determinar o valor das sementes para a semeadurae a
comparagdo do valor de diferentes lotes (Marcos Filho ef al.,1987). As regras
para analise de sementes do Brasil (BRASIL, 1992) consideram como semente
germinada aquela que demonstra sua aptiddo para produzir uma planta normal,
sob condi¢des favoraveis de campo. A porcentagem de germinagdo corresponde
a porcentageni de sementes que produziram plantulas normais, sob condigdes e
limites de tempo estabelecidas nas préprias RAS.

Para Bewley e Black (1994), o termo germinac¢do tem sido muitas vezes
usado incorretamente na literatura cientifica e explicam que a germinagZo inicia
com a absorgdo de agua pela semente e finaliza com a elonga¢do do eixo
embrionario, usualmente a radicula. Isto inclui numerosos eventos como sintese
de proteinas, mudan¢as nas estruturas subcelulares, respiragdo, sintese de
macromoléculas ¢ aumento da célula. Esses efeitos combinados propiciam um
intenso metabolismo, culminando em crescimento. Acrescentam ainda que
germinagiio no “sensu stricto” nio inclui o crescimento da plantula, o que se
inicia quando termina a germinagdo. Consequentemente, € incorreto igualar
germinagio com germinagdo de plantula, visto que a germinagdo finaliza antes
que a plintula seja visivel. Testes de sementes, muitas vezes, referem-se a
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germinagdo no sentido de estabelecimento de plantas vigorosas, contudo, os
fisiologistas ndo concordam, embora reconhegam que é muito comumente
utilizado por tecndlogos de sementes. Em plantulas emergentes, ocorrem
processos que ndo fazem parte da germinagio, sendo considerados eventos pos
germinag3o. .

Segundo Abdul-Baki e Anderson (1972), a redugio do poder
germinativo é um dos critérios mais amplamente aceitos para avaliar a
deterioragdo das sementes. O retardamento da germinagdo ¢ o sinal de perda de
qualidade que aparece mais cedo e tem sido usado para determinar o vigor,
principalmente quando o lote de sementes tem seu histérico conhecido.

Uma das maneiras de se avaliar o vigor de um lote de sementes é através
da velocidade de germinacio em condigdes controladas de laboratério,
estabelecidas para teste de germinagio. Considerando que as sementes com
maior velocidade de germinagdo sdo as mais vigorosas, entdo hi uma relagio
direta entre velocidade e o vigor que as sementes possuem.

A perda de viabilidade leva a falhas na germinagio, mesmo em
condicSes favoriveis e na auséncia de dorméncia, ¢ é uma mudanca
degenerativa (Roberts, 1972a), que, dependendo da extensio, pode ou ndo ser
reversivel.

O vigor da semente, como indicativo de qualidade, é relativamente novo
em relagio 4 capacidade de germinagio e pureza. Na pesquisa com sementes
florestais, a maioria dos trabalhos apresenta os resultados avaliados em funcdo
da capacidade germinativa e do indice de energia germinativa. A energia
germinativa mede a velocidade de germinagdio e pode ser expressa por vérios
indices, sendo uma forma de exprimir o vigor das sementes.

A perda de viabilidade e vigor estd associada a mudangas no
metabolismo basico: metabolismo respiratorio, sinteses de proteinas e acidos
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nucléicos, integridade das membranas celulares e material genético (Halmer e
Bewley, 1984).

Matthews (1985) salientou que o envelhecimento é a soma total dos
processos de deterioragdio que levam a morte. Em sementes das principais
culturas, o envelhecimento antes da colheita e durante 0 armazenamento € o
principal determinante do vigor de um lote. As manifestagGes do envelhecimento
em sementes com alta viabilidade sdo: taxa de germinagdo lenta, plantulas
menores, aumento da propor¢do de plintulas anormais e decréscimo na
capacidade de reter solutos no processo de embebigao.

2.5 Longevidade e deterioragfio de sementes

O termo longevidade esta relacionado com o periodo de tempo em que a
semente se mantém viavel. A longevidade da semente é caracteristica da
espécie; sementes de algumas espécies se deterioram rapidamente, enquanto que
as de outras mantém sua viabilidade por longo periodo (Cameiro e Aguiar,
1993).

De acordo com Carvalho e Nakagawa (1983), esta diversidade se deve a
influéncia de varios fatores: caracteristicas genéticas da espécie ou cultivar,
vigor da planta mie, condi¢Ges climaticas predominantes durante a maturagio
das sementes, grau de dano mecanico durante a colheita e o beneficiamento e as
condig¢des nas quais é feito o0 armazenamento.

A deterioragdo ndo pode ser evitada, mas o grau de prejuizo pode ser

- controlado através das condiges de armazenamento. O periodo em que a
viabilidade das espécies recalcitrantes pode ser mantida varia de algumas
semanas a alguns meses, dependendo da espécie, fazendo com que as pesquisas
com armazenamento de sementes de espécies florestais nativas assumam cardter
de extrema importancia (Cameiro e Aguiar, 1993).
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A perda do poder germinativo é a conseqiiéncia final da deterioragiio das
sementes. Diversas teorias sobre as causas da deteriora¢do tdm sido propostas,
mas as causas reais e seus mecanismos ainda permanecem obscuros. Para
Roberts (1973b), isto se deve ao grande volume de alteragdes citoldgicas e
metabolicas detectadas no processo, o que toma dificil o estabelecimento das
primeiras causas ou mesmo a identificagio da causa efeito de uma resposta
deteriorativa especifica.

As alteragbes na fase inicial do armazenamento de sementes
recalcitrantes sugerem associagiio com o processo de germinacgdo. Trabalhos
com Avicennia marina, uma espécie de mangue cujas sementes apresentam
comportamento recalcitrante, mostraram que quando as sementes sio
armazenadas em recipiente fechado, sofrem modificagdes ultraestruturais, que
embora deteriorativas, sio indicativas de aumento da atividade intracelular a
curto prazo (quatro a cinco dias), como foi verificado por Pammenter et al.,
1984. Se a dessecagdo continua ou se nio ha disponibilidade adicional de agua, o
processo ¢ interrompido, os embrides tornam-se intemamente desorganizados e
a viabilidade é perdida.

Embora os sintomas de deterioragdo antes da morte da semente sejam
bem esclarecidos, as suas causas ainda nio s3o. De acordo com Roberts (1973b),
alteragdes citologicas e metabolicas sio os fatores que melhor se associam com a
perda da viabilidade. Como causas citoldgicas, o autor cita danos no nicleo, nas
mrtocéndnas, nos plastideos, nos ribossomos, no vaciolo, no reticulo
endoplasmatico e na membrana celular. O autor ressalta, ainda, que em adigdo as
mudancas que podem estar associadas com a degeneragdo ultraestrutural, ha
também aquelas na atividade de enzimas e na quantidade de constituintes
quimicos. Eventos como atraso na germina¢io sdo também relacionados a
deterioragdo das sementes (Heydecker, 1972; Smith e Berjak, 1995), podendo
atuar independentemente, sendo dificil discriminar entre eles quais sdo primarios
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e quais sio secundarios (Smith e Berjak, 1995). Woodstock (1973) sugermu que a
morte de semente seja vista como um processo gradual e cumulativo, no qual um
aumento do numero de células mortas em determinadas partes da semente
levaria a uma queda no desempenho das suas fung¢es essenciais.

2.6 AlteracgGes no material genético

As dificuldades intrinsecas ao estudo da senescéncia, uma vez que este
processo afeta praticamente todas as células, érgdos e sistemas, desde o nivel
molecular até ao do organismo como um todo, tormam a relagdio entre os
fenémenos dificil de ser estabelecida.

Roberts (1973c) propés 4 etapas para mostrar a evolugdo do
conhecimento sobre como as lesdes cromossomicas e as muta¢des herdaveis
ocorrem a medida que as sementes envelhecem. A primeira etapa corresponde as
alteragdes visiveis na planta, e foram percebidas por De Vries (1901) e Nilsson
(1931), ambos trabalhando com Oenothera. Esses autores verificaram que
mutantes fenotipicos eram produzidos em plantas obtidas de lotes de sementes
velhas, quando comparados com plantas obtidas de sementes jovens. No entanto,
erradamente, eles concluiram que genétipos mutantes estavam presentes desde o
inicio nas populagdes de sementes e que a posse destes conferia potencial de
aumento de longevidade da semente.

Numa segunda etapa, foram verificadas altera¢Ges diretamente nos
cromossomos. Navashin (1933 a,b) observou aberragdes cromossomicas em
meristemas de raizes de sementes velhas de Crepis e Peto (1933) observou
anormalidades semelhantes em sementes de milho. Cartledge e Blaskeslee
(1933, 1934) mostraram que, em plantas produzidas a partir de sementes
envelhecidas de Datura, ocorreu aumento na freqiiéncia de aborto de polen
devido ao acumulo de mutagGes recessivas deletérias que, na condigdo haploide,
causaram perda de viabilidade do gametéfito. A partir deste trabalho, novas
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observagdes de mudangas fenctipicas em plantas originadas de sementes velhas,
usadas para a produgdo de material segregante nas gera¢des seguintes foram
realizadas (Blakeslee ¢ Avery, 1934; Avery e Blakeslee, 1936). Outros trabathos
relataram a ocorréncia de aumento de aberragdes com o aumento do periodo de
envelhecimento em um grande nimero de espécies, como em cebola (Nichols,
1941; Kato, 1951; Sax e Sax, 1964); ervilha (D’Amato, 1951); trigo, cevada
centeio e ervilhas (Gunthardt, Smith, Haferkamp e Nilan, 1953); alface
(Harrison e McLeish, 1954; Harrison,1966), e milho (Berjak, 1968).

Em uma terceira etapa, ficou evidente, em trabalhos citologicos
realizados em Crepis (Navashin e Gerassimova, 1936a,b) e em investigagSes
sobre aborto de pélen em Datura (Carthedge, Barton e Blakeslee, 1936), que o
envelhecimento de sementes nio poderia ser considerado isoladamente, sendo
importante considerar as condigdes de armazenamento. Nos trabalhos com
aborto de pdlen, concluiu-se que, em geral, a velocidade com que as mutagdes
ocorrem aumenta com o aumento do teor de umidade e periodo de tratamento. A
importincia da temperatura durante o armazenamento também foi relatada,
considerando que temperaturas elevadas induziram quebras cromossdmicas.
Peto (1933) demonstrou que sementes de cevada tratadas a 95°C por 25 minutos
ou 40°C com alta umidade por 30 dias apresentaram células mitéticas aberrantes.
Efetos semelhantes de temperatura elevada sobre a indugio de aberragdes
cromossdmicas mitéticas foram descritos em uma série de trabalhos realizados
por Navashin e Shkvamikov (Navashin e Shkvamikov, 1933a,b; Shkvamikov e
Navashin , 1934 e 1935; Shkvamnikov, 1936, 1939). Estes autores mostraram que
o efeito do armazenamento por 20 dias em sementes frescas de trigo e Crepis, a
uma temperatura que variou de 50-60°C, foi comparado ao envelhecimento de
sementes secas em temperatura ambiente, por 6-7 anos. O aumento da umidade
também eleva a freqiiéncia de aben;ag&&s cromossdmicas, principalmente
associadas a altas temperaturas. Smith (1943, 1946), todavia, nio estava de
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acordo com os resultados encontrados e mostrou que a exposigdo de sementes de
cereais a temperaturas de 50-70°C por 5-15 dias ou 80°C por 45-80 minutos
apresentaram pouca ou nenhuma alteragdo sobre a freqiiéncia de aberragdes
cromossémicas. No entanto, trabalhos posteriores confirmaram que a
combinagdo de tempo, temperatura e teor de umidade levam ao surgimento de
mudangas genéticas e perda de viabilidade nas sementes envelhecidas.

Numa quarta etapa, iniciada a partir de 1960, foi investigada a relagio
quantitativa entre tempo, temperatura e teor de umidade durante o
armazenamento e a ocorréncia de mudangas cromossémicas, aborto de pdlen e
mutagdes genéticas em cevada, feijdo e ervilha (Roberts, Abdalla e Owen, 1967,
Abdalla e Roberts, 1968, 1969). Os trabalhos mostraram que a combinagio de
tempo, temperatura e teor de umidade levam a perda de vigor devido a muta¢des
genéticas nas sementes sobreviventes. Roberts e Abdala (1968), em estudos com
cevada, feijdo e ervilha, armazenadas a 25°C e 45°C em combinacgio com 12% e
18% de umidade, observaram que a temperatura e/ou teor de umidade mais
elevadas aceleraram a perda de viabilidade. Usando o mesmo material e a
mesma condi¢io de armazenamento, também foi mostrado claramente que a
freqiiéncia de anifases aberrantes foi acelerada pela agio da alta temperatura e
aumento do tempo de armazenamento. Aberragdes cromossomicas aumentaram
mais rapidamente, 3 medida que a temperatura ou o teor de umidade
aumentaram, e seu surgimento foi associado com consequente perda de
viabilidade das sementes. Os autores acrescentaram ainda que isto se deu devido
ao actiimulo de mudangas nucleares, o que resulta em quebra no cromossomo e, a
um nivel critico, tornam as sementes incapazes de germinar.

CondigGes de armazenamento, principalmente tempefauua e teor de
umidade das sementes, sdo os principais fatores que influenciam a perda de
viabilidade e mudangas genéticas de muitas espécies (Roberts, 1972a,b,).
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Villiers (1974), discutindo a perda de viabilidade em sementes
armazenadas a seco, sugere que, nos tecidos, as enzimas que controlam o reparo
devem desaparecer temporariamente e que isso deve ser um fator importante na
perda de viabilidade de sementes armazenadas, além de aumento na taxa de
aberrages cromossomicas. O autor também constatou que o armazenamento de
sementes embebidas em agua aumentou a capacidade de germinagiio por longos
periodos, e diminuiu a incidéncia de aberragdes cromossdmicas. A partir destes
dados, o autor elaborou a hipétese de que o envelhecimento seria conseqiéncia
da crescente incapacidade operacional dos mecanismos que promovem o reparo
de danos as macromoléculas e organelas em tecidos secos. A manutencio desses
sistemas é essencial para um perfeito funcionamento da atividade celular.

Uma estreita relagdo entre a perda de viabilidade e surgimento de
anomalias cromossomicas também foi relatado por Murata et al. 1981, em
estudos sobre mudangas genéticas que ocorreram durante o envelhecimento de
sementes de cevada submetidas a altas temperaturas. Foi mostrado que a
freqiiéncia de células com anafases anormais aumentou com o aumento do
tempo e condi¢Ses de envelhecimento. Estas aberragdes foram relacionadas com
a perda de viabilidade, que foi maior com o aumento da temperatura de 21°C
para 32°C e 38°C.

Mais recentemente, o emprego da microscopia eletronica tornon-se uma
importante ferramenta no auxilio de exames ultraestruturais realizados em
sementes armazenadas. Pammenter ef al. (1984); Berjak e al. (1984); Farrant et
al. (1986) e Farrant et al. (1988) utilizaram sementes de Avicennia marina, uma
espécie originaria de mangue e, com o emprego de microscépio eletrdnico,
observaram as caracteristicas das organelas celulares dos primérdios radiculares
do embrido. Essas observa¢des foram realizadas em diferentes fases da vida das
sementes, desde a liberagdo pela planta matriz e, periodicamente, até 30 dias

ap6s o armazenamento com silica gel ou silica gel mais fluxo de ar, para acelerar
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a secagem. Mesmo no ambiente seco, favorecendo a perda de umidade, as
alteragdes observadas nas células durante os primeiros 4 a 5 dias indicaram
aumento da atividade celular (Berjak et al. 1984). Depois de poucos dias de
armazenamento, 4 dias no trabalho de Palmmentes ef al. (1984) e 7 dias no
trabalho de Berjak et al. (1984), o aumento da atividade celular foi caracterizado
pelo inicio da formaggo de vaciiolos, matriz mitocondrial mais densa, agregacio
de polissomas, aumento de atividade do complexo de Golgi e nucléolo bem
organizado e com granulosidade (Berjak et al., 1984). Esse aumento de atividade
celular foi considerado semelhante ao ocorrido em sementes frescas, as quais
foram fomecidas condi¢Ges propicias para a germinagdo (Pammenter et al.,
1984). Nessa fase, para que a germinag3o prossiga, é necessario um suprimento
adicional de agua, e o ponto em que esta necessidade ocorre parece coincidir
com o inicio da divisdo celular e formagdo de vacuolos (Farrant et al., 1988).

Estudos envolvendo avaliagdo da atividade de enzimas correlacionadas
com danos cromossémicos produzidos em sementes envelhecidas também tém
sido realizados. Cheach e Osbome (1978) constataram que fragmentos de DNA
nuclear e a ativagdo de DNase ocorrem com a perda de viabilidade de sementes
de centeio armazenadas, sugerindo que a perda da integridade do DNA poderia
causar aberragSes cromossomicas. Estes dados confirmam a hipétese de Villiers
(1974), que propde que a perda de viabilidade e mudancas genéticas durante o
envelhecimento de sementes estdo relacionadas com a inativagdo do sistema de
reparo para danos a macromoléculas e organelas.

Cherry e Skadsen (1983) e Aguilar et @l (1992) sugerem que a perda de
viabilidade de sementes é acompanhada por redugdo na capacidade de sintetizar
proteinas, devido ao declinio de componentes como ribossomo, RNA
mensageiro e alteragGes ao nivel de transcricio e traducio durante o
envelhecimento das sementes.
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Dentre as proteinas, as enzimas desempenham um importante papel na
evolucdo da deterioragdo de sementes e sua atividade pode ser um indicativo da
perda de qualidade.

Para McGee (1983), a desnaturagio de enzimas e inativagdo dos acidos
nucléicos e membranas n3o fimcionais estio ligadas a danos cromossémicos que
podem levar 4 diminuicio na eficiéncia metabdlica de organelas, células e
Orgaos.

Estando varias enzimas associadas ao processo de duplicago do DNA
na divisdo celular e sendo o0 DNA constituinte dos cromossomos, base para a
formagdo dos RNAs, e estes responsaveis pela sintese protéica, a constatacio das
alteragdes no metabolismo do DNA ajuda a compreender fatos como os
observados por Chean e Osbome (1978) e McGee (1983), isto é, quebra de
cromossomos durante o armazenamento de sementes, bem como a quebra de
RNA (Ghosh, Adhikary e Benerjee, 1981) levando a incapacidade de sintetizar
proteinas (Cherry e Skadsen, 1983; Aguilar er al., 1992). Em conseqiiéncia da
reduc3o de enzimas atuantes no processo germinativo, acontece uma germinac3o

mais lenta ou a perda da viabilidade.
) Vazquez et al. (1988) e Vazquez, Montiel ¢ Vazquez Ramos (1991)
verificaram a diminuicdo da atividade da DNApolimerase e da DNAligase no
processo de deterioragdo artificial em sementes de milho, resultando em perda
de viabilidade e vigor.

Gutiérrez et al. (1993), estudando alteragSes no metabolismo de DNA de
sementes de hibridos de milho, observaram redugio da atividade da
DNApolimerase ¢ DNAligase em condicdes de envelhecimento natural ou
artificial através de elevacio da temperatura e da umidade do ambiente, e
também perda de viabilidade.

Coello e Vazquez-Ramos (1996) também observaram, em sementes de
milho envelhecidas artificialmente (40°C, 100% UR, durante 6 dias), um
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decréscimo em até 50% na atividade da DNApolimerase, devido ao efeito da
deterioragdo, afetando a germinagio.

As implicagdes praticas destes trabalhos sdo claras. O surgimento de
mudangas genéticas em lotes de sementes que sofreram pouca perda de
viabilidade ndo é tdo importante em termos de produgdo de sementes para
alimentagdo. Porém, as implicagdes sdo extremamente importantes para z
producdo de sementes para o0 armazenamento em bancos de germoplasma. Um
lote de semente que tenha sofrido uma pequena perda de viabilidade pode conter
uma grande quantidade de mutagdes. Essas mudangas, quando recessivas, ndo se
mostram na geragdo desenvolvida dessas sementes, devendo comegar a segregar
nas geragdes subseqiientes (Roberts, 1981). Assim, a principal conseqiiéncia das
mudangas genéticas estd no fato de que uma linha pura, apés armazenamento
inadequado ou por longo periodo, pode deixar de ser pura. Segm;do Purkar et al.
(1980), essas mudangas genéticas levam a crescentes variagdes € mudangas no
valor médio de caracteristicas morfoldgicas e fenoldgicas das progénies futuras.
Por isso, a identificagdo das alteragdes cromossomicas € importante para o
conhecimento destas transformagdes, sobretudo em sementes recalcitrantes
como as de araucaria que perdem rapidamente sua viabilidade durante o

armazenamento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sementes

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia e no Laboratério de Sementes Florestais do
Departamento de Ciéncias Florestais, ambos da Universidade Federal de Lavras
- Minas Gerais.

As sementes de araucaria que constituiram o lote estudado foram
coletadas na regido de Curitiba - PR, situada a 49°16°de longitude W e a 25°25’
de latitude S a uma altitude de 923m. As sementes foram, logo apés a coleta,

acondicionadas em sacos de aniagem e transportadas via rodoviaria até Lavras.

3.2 Grau de umidade
O grau de umidade das sementes foi avaliado pelo método da estufa a
103°C + 2°C por 17, horas como indicado pelas regras de analise de sementes

(BRASIL, 1992), incluindo-se cortes transversais, como indicado por Ramos
(1987) para sementes de araucaria.

3.3 Tratamentos aplicados

3.3.1 Envelhecimento artificial

A inducio do envelhecimento das sementes foi realizada em dois
germinadores tipo Mangelsdorf com umidade relativa de aproximadamente
100%. As sementes foram espalhadas em camada tinica sobre as prateleiras
vazadas de ago inox dos germinadores. Foram utilizadas diferentes combinagdes
de temperatura e tempo, como segue:

- 30°C, retirando-se amostras com 3, 6 e 9 dias de exposigio;

- 40°C, retirando-se amostras com 3, 6 e 9 dias de exposigiio.
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Decorrido o tempo necessario para o envelhecimento, as sementes foram
colocadas para germinar. A avaliacdo da germinacfo foi realizada a cada trés
dias, computando-se 0 numero de sementes com emissio de raizes.

3.3.2 Armazenamento

As sementes de araucaria destinadas ao armazenamento foram
acondicionadas em sacos semi-permanentes de polietileno de 0,1 mm de
espessura, que foram fechados e armazenados sob temperatura de 5°C. Foram
retiradas amostras em intervalos de 30 dias, num periodo de 90 dias, para analise
do vigor, viabilidade e ciclo celular.

3.4 Avaliaciio da qualidade

3.4.1 Viabilidade

Para o teste de germinagdo, realizado para determinar a viabilidade,
foram utilizadas 100 sementes por tratamento (4 repeti¢Ses x 25 sementes), que
foram colocadas em caixas plasticas de (43x28,5x7,5cm) contendo areia
esterilizada, previamente umedecida com agua destilada. As sementes foram
colocadas para germinar em germinador tipo Mangelsdorf, sendo utilizada
temperatura de 25°C e luz constante. Foram consideradas germinadas as
sementes que emitiram radicula, pois estas tinham que ser retiradas para analise
citogenética logo apds a emissdo. A avaliagdo do teste foi feita efetuando-se a 1*
contagem aos 7 dias de instalagdo do experimento e depois a cada 3 dias durante
aproximadamente 50 dias. Os resultados foram expressos em porcentagem

média.
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3.4.2 Vigor

O indice de velocidade de germinagiio (IVG), realizado para determinar
o vigor das sementes, foi realizado conjuntamente com o teste de germinagio.
Devido a necessidade de retirada das pontas das raizes para realizagio da analise
citogenética, adaptou-se o cilculo do indice de velocidade .de germinacdo
(Maguire, 1962), considerando-se o numero de sementes com emissdo de
radicula. Com os dados das contagens, procedeu-se o cilculo do indice de
velocidade de germinagdo (TVG) para cada tratamento, que foi calculado através
da razdo entre a somatéria do niimero de raizes germinadas em cada dia de
contagem e o namero de dias decorridos entre a semeadura e a emissio das
radiculas (Maguire, 1962).

IVG=Gy/N; +Gy/N; +.+G/N, onde,

Gy, G; E G, = nimero de raizes germinadas no 12, 22 ¢ ultimo dia de
contagem.

Nj, N, N, = nimero de dias que as sementes levaram para germinar, até
o enésimo dia de contagem.

3.5 Anilise citogenética

As radiculas com aproximadamente 0.5cm de comprimento foram
fixadas em mistura de etanol-icido acético (3:1), 4 temperatura ambiente, por
24h e apés este periodo foram transferidas para alcool etilico 70%, onde
permaneceram armazenadas a 4°C até o uso. Para confecgdo das liminas, as
radiculas foram banhadas em agua destilada por 30 minutos e depois
hidrolisadas em HCI IN a 60°C por 10 minutos. Apés este periodo, foi feita a
interrupgo da hidrélise com dgua gelada e as radiculas foram coradas com
reativo de Schiff, por 30 minutos. A confeccio das laminas foi feita pelo método
do esmagamento, sendo que a regiio meristemstica foi excisada e macerada em
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acido acético 45%. As laminulas foram removidas pelo método do gelo seco e as
laminas foram montadas com Entellan®.

Foram analisadas 5 laminas por repeticdo, sendo que cada tratamento
continha 4 repeticGes, totalizando 20 liminas, sendo avaliadas 2000 células/
tratamento. Foi analisado o indice mitdtico (n° total de células em divisio/n®
total de células analisadas x 100) e a ocorréncia de anomalias nas diferentes
fases da mitose.

As fotomicrografias foram realizadas em microscopio de luz (Olympus
BX50), utilizando-se filme preto e branco de ASA 100. A revelagio foi feita em
D-76 (Kodak) e as copias em papel Kodabrome Print RCF3.

3.6 Anilise estatistica

Para analise do experimento de envelhecimento artificial, foi realizada
anilise de varidncia em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 6
tratamentos e 4 repetigoes. Uma vez detectada diferenga significativa entre os
tratamentos, modelos de regressio multipla foram ajustados, tendo como
variaveis regressoras o numero de dias de envelhecimento e a temperatura,
tendo-se o cuidado de verificar se os desvios de regressdo eram significativos,
para testar a falta de ajustamento. Foram construidos graficos de superficie de
resposta para melhor visualizagdo do modelo ajustado.

Para a anilise do experimento de armazenamento, foi realizada analise
de varidncia em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 4 tratamentos
e 4 repetigGes. Para observar o efeito dos periodos, foi realizada regressdo
utilizando equac3o linear.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Grau de umidade

O grau de umidade das sementes, antes da aplicagiio dos tratamentos de
envelhecimento e armazenamento, foi de 38%. Este dado é 1mportante, um vez
que 2 viabilidade das sementes desta espécie é dependente de alta umidade, e
esta é perdida quando sua umidade cai abaixo de 38% (Eira, 1994). Assim,
podemos afirmar que, com relagio ao grau de umidade, as sementes
apresentavam-se em boas condi¢Ses para a realizagio dos testes.

4.2 Efeito do armazenamento sobre a viabilidade e vigor das sementes de
araucaria

A anilise dos dados demonstrou que houve diferenga significativa entre
os pericdos de armazenamento utilizados (0, 30, 60 e 90 dias) sobre a
germinagdo e 0 IVG das sementes de araucaria (Tabela 1).

TABELA 1. Resumo das analises de varidncia para os valores de germinacdo e
indice de velocidade de germinagiio de sementes de araucaria
submetidas ao armazenamento a 5°C em diferentes periodos.

UFLA, Lavras, 1998.
QUADRADO MEDIO
FV. GL GERMINACAO IVG
PERIODO 3 53,062%* 0,520**
RESIDUO 12 3,812 0,020
C.V. (%) 12,156 14,975

(**) - significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F
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As figuras 1 e 2 mostram uma tendéncia de queda linear para a
porcentagem de germinagio e IVG com o aumento do periodo de
armazenamento nas sementes armazenadas a 5°C por 0, 30, 60 e 90 dias (Figura
1 e 2). Aos 30, dias a germinagdo foi de 78%, caindo para 56% aos 60 dias e
chegando com apenas 48% de germinagio aos 90 dias. O IVG caiu para 1.12 aos
30; 0.89 aos 60 e 0.51 aos 90 dias de armazenamento, indicando a ocorréncia de
perda de vigor das sementes durante o processo de armazenamento. Isso se deve
ao fato de as sementes desta espécie serem recalcitrantes, o que leva a uma
rapida perda de viabilidade mesmo quando armazenadas a curto prazo, como
observado por Eira er al. (1994).

% de germinagiio

0 20 40 60 80 100
Pericdo de armazenamento (dias)

FIGURA 1. Efeito dos periodos de armazenamento sobre a germinacio de
sementes de araucaria. UFLA, Lavras, 1998.

28



16
14
12
VG 1
08
06
04
02

Periodo de armazenamento (dias)

FIGURA 2. Efeito dos periodos de armazenamento sobre o indice de velocidade
de germinagio (TVG) em sementes de araucaria. UFLA, Lavras,
1998.

Ferreira e Handro (1979) relataram que sementes de Araucaria
angustifolia estocadas a 4°C mostraram menor germinabilidade e velocidade de
germinagio que sementes estocadas a temperatura ambiente (15-25°C) por
diferentes tempos e com diferentes contetido de agua.

Ramos (1987), em estudos sobre o efeito da embebi¢do e secagem em
sementes de Araucaria angustifolia armazenadas de 1 a 6 meses a 4°C e 96% de
umidade relativa, também observou perda de viabilidade e Vigor, nas sementes
desta espécie, durante o armazenamento.

4.3 Efeito do envelhecimento artificial (E.A.) sobre a viabilidade e vigor das
sementes de araucaria

A anilise dos dados mostrou que houve diferenga significativa entre os
tratamentos de envelhecimento utilizados sobre a germinagio e vigor das
sementes de araucaria (Tabela 2).
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TABELA 2. Resumo das analises de variancia para os valores de germinagio e
indice de velocidade de germinacio (IVG) de sementes de araucaria
submetidas ao envelhecimento a 30°C e 40°C em diferentes
periodos. UFLA, Lavras, 1998.

QUADRADO MEDIO
C.V. GL GERMINACAO VG
TRATAMENTO 5) 86,242++ 0,420+*
REGRESSAO 3 143,344%+ 0,686%*
DESVIO 2 0,567™ 0,044™
ERRO 18 2,875

TOTAL 23

Nesta mesma tabela, observou-se que o critério de avaliagio dos efeitos
do envelhecimento pdde ser detectado pela simples protusio da radicula,
indicando que o efeito do envelhecimento pode estar atuando na germinagio
radicial.

O indice de velocidade de germinagio (IVG) mostrou-se altamente
significativo nas sementes envelhecidas, indicando uma queda de vigor
relacionada ao envelhecimento das sementes. Este dado é importante quando se
deseja testar a capacidade das sementes estabelecerem-se em condigbes de
campo, uma vez que o IVG estd diretamente relacionado com o vigor das
sementes.

Verifica-se, no grafico de superficie de resposta (Figuras 3 e 4), que a
diminuigdo significativa na porcentagem de germina¢iio e no vigor ocorreu

principalmente quando as sementes foram envelhecidas a 40°C.
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FIGURA 3. Superficie de resposta para modelo de regressdo multipla,
envolvendo os periodo (p) de envelhecimento (0, 3, 6 e 9 dias),
temperaturas (t) (30°C e 40°C) e germinagio na ordenada. UFLA,
Lavras, 1998.
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FIGURA 4. Superficie de resposta para modelo de regressio multipla,
envolvendo os periodos de envelhecimento (0, 3, 6 e 9 dias),
temperaturas (30°C e 40°C) e o indice de velocidade de
germinag¢do (IVG) na ordenada. UFLA, Lavras, 1998.

As médias demonstram (Tabela 3) que ndo houve grande variagdo
quanto a porcentagem e velocidade de germinagdo com o aumento do periodo de
envelhecimento nas sementes submetidas a 30°C. A germinagio foi de 73% para
3 dias de envelhecimento, 76% aos 6 dias e 77% aos 9 dias, enquanto que o IVG
mostrou uma pequena variagdo de 1.17, 1.27 e 1.10 para os periodos de 0, 3, 6 ¢
9 dias, respectivamente.

As sementes de araucaria germinam numa ampla faixa de temperatura, a
minima entre 3-5°C, a maxima entre 37-39°C, a faixa tima abrangendo de 12-
30°C (Prage, 1964; Ferreirra e Handro, 1979). Por este motivo, foram utilizadas

32



a temperatura de 30°C, por ser mais adequada para estimular a germinagio; e
40°C, mais indicada para promover o envelhecimento de sementes na maioria
das espécies.

Os efeitos do tratamento de envelhecimento sobre a germinabilidade sio
claramente mostrados nas sementes submetidas a 40°C.. As médias de
germinagdo e IVG decresceram com o aumento do periodo de envelhecimento a
esta temperatura. As sementes apresentaram queda de 75% para 53% na
germinacdo, e de 1.34 para 1.04 no IVG aos 3 dias de envelhecimento, caindo
para 31% aos 6 dias e o IVG para 0.44, até chegar a perda total de viabilidade
aos 9 dias de envelhecimento (Tabela 3). Isto indica que a perda de viabilidade
foi acelerada com o aumento do periodo e da temperatura, uma resposta que tem
sido amplamente relatada para outras espécies (Mattheus, 1981).

TABELA 3. Valores médios de germinagio e do indice de velocidade de
germinagdo (IVG) de sementes de araucaria submetidas a
diferentes periodos de envelhecimento artificial. UFLA, Lavras,

1998.
Tratamento Periodo de envelhecimento ~ Germinagio (%) IVG
(dias)

Testemunha 0 75 1,34
Envelhecimento 3 73 1,17
artificial 30°C 6 76 1,27
9 77 1,10
Envelhecimento 3 53 1,04
artificial 40°C 6 31 0,44

9 0 0
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Quando se compara a variagio das médias dos tratamentos, verifica-se
que a menor média de indice de velocidade de germinagiio ocorreu quando as
sementes foram envelhecidas a 40°C, no periodo de 6 dias, coincidindo também
com a menor porcentagem de germinacio.

E interessante observar que o envelhecimento a 40" C por 3 dias parece
simular o armazenamento por 60 dias a 5" C. Este dado é importante quando se
deseja estimar o potencial de armazenamento de um lote de sementes. Foi
observado também que a temperatura de 40°'C e umidade de 100% por um
periodo de 6 dias foi eficiente para promover o envelhecimento das sementes.
Isto € importante, uma vez que ainda nio ha uma recomendacfio especifica para
promover o envelhecimento desta espécie.

Ramos (1987) afirmou que alta temperatura (42° £ 2°C) promoveu, em
sementes de Araucaria angustifolia, um decréscimo no poder e na velocidade de
germinagdo desta espécie. Isso se deve ao fato desta temperatura estar dentro da
faixa indicada para promover o envelhecimento de sementes, dependendo do
periodo. O que concorda com Deluoche e Baskin (1973) e Marcos Filho et al.
(1987), os quais afirmaram que, em geral, as condi¢des mais satisfatorias para
promover o E.A. sdo 90-100% UR, temperatura entre 40-45°C e periodos de
exposicao que variam de algumas horas a alguns dias, dependendo da espécie.

44 Efeito do armazenamento e envelhecimento sobre o ciclo celular de
sementes de araucdria

Embora tenham ocorrido mudangas significativas na germinagio e no
vigor das sementes de arauciria armazenadas a 5°C por 0, 30, 60 e 90 dias, ndo
foi observada diferen¢a significativa em relagiio aos indices mitéticos entre os
periodos de armazenamento (Tabela 4).
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TABELA 4. Resumo das analises de varidncia para o valor de indice mitético
(IMT), em células meristemiticas de raizes de araucaria,
submetidas ao armazenamento a 5°C.

QUADRADC MEDIO
F.V. G.L. IMT
DIAS 3 0,7910
RESIDUO 12 0,2659
C.V.(%) 12,0570

Nas sementes submetidas ao envelhecimento attificial, isto é, as
temperaturas de 30°'C e 40°C, nos periodos de 0, 3 , 6 e 9 dias, também nio
houve efeito significativo entre os tratamentos sobre o indice mitético (Tabela
5), embora tenha ocorrido diminuigio significativa tanto da germinagio quanto

do vigor das sementes submetidas ao envelhecimento a 40°C.

TABELA S. Resumo das analises de varidncia para o valor de indice mitético
(IMT), em células meristemsiticas de raizes de araucaria,
submetidas ao envelhecimento a 30°C e 40°C.

QUADRADO MEDIO
F.V. GL. IMT
TRATAMENTO  (5) 2,2136
REGRESSAQ 3 -
DESVIO 2 -
ERRO 18 1,4027
CV. (%) 23
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Apesar de ndo terem sido observados efeitos sobre a freqiiéncia de
células em divisdo, pode-se observar, tanto para 0 armazenamento como para o
envelhecimento artificial, sobretudo a 40°C, um aumento na freqiiéncia de
células anormais, o qual foi proporcional ao tempo de envelhecimento (Tabela
6). Nas sementes armazenadas a 5°C, o nimero de células arormais por raiz
analisada aumentou em média 2,6; 4,2 e 5,6 vezes nos trés periodos de
armazenamento, respectivamente, em relaciio & testemunha. O envelhecimento a
30°C com 3, 6 e 9 dias causou, respectivamente, 1,8; 2,5 e 4,8 vezes mais
alterag3es que as observadas na testemunha. Somente as sementes mantidas por
3 e 6 dias a 40°C sobreviveram. Nestas, o mimero de células anormais foi,
respectivamente, 10,2 e 17,3 vezes maior do que ocorreu nas sementes
testemunhas. Com relagio aos tipos de alteragdes, foram encontrados
micronucleos, micleos fragmentados, pontes nas anafases e nas telofases (Figura
5, la-d). Nas testemunhas (Tabela 6), 71,82% das alteragSes foram anafases com
pontes, 25,45% micronicleos e 2,73% micleos fragmentados. Em condigdes de
armazenamento a 5°C (Tabela 6), a freqiiéncia de anifases com pontes
correspondeu a 41% das anomalias, os microniicleos representaram 38% e os
nucleos fragmentados 21%. No envelhecimento acelerado a 30°C (Tabela 6), os
micronucleos foram os mais freqiientes (42%), seguidos pelas pontes e
fragmentos nas anafases e telofases (39%) e nicleos fragmentados (19%). A
40°C (Tabela 6), entre o nimero elevado de anomalias (3.019), os micleos
fragmentados foram os mais freqiientes (45%), seguidos pelos microniicleos
(31%) e pelas pontes e fragmentos em anifases e telofases (24%).
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Comparando-se os dados de anomalias com os de porcentagem de
germinac3o e do indice de velocidade de germinagdo, verifica-se uma relagdo
entre a diminuicdo destes com o aumento na freqiiéncia de células anormais,
tanto nas sementes armazenadas quanto nas envelhecidas a 30°C e 40°C (Tabela
D.

TABELA 7. Efeito dos pericdos de envelhecimento e temperaturas na
porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinagio
(IVG) e ocorréncia de anomalias celulares em sementes de

araucaria.
Tratamento Periodo de Geminagdo IVG % média de
envelhecimento (%) anomalias em
(dias) relagio a
testemunha
Testemunha 0 75 1,34 100
Envelhecimento 3 73 1,17 176
artificial a 30°C 6 76 1,27 254
9 77 1,10 480
Envelhecimento 3 53 1,04 1015
artificial a 40°C 6 31 0,44 1729
9 0 - -
Armazenament 30 78 1,12 259
o
as5°’C 60 56 0,89 377
90 48 0,51 563

Murata er al. 1981, em estudos sobre mudangas genéticas durante o
envelhecimento de sementes de cevada submetidas a altas temperaturas, mostrou
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que a freqiiéncia de anafases aberrantes aumentou com o aumento do tempo e
condi¢Ges de envelhecimento. Estas aberragdes também foram relacionadas com
a perda de germinabilidade, que foi acelerada com o aumento da temperatura de
21°C para 32°C e 38°C.

O aparecimento de anomalias cromossdmicas, devido-ao uso de altas
temperaturas e¢ umidade para a indugdo do envelhecimento, ji havia sido
observado em varias espécies (Abdalla e Roberts, 1968; Roberts, 1973c, 1978;
Villiers, 1974; Murata, 1981). Segundo Abdalla e Roberts (1968), isto se deve
ao acamulo de mudancas nucleares, o que resulta em quebras cromossdmicas
que, em um nivel critico, tornam as sementes incapazes de germinar.

E interessante notar que as trés alteragSes observadas neste trabalho, isto
é, micleos fragmentados, micronticleos, pontes e fragmentos nas anifases e
teléfases, sdo decorrentes de quebras de DNA. As pontes, fragmentos e
microntcleos sdo conseqiiéncias da ocorréncia de deficiéncias e inversdes de
segmentos provocados pelas quebras. Além disso, as quebras expdem o DNA a
agio de exonucleases e endonucleases (Cheah e Osbome, 1978), aumentando
ainda mais a perda de material genético. Também foi demonstrado que a sintese
de DNA e a atividade das enzimas DNA polimerase e ligase tomam-se reduzidas
em sementes de milho deterioradas, inibindo ou atrasando os mecanismos de
reparo do DNA (Vazquez-Ramos ef al., 1988; Vazquez et al. 1991, Coello e
Vazquez-Ramos, 1996). Com isso, haveria uma transmissio defeituosa de
informag3o do micleo para o citoplasma, levando a uma perda de vigor ou perda
de viabilidade (Vazquez, et al. 1991).

O envelhecimento teria, portanto, como uma de suas principais causas as
quebras do DNA e as alterages no metabolismo do DNA. Paralelamente a isso,
haveria uma crescente reducio da capacidade operacional dos mecanismos de
sua restaura¢do, especificamente a velocidade com que atua e a fidelidade com
que reproduz a estrutura afetada (Wamer e Price, 1989). Isto, explicaria a queda
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da porcentagem e velocidade de germinagio das sementes de araucaria, e o
aumento de células anormais que se verifica 4 medida que as sementes se
deterioraram.

Apesar de ndo ter sido constatada alteragio significativa no indice
mitético, na taxa de germinagdo e vigor das sementes, quando submetidas a
30°C, foi observado um aumento progressivo de anomalias nestas sementes.
Desta forma, recomenda-se o acompanhamento do desenvolvimento das
plintulas produzidas a partir destas sementes, a fim de se avaliar as implicagdes
destas anomalias nas futuras plantulas.
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5 CONCLUSOES

Ocorreram perdas semelhantes de vigor e viabilidade das sementes de
araucaria submetidas a0 armazenamento a 5C e ao envelhecimento artificial a
40°C. Estas caracteristicas nio foram afetadas pelo envelhecimento a 30°C. Em
todas as condigdes a que foram submetidas as sementes de araucaria, nio se
observou alteragdes na freqiéncia de células em divisdo, observando-se, no
entanto, a ocorréncia de um grande nimero de anomalias no ciclo celular, as
quais foram ainda mais freqiientes quando o envelhecimento foi feito a 40°C. As
anomalias encontradas (micromicleos, nucleos fragmentados e pontes e
fragmentos nas anifases e teléfases) demonstraram que a perda de vigor e
viabilidade das sementes de araucria envelhecidas sio devidas a quebras nas
moléculas de DNA.
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