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Introducao

Pertencente ao bioma Mata Atlantica, a Araucaria angustifolia, € uma arvore caracteristica da
tipologia Floresta Ombréfila Mista, e suas sementes, além de servirem de alimento a fauna
silvestre, ocupam seu espago na culinaria humana, se tornando uma estratégia de renda para
muitas familias rurais (ZECHINI et al., 2012).

A principal forma de propagacédo da espécie é por meio de sementes, que apresentam
condi¢des de armazenamento limitada devido sua natureza recalcitrante. Sementes com esse
comportamento perdem totalmente a viabilidade em teores de agua abaixo dos 37%. Com
isso, devem ser armazenadas com alta umidade, o que mantém o seu metabolismo acelerado
e contribui com a deterioracdo (GARCIA et al., 2014). O congelamento é uma alternativa para
a conservacao de sementes de espécies recalcitrantes, porém, devido ao seu elevado grau
de umidade torna-se necessaria uma desidratacao prévia das sementes, evitando a formacao
de cristais de gelo no interior das células e consequentemente sua morte (STEGANI et al.,
2017).

Uma das técnicas para desidratar as sementes recalcitrantes € por osmose com solugdes
crioprotetoras (VOLK; WALTERS, 2006). No entanto, os crioprotetores podem ser téxicos ou
causar estresse osmético, levando as células a morte. A aclimatacdo das sementes aos
estresses osmotico e de baixa temperatura e a aplicagao de acido abscisico (ABA) ex6geno
também podem se constituir numa importante ferramenta para o sucesso do congelamento
de sementes recalcitrantes, visto que estas praticas induzem a expressao de genes para a
producédo de proteinas de defesas aos estresses (SERAPHIN; FRESCHI, 2008).

Diante disso, o objetivo do trabalho foi verificar o efeito da aplicagdo exdgena de acido
abscisico, aclimatacédo e da crioprotecao no congelamento de sementes de A. angustifolia,
visando estabelecer um protocolo para a espécie.

Metodologia

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus
Laranjeiras do Sul-PR. Selecionou-se sementes que nao apresentavam inicio de germinagao,
miudas, menor que 3,5 cm, chochas e atacadas pela larva Cyda araucariaceae.

Foram conduzidos dois bioensaios. Em ambos retirou-se o tegumento das sementes deixando
somente as améndoas, as quais foram dispostas em papel de germinagédo umedecido em trés
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vezes a sua massa com solucdo de 5 mg L' de ABA e aclimatadas sucessivamente em 25,
20, 15 e 10°C por 24 h, cada temperatura em BOD. Apés a aclimatacao, as sementes foram
imersas em solugao PVS2 (0,4 M de sacarose, 30% (v/v) de glicerol, 15% (v/v) de etilenoglicol
e 15% (v/v) de dimetilsulféxido) por 36 horas. A solucao foi aerada com uma bomba de aquario
ligada a uma pedra porosa. Concluido o tempo de imersao, as améndoas foram lavadas em
agua corrente por 30 segundos e secas em papel germitest. Apds, no bioensaio | foram
congeladas em ultrafreezer com temperatura de -86°C, por 9 horas e no bioensaio Il
congeladas em freezer a -20 °C, por 15 dias. Ao término do periodo de congelamento, as
améndoas foram acondicionadas em plastico zipado e colocadas em banho maria a 40°C por
1h para o descongelamento. Em seguida, para o bioensaio I, foi realizado o teste de tetrazdlio,
e para o bioensaio Il, o teste de emergéncia em bandejas.

O delineamento experimental utilizado para o bioensaio | foi 0 inteiramente casualizado com
3 tratamentos e quatro repeticdes de 25 sementes: T1-Testemunha; T2- Aplicagdo exdgena
de 5 mg L' de ABA e aclimatagdo sucessiva em 25, 20, 15 e 10°C por 24 h + imersdo em
PVS2 por 36 horas; T3- Aplicagéo exdgena de 5 mg L' de ABA e aclimatagéo sucessiva em
25,20, 15 e 10°C por 24 h + imersao em PVS2 por 36 horas + Congelamento em ultrafreezer
-86°C (9 horas). O bioensaio Il, foi semelhante ao |, com exce¢éo ao tratamento (T3), em que
as améndoas foram congeladas em freezer — 20°C (15 dias). Os dados foram avaliados pelo
teste de Tukey a 5%, utilizando o programa SISVAR.

Resultados e discussoes

O grau de umidade inicial das améndoas de A. angustifolia dos bioensaios | e |l foi de 51,28%.
No bioensaio |, o tratamento com ABA + aclimatacdo + PVS2 reduziu a viabilidade das
sementes em 15 pontos percentual, indicando que o pré-tratamento realizado antes do
congelamento foi prejudicial as sementes. A reducdo na viabilidade das sementes
provavelmente ocorreu devido a utilizacdo da solucdo de PVS2 que pode ter reduzido
demasiadamente a umidade das sementes ou ter sido fitotéxica ao embrido.

Quando as sementes foram congeladas em ultrafreezer, obteve-se 19% de embrides coloridos
de vermelho, indicando viabilidade pelo teste de tetrazélio. Embora este valor seja 60 pontos
percentual menor do que o observado na testemunha, € um resultado muito promissor
levando em consideragdo o comportamento recalcitrante das sementes de A. angustifolia.

TABELA 1. Bioensaio | - Percentual de embrides viaveis pelo teste de tetrazdlio nos diferentes
tratamentos e bioensaio |l percentual de plantulas emergidas nos diferentes tratamentos.

Bioensaio | Bioensaio |l
Viabilidade pelo Emergéncia
Tratamento teste de tetrazélio Tratamento de plantulas
(%) (%)
Testemunha 79 A Testemunha 94 A
ABA+ Aclimatacdo+ PVS2 64 B ABA+Aclimatacao+ PVS2 23B
ABA+Aclimatacao+PVS2 ABA+Aclimatacao+PVS2+
19C 0C
+ultrafreezer freezer

CV (%) 25,60 CV (%) 6,62

Médias com a mesma letra mailscula entre colunas nao diferem entre si, por Tukey (5%)
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Em fungéo dos bons resultados obtidos no bioensaio |, realizou-se o bioensaio Il, analisando-
se a porcentagem de emergéncia de plantulas ao invés do teste de tetrazélio. Esse ultimo
apresenta subjetividade que provoca variagbes de resultados entre analistas
(KRZYZANOWSKI, 1994).

No bioensaio Il observou-se uma porcentagem de emergéncia de plantulas de 94%, a qual foi
reduzida em 71 pontos percentuais quando submetidas aos tratamentos com ABA +
aclimatagdo + PVS2. Quando as sementes foram congeladas em freezer a -20°C ocorreu
100% de mortalidade.

Diversos autores consideram o congelamento lento (como no freezer a -20°C) inapropriado
para as sementes recalcitrante e recomendam o congelamento rapido (TAIZ et al., 2017).
Sugere-se que a mudanga na forma de congelamento das sementes entre os bioensaios | e
Il seja o responsavel pela diferenca apresentada na viabilidade das sementes. Entretanto, ndo
se pode descartar a subjetividade do teste de tetrazélio, em que as sementes do bioensaio |
podem ter sido consideradas viaveis embora estivessem inviaveis.

Consideracoes finais

O pré-tratamento com ABA + Aclimatacdao + PVS2 é fitotoxico as sementes. Embora os
resultados encontrados no presente trabalho sejam promissores nao foi possivel estabelecer
um protocolo eficiente de congelamento para as sementes de A. angustifolia.
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