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I - RESUMO

Araucaria angustifolia (Bert.) 0. Ktze, conhecida

como pinheiro brasileiro, possue um grande diasporo, o
pinhao, rico em resarvas amilaceas. O amido existente no
megagametofito de araucaria & degradado e mobilizado para o
crescimento do embriio, na germinagio. Os pinhoes coletados
foram cultivados em dois tratamentos: na luz e no escuro. Os
dados obtidos a partir de cortes histologicos do megagameto-
fito de araucaria em 5 estagios do seu desenvolvimento
inicial (com 3 rapetigaes) foram analisados. A analise dos
dados proporcionou uma maior compreensao de como se da a

degradagao do amido nesta planta.



I1 - INTRODUGAO

Araucaria angustifolia (Bert.) 0. Ktze, conhecida

como pinheirc brasileiro ou pinheiro do Parana, e de grande
importancia no Sul do Brasil, onde encontra-se predominando
na fisionomia do planalto (ROMARIZ, 1972). Pela excelente
qualidade de sua madeira (TORTORELLI, 1967), apresenta-se
hoje com poucos exemplares, fora os protegidos em parques e
reservas nacionais, como as do Espigao Alto, Aracuri, Apara-

dos da Serra & outros.

Existem trabalhos apontando os perigos da extingao
desta especie, devido a exploragao sem controle dos pinhei-
rais (MIRANDA & BASTOS, 1961; MAGNANINI, 1971) e pelo seu
crescimento lento nos primeiros anos, o que a éexclue das
espécies usadas em reflorestamento, por necessitar de muita
luz (BACKES, 1973) e solos prouiundos e fertéis (PENTEADO &
CASTRO, 1959). Aparentemente o maior crescimento da Arauca-

ria angustifolia se da em temperaturas mais baixas e insola-

ciao menor, embora, seja uma planta heliofila (FERREIRA &

IRGANG, 1979), mas nao pioneira (SOARES, 1980).
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Alguns estudos basicos sobre araucaria ja foram
realizados: quanto a cariologia (DAINTY, 1983. CARDEMIL &
VARNER, 1984), anatomia da semente e da plﬁntula (MONTEIRO
et all., 1977:; FERREIRA, 1979), germinagao e desenvolvimento
inicial (FERREIRA & HANDRO, 1979. AQUILA, 1981; FERREIRA &
FRANCO, 1987). Algups aspectos bioquimioos jé foram estuda-
dos (RIOS & V0SS, 1973; FERREIRA, 1979; ROSA, 1986), porém

ha muito ainda a ser feito.

0 pinheiro do Parana apresenta um diésporo de grande
tamanho, o pinhao, rico em reservas amilaceas que constitue
em alimento para fauna (REITZ & KLEIN, 1966) e inclusive
para o préprio homem (MOTA & CRAMER, 1953). A semente da
araucaria ¢ envolta por uma bractea e uma escama ovulifera
soldadas, que formam um envoltorio de cor castanha, a testa.
Este envoltorio € constituido por trés camadas: a primeira
de Tfibras longitudinais, a mediana de fibras transversais e
a mais interna também de fibras longitudinais (MATTOS,

1972).
A testa da semente restringue o crescimento do
embriao tanto usando papel como substrato, quanto usando

solo (AQUILA & FERREIRA, 1984).

0 embriao de A. angustifolia € embebido na parte

central do megagametéfilo, nao havendo conexao anatomica

entre os dois tecidos (FERRZIRA, 1981). O megagametofifo
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desta especie de gimnosperma tem dupla fungao: a de carregar

os gametas ¢ a de alimentar o embriao (SINGH & JOHRI,1972).

A semente geralmente encontra-se com baixo metabo-
lismo, o gual & ativado por influéncia de fatores ambientais
(KOLLER, 19872: MAYER & SHAW, 1974) e consiste numa ativagéo
fisico-quimica do metabolismo com uma expressao morfologica
posterior (LEOPOLD & KRIEDMAN, 1975). A primeira etapa do
processo germinativo & a embebigao, a qual e seguida da
ativagao do sistema enzimatico com inicio da mobilizagao das
reservas (BIDWEL, 1974). Esta mobilizagao leva a sintese de
matéeria e crescimento do embriao ocorrendo, Aassim, a emer-
géncia da radicula e finalmente o desenvolvimento da plantu-
la (KOSLOWSKI, 1971; STREET & COCKBURN, 1972). A ativagao do
metabolismo consiste essencialmente na mobilizagéo de enzi-

mas pre-existentes na semente e sintese de novas enzimas

(LEOPOLD & KRIEDMANN, 1975).

Ocorre uma reversao nos processos metabolicos dos
tecidos de reserva: celulas que inicialmente sintetizavam
amido, proteinas e 1ipidios. durante o desenvolvimento da
semente, repentinamente iniciam a hidrolise destes matgfiéb
(KRAMER & KOSLOWSKI, 1979). BEWLEY & BLACK, (1978) separam
as mudangas metabolicas associadas a mobilizagao de reservas
em 2 grupos: 1) mobilizagao das reservas do embrizo e 2)

utilizagao das reservas do megagametéfitb.

Entre os trabalhos sobre mobilizacao de reservas em



i

gimnospermas, podemos citar os de HATTORI & SHIROYA (1951),

com Pinus thumbergii; CHING (1966) com Pseudotsuga menzien-

si; KAO (1973) com Pinus taiwanensis e Cunninghamia lanceo-

lata: LAIZ & SANZ-MUNERO (1974) com Pinus pinea; CARDEMIL &

REINERO (1982) e CARDEMIL & VARNER (1984) com Araucaria

araucana; DODD et all. (1989) com Podocarpus henkelii.

-~ " ’
0 genero Araucaria e um dos poucos, dentro das
gimnospermas, que possue amido como reserva na semente

(SIMOLA, 1976).

Os graos de amido sao, exceto nos primeiros estégios
de formagﬁo, esferocristais. Podem ser redondos, ovais ou em
forma de sino, mediando em torno de 10-40 um., A Dbirre-
frigéncia dos graos de amido esta indicada por sua estrutura
cristalina. A observagao dos graos de amido ao microscépio,
sob 1luz polarizada, revelou a presenga de uma cruz de
polarizagao, e sob luz normal a presenga de um hilo central

(BADENHUIZEN, 1958; SEIDEMANN, 1966; CZAJA, 1969).

0 amido ¢ formado por cadeias ramificadas de amilo-
pectina e por cadeias nao ramificadas de amilose. Ami}opec—
tina e amilose sao as unidades estruturais dn:ggae-de amido,
que podem ser agrupados de acordo com a especie (ou taxon) a
qual se deu a origem (WHISTER & COLBERT, 1957). CZAJA (1978)

descreveu 14 tipos diferentes de graos de amido que ocorrem

em divisoes, classes, ordens ou familias diferentes.
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Foi analisada a composigao quimica do amido existen-

. ('.U'\ { \u&o@g ~
te nas sementes de araucaria. Gﬁﬁﬁ%ﬁ%ﬁ&:g# que a fragao

linear de amilase consiste em 41% no amido de A angustifolia

isto @€ muito quanto comparado com amido de milho, trigo e
k G otdig W) 0 vatingg aidiv (1Y) 0h5uuigw

outros cereais. Observou=se tambem que a redugao do amido a

agﬁcar por agao enzimatica se da muito lentamente, ou seja,

0 amido existente na araucaria apresenta-se menos suscetivel

a degradagao (RBQEBZDN—¥978).

0 modelo viscoamilégrafo do pinhao obtido em viscoa-
milégrafo de Brandender, nao e comum aos de outras fontes
como cereais ou tubérculos. 0 gel obtido € altamente resis-
tente ao aquecimento e a desintegracAo mecanica (CEREDA &

WOSIACKI, 1985).

CARDEMIL & VARNER (1982) apontaram a sacarose como
principal agﬁcar no megagametéfi{o de araucaria produzido
pela degradagao do amido & movido para regioes de crescimen-
to do embriao. Em outro trabalho dos mesmos autores (1984),
verificaram a presenga de uma enzima invertase na periferia
dos cotiledones. Apos ROSA (1986) verificou a presenga de

glicose, acompanhada de frutose no megagametéfito de A

angustifolia sugerindo que a sacarose axistente, aﬁartir da
agao da invertase, seria hidrolisada a seus agﬁcares compo-
nentes que ao passarem para o interior dos cotiledones

resintetizariam.

A atividade das amilases no inicio do desenvolvimen-
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to & baixa (FERREIRA ¢t all., 1979), sendo as fosforilases
as principais enzimas de degradagao inicial do amido (CARDE-

MIL & VARNER, 1984).

Na semente quiescente nao ha atividade enzimatica
detectavel, tanto no megagametofifo, quanto no embriZo (CAR-
DEMIL & SALAS, 1986). Verificou-se que, em A. araucana, apos
40 horas de iniciada a embebigao ¢ degradado 84% do amido
existente no megagametofito. Das 40 horas as 90 horas e
degradado mais 25% e a partir dai nao muda marcadamente

(C&bEMIL & SALAS, 1986).

OBJETIVOS

Ao realizar este trabalho pretendqué atingir os
seguintes objetivos:

1) Interpretar como se da a degradagao do material
de reserva (amido) do pinh2o; ao longo do desenvolvimento
inicial da plantula;

2) Relacionar a localizagao da reserva no megagame-
tofito com a velocidade de sua degradagao.

3) Analisar a influéncia da luz no processo de
degradagao das resarvas amilaceas existentes no megagame to—

fito de A. angustifolia.

4) Contribuir para: o conhecimento da biologia

de uma especie tao ameagada de extingao.
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III - MATERIAL E METODOS

1 - OBTENGAO DAS AMOSTRAS:

As sementes de A. angustifolia, coletadas na Regiao

de Sao Francisco de Paula - RS, no laboratorio, foram
desinfectadas com hipoclorito de sodio a 20% do comercial
(1% de cloro) e posteriormente lavadas com agua destilada.
Apos feita a escarificagdo mecinica, removendo a porgao
proximal do tegumento das sementes (FERREIRA, 1977), foram
postas a germinar em caixas plasticas (10 X 10 cm) sobre
papel filtro umidecido com égua destilada. As caixas plésti—
cas foram mantidas na estufa em um fotoperiodo de 16 horas

luz e temperatura de aproximadamente 25% .

A medida que germinavam as sementes eram transferi-
das para potes contendo vermiculita, para que continuassem a
se desenvolver. A partir do estagio de emergéncia da radicu-
la dividiu-se em dois t:atamentos: no clarc, no mesmo
fotoperiodo, & no escuro (FERREIRA, 1977). Alcangando as

plﬁntulas 08 ﬂﬁtégios desejados, partiu-se, entaoc, para
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fixacao das amostras.
2 - ESTAGIOS DE DESENVOLVIMENTO INICIAL:

Os estégios de desenvolvimento inicial analisados
neste trabalho foram, arbitrariamente, divididos em 5 class-
es (fig. 01):

1 - Estagio Quiescente; pinhao nao embebido.

11 - Emergéncia da Radicula; radicula emergindo de

1 a 1,5 cm para fora do megagametofito.

111 - Estégio de Emergéncia da Parte Aérea; apare-
cimento da parte aérea entre os cotiledones,
tendo a radicula cerca de 5 cm de comprimento.

IV - Estagio da plantula com aproximadamente 25
folhas; folhas abertas, contadas a partir da
base, excetuandc-se o feixe de folhas do épi—
o

V - Estagio da plantula com aproximadamente 50

folhas; folhas abertas, contadas a partir da

base, axcetuando-se o feixe de folhas do épice.
3 - FIXACAO DAS AMOSTRAS

Procedeu-se o corte da porcao mediana do pinhao para
obtengao da pega 1 cm, obsc~vando a regiao proximal e distal
da mesma (conforme fig. 2). 0 embriao foi mantido no

interior da cavidade na regiao proximal da semente, a fim de
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marcar a orientagao da pega na montagem.

As pecgas (amostras) foram fixadas em F.A.A. 50%
(JOHANSEN, 1940) e apés 48 horas transferidas para alcool
50%. Foram tomadas 3 amostras de cada estégio do desenvolvi-

mento inicial.

4 - INCLUSAO EM PARAFINA

Desta etapa em diante realizou-se o trabalho no
Laboratorio de Anatomia Vegetal (Dept? de Botanica - UFRGS).
Para a inclusao foi utilizado o Processador Automatico de
Tecidos (HISTOTECNICO N2 25)., No aparelho a amostra percorr-

eu 0s seguintes passos:

Serie alcoolica (desidratacao):

Alcool 70% por 2 horas;

I

lcool 80% por 2 horas;
Alcool 90% por 2 horas;
Alcool 100%, por 2 horas:

Depois:

Alcool 100% + Xilol Prop. 2:1, por 2 horas;:
Alcool 100% + Xilol Propano 1:1, por 2 horas;
Alcool 100% + Xilol Propano 1:2, por 2 horas;
Xilel, por 2 horas;

Xilol + Parafina, por 2 horas;

Parafina 1, por 3 horas;
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Parafina 2, por 3 horas;

Parafina 3, por 3 horas.

Perfazendo um periodo aproximado de 25 horas no
processador, as amostras estavam prontas para serem embloca-

das.
S5 - MONTAGEM PARA MICROTOMO:

As amostras, retiradas do processador foram coloca-
das sobre placa aquecedora em placa de Petri, contendo
parafina derretida. Em caixinha de papel previamente confec-
cionada e identificada com nome e numero da amostra a ser
emblocada, colocou-se um pouro de paraflna. Aguardou-se um
endurecimento parcial, colocou-se a pega orientando-a ade-
quadamente, com agulha histolégica aquecida. Completou-se o
conteudo da c¢aixinha com parafina e a@uardo%ée a total
solidificagao do bloco. Os blocos foram guardados na gela-

deira ate o corte (SASS, 1951).
6 - CORTES E MONTAGEM DE LAMINAS:

Executaram-se os cortes em microtomo rotatério,
ajustado para 15 um de espessura formando fitas de cortes.
As fitas foram colocadas sobre laminas bem limpas, #&&
ISmimas as quais previamente tinham sido untadas com gotas
de adesivo Haupt. As fitas aderidas as laminas foram desten-

didas com gotd8 des formalina a 4%, em placa aquecedora.
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Depois destendidos, 4 cortes por lamina (da mesma pega),

foram levados a estufa a 36°C por 48 horas.
7 — COLORAGAO DOS CORTES

Empregou-~se, para coloragao das laminas, a tecnica
descrita por JOHANSEN (1940), que tem como corantes safrani-
na hidroalcélica e Fastgreen diluido em 6leo de cravo. Esta
tecnica empregada produz cor verde no citoplasma e na
membrana celular e cor amarronzada nos cloroplastos e célu-
las secretoras.

Passog da tacnica utilizada:

- Xilol por 30 minutos

- Xilol + Alcool 100% *

-~ Alcool 92% *

- Alcool 80% *

- Alcool 70% *

- Alcool 60% *

- Alcool 50% *

- Alcool 30% *

- Agua corrente, algumas lavagens

- Agua destilada, algumas lavagens

- Solugac de Acido Cromico, por 6 horas

- Agua corrente, exaustivamente

- ﬁgua destilada, algumas lavagens

- Alcool 92% acidif cado *

A N\
- Fastgreen de 5 a 10 seg.

Isopropancol 1 *
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- Isopropanol 2 *

(*) Indica passagens Pépidas por estas solugaes.

Apos a coloragao dos cortes, montou-se comlaminulas
usando balsamo do Canada. Seguiu-se entao para analise das

laminas feitas ao microscopio.
8 — CONTAGEM DOS GRAOS DE AMIDO:

Sob 1luz polarizada no microscépio JENA-ZEIS5, no
aumento 25X10, procedeu-se a contagem dos graos de amido,
gue se situavam sobre uma transecta imaginéria tracada, na
diregao 6 - 12 horas. Coincidente ao diametro do campo, a

transecta era perpendicular 2o eixo do embriao.

Foram realizadas 72 contagens (72 transectas) por
tratamento, provenientes de 4 cortes em 3 laminas de dife-
rentes sementes. Os campos de contagem foram obtidos aleato-
riamente, a partir da quarta celula interna e terceira
célula externa. Foram feitas 4 contagens por corte, 2
transectas em 2 campos da porgao interna do megagametéfito &
2 transectas em 2 campos da porgao externa do megagametéfi—
lo.

A analise estatistica dos dados foi feita usando
teste ANOVA, seguido de Fisher's LSD, com nivel de probabi-

lidade de 50% (d.= .0,05).




IV - RESULTADOS E DISCUSSAOQ

0 conteudo do megagametéfito de Araucaria angustifo-

lia & totalmente preenchido por gracs de amido na semente
quiescente. Na semente quiescente nao ha atividade enzimati-
ca detectavel (CARDEMIL & VARNER, 1984). Observou-se que
apos a germinagao ocorre um pico de atividade enzimatica na
semente, caracterizado por uma alta taxa de degradagao de
amido (FERREIRA et all. 1979; B. DAVIS & A. G. FERREIRA, em
comunicagao pessoal). Constatou-se uma brusca queda no name-—
ro médio de graos de amido contados entre o estégio da
semente quiescente e o de emergéncia da radicula (ver na

ibela). As reservas amilaceas sao degradadas e direcionadas

ara o crescimento do embriao, na germinacao (FERREIRA,
LOT7% Na pléntula com aproximadamente 50 folhas, as células

do '3gagametéfito encontram-se praticamente sem amido (fig.

04) .

As plantulas cultivadas no escuro mobilizam as re-

servas mais lentamente do que as cultivadas na luz, como &
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mostrado na figura 3. A explicagﬁo para este fato e que no
ascuro a plantula fica estiolada, mais tenra, ou seja, com
menos tecido de resistéencia, Enquanto nas plantulas cultiva-
das na luz, nas quais as células tem paredes espessadas,
utilizam nas condigacs apontadas pzslo menos parte do mate-

rial de reserva do mcgagametéfito.

Na maioria dos estégios nao houve diferenga signifi-
cativa entre as medias obtidas para as regioes proximal e
distal do megagametéfito, como também nao houve diferenga
entre as atividades enzimaticas destas regiaes (B. DAVIS, em
comunicagao pessoal). Quanto as porgdes interna e externa do
megagametofito, nas amostras do estagio de emergéncia da
parte aérea na luz, houve separagéo dos dados. Por isto os
dados de graos de amido da porgaoc interna (tanto da regido
distal quanto da regiao proximal) foram analisados contra os
dados obtidos d4 porgao externa. Obtendo-se, entao, uma
média de graos de amido para a porgao interna (19,37 + ou -
5,46) e uma para porgao externa (21,49 + ou - 5,17).
Verificou-se que KA na porgao interna um consumo mais pépido
do que ha na pOrcao externa, talvez pela proximidade do

embriao.
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Fig. 1 = Estagios do desenvolvimento inicial de Arau

caria angustifolia:

I - QUIESCENTE;

II - EMERGENCIA DA RADICULA; .

I - EMERGENCIA DA PARTE AEREA;

IV - PLANTULA COM APROX. 25 FOLHAS;
v PLANTULA COM APROX. 50 FOLHAS.
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ig. 2 - ORIENTAGAO DA PEGA NA AMOSTRA



TABELA 1 - Méedias (e Desvios Padrao) do n? d= graos de amido por transscta em cada posicgao

¢ estagio de desenvolvimento (n = 72):

. : ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO INICIAL
POSICAOD - giopess _ _
' . ! 3 Tiag = on - Z e
QUIESCENTE 5, RADFCULA | PARTE AERFA 25 FLS. 50 FLS.
. o R LUZ ESCURQ U7 ESCURO LUZ ESCLRO
| :
PROMIMAL | 41,54 26,46 19,72 25,31 11,83 23,04 " 3,04 3,75
INTERNO (¥6,46) | (25,35 (¥6,00) (5,08 (x4,38) (£3,24) (£2,82) (£2,90)
* ah * g * ah * 4 * g * b * p * b
PROXIMAL 40,74 27,40 21,93 23,01 12,33 o 0 . 1,93 2,74 I
EXTERNO 15,53) | (%6,85) (34,62) (35,57) | (¥4,47) (£3,48) (¥2,20) (12,44) i1
DISTAL 43,53 27,38 19,01 a3 .32 11,86 22,07 2 63 3,29
INTERNO (16,16 (¥3,91 (*4,89) (+4,70) (+3,74) (+4,13) (2,88 (+2,71)
* p * g * g * 3 * g * ab * ah * ab
DISTAL 41,13 26,97 21,04 21,83 12,10 22 11 2,19 2,88
EXTERNO (7,07 (¥5,28) (*5,66) (¥6,08) (13,78 (*4.,37) (Yo.52) | (Fg.67)
X 41,74 27,05 20,43 23,37 12,03 90 93 2,45 3,17

* - Analise de comparagoes mflltiplas de Fischer's LSD no dados de cada coluna, usando um nivel de probabili-
dade de 50% (d.= 0,05).,
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Fig. 3 - Media de graos de amido por estagios
de desenvolvimento inicial e tratamento

luz & escuro,
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1 - Quiescente;

2 - Emergencia da radicula:

3 - Emergéncia da pdrte aérea;

4 - Plantula con aproximadamente 25 folhas;
5 - Plantula com aproximadamente 50 folhas.

A area achurisda do gréfico representa o tratamento
da amostra no eS€urs.




Fig. 4

Fig. 5

100 ym

Fig. 4 e 5 - Araucaria angustifolia; Corte transversal do

megagametofito:
4 - Semente quiescente;

5 - Plantula com aproximadamente 50 folhas
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Fig. 7
Fig. 6 e 7 - Araucaria angustifolia; Corte transversal do

megagametofito de amostras no estagio de emergéncia da
parte aerea:

6 - Porgac externa;

7 - Porgac intarha.



VI — CONCLUSOES

- Na semente quiescente as células do megagametofito

de Araucaria angustifolia, encontra-se totalmente preenchi-

das por graos de amido.

- No @astagio de emergencia da radicula ocorre uma
queda brusca ne n? medio de graos de amido (contados por

transecta) nas c¢élulas do megagametofito.

- Na plantula com aproximadamente 50 folhas, as
celulas do megagnmetofito encontra-se praticamente sem ami-

do.

- Nao ha diferenga significativa entre o numero
médio de gracs de amido contados na regiao proximal e na

regiao distal do megagametofito de Araucaria angustifolia,

= Nas BlaHtulas cultivadas no escuro ha um retarda-
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mento na degradagio das reservas amilaceas do megagametofi-

to, quando comparados as cultivadas na luz.

- Na porgao interna do megagametofito a degradagao

do amido se da mais rapidamente que na porgao externa.
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