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Introducao

Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze, espécie popularmente conhecida como pinheiro-do-parand ou sim-
plesmente araucdria, presta importantes servicos ecossistémicos de alto valor ambiental e economico (Garcia; Parron,
2021). Sua madeira possui varias aplica¢cdes nas induastrias madeireira e moveleira, sendo utilizada na construgao civil
e na fabricagdo de instrumentos musicais e utensilios domésticos. As sementes da araucaria, ou pinhdes, estdo acon-
dicionadas dentro da pinha ou cone, que é o estrébilo feminino da espécie (Figura 1). Os pinhées sdao um produto
florestal ndo madeireiro amplamente utilizado na culindria, particularmente na regido Sul do Brasil, além de serem
fonte de alimento para diversas espécies da fauna silvestre presente na Floresta Ombrofila Mista (FOM), pertencente
ao bioma Mata Atlantica. As arvores da espécie desempenham importantes fungoes ecolégicas na FOM, contribuin-
do para a conservagao do solo e da agua, além de proporcionar abrigo para a fauna e outros organismos. Além disso,
a araucaria apresenta alta relevancia paisagistica devido a singularidade e exuberancia de seu formato, contribuindo
para a beleza cénica de paisagens rurais e urbanas.

Figura 1. Pinha (A) e sementes (B) de Araucaria angustifolia coletadas em area nativa da Floresta Ombrofila Mista em Castro, PR.

Nio obstante o relevante valor ambiental e econdmico da araucaria, a espécie foi submetida a um intenso
processo de exploragdo e extrativismo, principalmente no século XX, o que resultou em grande declinio de sua popu-
lagdo original, levando a sua inclusdo na Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameagadas de Extingdo, sendo
classificada como “em perigo” (Brasil, 2014). Desde entao, a conservagao genética da espécie tem ocupado lugar de
destaque na pauta de varias entidades do setor publico e da sociedade civil, abrangendo ambientalistas, cientistas,
agricultores e diversas organizagdes, sendo parte de politicas publicas estaduais e federais (Ganem, 2011).

A conservagao genética da araucaria baseia-se em técnicas fundamentadas em bases cientificas, de modo a
promover a manuten¢do permanente da diversidade e variabilidade do germoplasma em condigées especificas. Ha
duas estratégias principais utilizadas para esse tipo de conserva¢ao denominadas in situ e ex situ, que nao sao exclu-
dentes, e sim complementares, sendo amplamente utilizadas para espécies ameagadas de extin¢do (Kageyama et al.,
2001; Costa; Bajgielman, 2016; Sousa et al., 2021). No processo de conservacao in situ, a espécie permanece em seu
habitat natural, de modo que a evolugdo natural ocorra de forma continua a partir da diversidade genética disponivel.
Assim, as populagdes in situ contribuem para a geragdo de novos genes e combinagdes alélicas (gendtipos), o que
resulta em melhor resposta as mudangas ambientais e no estabelecimento de resisténcia a novos patégenos, pragas
e doengas que surgirem. Por outro lado, a conservagao ex situ considera a manutengao dos genes e alelos em con-
digdes artificiais e/ou controladas (e.g., cAmara fria, criopreservagao e banco ativo de germoplasma), externamente

Fotos : André Kasczeszen
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ao habitat natural, utilizando cole¢des de polen, sementes, cultura de tecidos, embrides zigdticos ou mesmo de plantas
cultivadas em campo experimental (Paiva; Valois, 2001; Steiner et al., 2020; Sousa et al., 2021). Assim, estes materiais
mantidos em condi¢des mais controladas, apds serem caracterizados e documentados, podem ser utilizados em progra-
mas de melhoramento genético para diversas finalidades. Além disso, a manutengao de populagdes ex situ servem como
“estoque” de individuos (pool génico) para possiveis reintrodugdes e ampliagao do tamanho de populagdes nativas.

Nesse contexto, as sementes coletadas em florestas naturais ocupam papel de destaque como insumo-chave
para producao de mudas de araucaria, que podem ser utilizadas em projetos de restauragdo e/ou recomposi¢ao de
areas desflorestadas, tais como: Areas de Preservagio Permanente (APP), Reserva Legal (RL) e Unidades de Conser-
vagao (UC). Essas areas sdo importantes na promogao de servigos ambientais e ecossistémicos de modo permanente
e sustentavel, combinados com a conservagdo da espécie.

A coleta de sementes em arvores de araucdria demanda o dominio de diversas areas de conhecimento, in-
cluindo procedimentos para amostragem das matrizes, caracterizagao fenologica das pinhas, técnicas de escalada de
arvores, beneficiamento e armazenamento de sementes, dentre outras. No entanto, as informacoes disponiveis, seja
na literatura ou na forma de conhecimento tradicional em posse de povos indigenas e comunidades locais, ainda
estdo dispersas e fragmentadas. Assim, ha uma demanda por um documento que sintetize de forma estruturada os
métodos existentes, como subsidio para que a coleta de sementes seja bem-sucedida.

O objetivo deste trabalho é colaborar no atendimento desta demanda, por meio de um manual prético e aces-
sivel a todos aqueles envolvidos na conservagao genética desta importante espécie florestal.

Legislagao sobre coleta de sementes de espécies nativas

Hé uma legisla¢ao federal que contempla a coleta, produ¢ao e comercializagdo de sementes de espécies nativas,
que é regulamentada pela Instru¢do Normativa (IN) n° 17, de 26 de abril de 2017 (Brasil, 2017). Deste modo, antes
de iniciar a coleta de sementes de araucdria é preciso conhecer os procedimentos legais para realizar esta atividade.
De modo simplificado, destacam-se os seguintes topicos desta IN:

- De acordo com o artigo 3°, caso o objetivo seja a comercializagdo de sementes, é preciso que as pessoas
fisicas e juridicas se inscrevam no Registro Nacional de Sementes e Mudas (Renasem). Esta inscri¢ao
também ¢é obrigatoria para execugio de atividades de responsabilidade técnica, como amostragem, coleta,
certificaao e analise laboratorial de sementes.

- Quando se tratar de um produtor de sementes, é preciso encaminhar ao 6rgao de fiscalizagiao da Unidade
da Federacéo, até 30 de marco do ano subsequente, o Relatério Anual de Producao e Comercializacio de
Sementes (inciso VII do artigo 5°).

- O produtor que coleta as proprias sementes devera declarar a fonte de sementes ao 6rgao de fiscalizagao da
Unidade da Federagao correspondente (i.e., onde as sementes serdo coletadas), no prazo de 30 de margo
do ano corrente (artigo 6°). Esta declaragao acompanha os seguintes documentos: i) “croqui ou roteiro de
acesso a fonte de sementes”; ii) “autorizagdo do detentor dos direitos da propriedade intelectual da cultivar
protegida no Brasil, quando for o caso”

- As sementes das espécies florestais sao classificadas em quatro categorias (artigo 7°): i) identificada (pro-
venientes de matrizes com determinacdo botanica e localizacdo da populacio); ii) selecionada (de matrizes
em populagdes selecionadas fenotipicamente em uma determinada condi¢ao ecoldgica); iii) qualificada
(de matrizes selecionadas em populagdes selecionadas e isoladas contra pélen externo); iv) testada (de
matrizes selecionadas geneticamente, com base em testes de progénie ou testes aprovados pela entidade
certificadora, para areas isoladas contra polen externo).
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O “Coletor de Sementes de Espécies Florestais” devera se credenciar no Renasem, sendo que sua prestacao
de servicos devera ser comprovada por meio de contrato ou documento similar, ou por meio de identifi-
cagdo do coletor no Laudo de Vistoria (artigos 8° e 9°).

“O beneficiamento das sementes devera ser realizado pelo préprio produtor ou por beneficiador inscrito
no Renasem” (artigo 11).

“As sementes ou os frutos, contendo as sementes, deverdo estar acompanhados da nota fiscal, ou do Laudo
de Vistoria ou do contrato de prestagdo de servi¢o do coletor, quando estiverem sendo transportados para
beneficiamento ou armazenamento fora da propriedade onde se realizou a coleta dos frutos ou das semen-
tes” (artigo 12).

<« 4 . 7 . . .
O armazenamento das sementes podera ser realizado pelo proprio produtor ou por armazenador inscrito
no Renasem” (artigo 15).

“As sementes deverdo ser identificadas desde a coleta até sua comercializacio [...] com, no minimo, as
seguintes informagdes: i) nome da espécie e da cultivar, quando for o caso; ii) nome do municipio onde as
sementes foram coletadas, conforme a declaragdo da fonte de sementes; iii) categoria; iv) data de coleta; e
v) nome do produtor” (artigos 34 e 35). No entanto, para a finalidade de comercializa¢ao de sementes de
espécies florestais, a identificacdo deve ser mais ampla, incluindo, por exemplo: nome cientifico da espécie,
identificagdo do lote, periodo de coleta (més/ano), percentagem de germinagéo e viabilidade do lote de
sementes, dentre outros (artigo 36).

O responsavel técnico pela coleta e producao de sementes “devera ser um profissional qualificado e devi-
damente registrado no respectivo conselho profissional, que o habilite para: i) orientar a selecdo fenotipica
ou genética de matrizes nas fontes de sementes; ii) recomendar procedimentos de beneficiamento, de
armazenamento, de tecnologia de sementes e de manejo a serem adotados na fonte de sementes” (artigo
50). Entre as suas obrigagdes, ele deve executar vistorias e supervisionar as atividades relativas a producao
e a fonte de sementes, emitir e assinar os documentos correspondentes, e manter toda a documentagao
atualizada e organizada a disposi¢do do produtor contratante (artigo 51).

Quando a coleta de sementes de espécies florestais destina-se exclusivamente ao uso préprio, no mesmo
imovel rural de origem das matrizes produtoras de sementes, a IN prevé um processo simplificado, no qual
o agricultor podera coletar as sementes e produzir as respectivas mudas, respeitando as seguintes normas
quanto aos materiais (sementes e mudas) produzidos: i) “serem utilizados apenas em propriedade de sua
posse, sendo proibida a comercializa¢io do material produzido; ii) estar em quantidade compativel com
a area a ser plantada; e iii) declarar sua producdo de sementes, de material de propagagao vegetativa ou de
mudas para uso proprio ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa), quando o material
de propagacio utilizado for de cultivar protegida no Brasil [...], antes do inicio da produgao” (artigo 61).

Portanto, a coleta de sementes de espécies florestais nativas nao pode ser realizada arbitrariamente, devendo
seguir as normas e os protocolos estabelecidos pela legislagdo. Além disso, vale ressaltar que a coleta de sementes deve
ser precedida de autorizagdo formal do proprietario do imdvel rural ou dos representantes legais de UCs publicas,
onde as arvores matrizes de araucdria estdo presentes.

Fenologia e maturidade de pinhas

A araucaria, por pertencer ao grupo das gimnospermas, que nao produzem flores, mas sim estrébilos mascu-
linos e femininos em plantas distintas, ¢ uma espécie dioica e alégama, com reprodugao cruzada (Sousa et al., 2021).
Também nio produz frutos, e sim pinhas, que demoram aproximadamente dois anos para alcancarem a maturida-
de fisiologica das sementes apos a polinizag¢ao dos estrébilos femininos (Sousa et al., 2021). Deste modo, pode-se
encontrar em uma unica arvore pinhas em diversos estadios fenoldgicos: i) recém-formadas, apos a efetivagdo da
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fecundagao (Figura 2A); ii) intermedidrias, originadas no ano anterior (+12 meses) (Figura 2B); iii) maduras (+24
meses) (Figuras 2C e 2D).

Fotos: Valderés Aparecida de Sousa (A, B, C); Marianne Bernardes (D)

Figura 2. Pinhas de Araucaria angustifolia em diversos estadios fenoldgicos: recém-formada (A); intermedidria com +12 meses
(B); e maduras com +24 meses na arvore (C) e depois da queda natural ao chao (D).

Na regiao Sul do Brasil, a araucaria emite estrobilos masculinos (androestrébilos) anualmente, no periodo de
fevereiro a outubro, alcan¢ando a maturagdo com liberagdo total de pélen de agosto a outubro (Sousa et al., 2021).
Por sua vez, os estrobilos femininos (ginoestrébilos) sdao emitidos um pouco antes, tornando-se visiveis a partir de
maio e aptos para serem polinizados geralmente de agosto a setembro em Santa Catarina e em outubro no Parana,
cujos periodos variam de acordo com as condi¢des ambientais (Sousa; Hattemer, 2003; Mantovani et al., 2004). E
importante destacar que a fertilizagao do 6vulo pelo pdlen no interior do ginoestrdbilo ocorre aproximadamente 14
meses depois da polinizagdo, sendo que o pélen permanece em estado de dorméncia na micrépila até este momento
da fecundagao (Goeten et al., 2020).

Apés a polinizagao, as pinhas alcangam a maturidade apds duas estagdes de crescimento (aproximadamente
de 18 a 20 meses), geralmente entre os meses de marco e junho, ocasido adequada para serem amostradas (Sousa
et al., 2021). Portanto, se houver recursos para realizar varias expedi¢des ao campo, o ideal, para fins de conserva¢ao
genética da espécie, ¢ amostrar pinhas durante todo o periodo da safra, de modo a ampliar a variabilidade genética
das sementes coletadas. Vale destacar que os pinhdes no inicio e no final da safra apresentam menor variabilidade
genética, pois sdo provenientes de fertilizacdes de menor numero de individuos masculinos. Consequentemente,
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caso seja possivel realizar apenas uma expedi¢ao ao campo, recomenda-se amostrar pinhas quando as araucarias
estiverem em “plena safra’, por volta de abril na regido Sul, de modo a contemplar a maior variabilidade genética
possivel dos pinhoes coletados.

Descricao dos métodos

Selecao de locais para coleta de sementes

E importante que cada local selecionado para coleta de sementes, para fins de conservacdo de recursos gené-
ticos da araucdria, seja restrito a uma populagao natural situada em um ambiente edafoclimatico especifico, dentro
da formagao fitogeografica. Além disso, quando disponiveis, caracteristicas demograficas, geograficas e genéticas da
populagao a ser amostrada devem ser consideradas no processo de amostragem (Montagna et al., 2012). Quanto a
demografia, em populagdes naturais conservadas, com alta densidade de arvores de araucaria, deve-se amostrar um
minimo de 25 matrizes para cada popula¢do, como comentado mais adiante. Por outro lado, em populagdes com
arvores muito dispersas, tipico de areas com certo grau de desmatamento ou degradacdo, deve-se amostrar o niimero
de individuos disponiveis dentro de cada ambiente edafoclimatico, mesmo que nao se atinja o nimero minimo de 25
matrizes. Por sua vez, em relagao as caracteristicas geograficas, a amostragem de uma determinada popula¢do natu-
ral deve contemplar individuos localizados em diferentes altitudes e tipos de solos (i.e., ao longo da toposequéncia),
além de varias faces do relevo. Finalmente, caso haja estudo prévio com caracterizagdo genética de uma populagio,
¢ possivel definir com maior exatiddo o niimero minimo de matrizes a serem amostradas, com base em pardmetros
genéticos. Seguindo estas recomendagdes, eleva-se a probabilidade de aumentar a variabilidade genética das amos-
tras de sementes, considerando o conjunto de coletas de varias populagdes provenientes de diversos ambientes com
caracteristicas distintas.

Critérios para escolha das arvores a serem amostradas

A representatividade genética de uma populagdo de arvores de uma espécie alogama (i.e., que realiza preferen-
cialmente polinizagao cruzada, usualmente acima de 95%) depende do nimero de matrizes amostradas e do numero
de sementes amostradas por matriz. Esta representatividade pode ser avaliada por meio de estimativas de pardmetros
genéticos, principalmente o tamanho efetivo populacional e a frequéncia alélica (Nunes et al., 2021).

Em termos préticos, para fins de conservagao da diversidade genética de populagdes naturais sem informagoes
prévias de pardmetros genéticos, recomenda-se amostrar um minimo de 25 matrizes para cada populagdo nao endo-
gamica ou 30 matrizes quando ha indicios de endogamia (Sebbenn, 2002). Por sua vez, Nunes et al. (2021) mencio-
nam que, para garantir a conservagao da variabilidade genética de uma espécie florestal alégama, é preciso amostrar
pelo menos quatro populagdes distintas, incluindo 15 matrizes em cada populagao.

Durante o processo de amostragem das arvores para coleta de pinhas, recomenda-se manter uma distancia mi-
nima de 70 a 100 m entre as matrizes, de modo a reduzir o grau de parentesco entre elas (Sebbenn, 2002; Mantovani
et al., 2006). Neste contexto, Bittencourt e Sebbenn (2008) sugeriram uma distancia minima de 75 m entre arvores
para a coleta de sementes com fins de conservagdo genética da araucaria, baseando-se nas distancias médias de po-
linizagdo de 102 m e 98 m em uma floresta continua, estimadas por duas técnicas diferentes: analises de paternidade
e TwoGener, respectivamente. Por sua vez, Medina-Macedo et al. (2015), corroboraram esta distincia minima, pois
estimaram que o raio médio efetivo de dispersao de pélen de araucaria foi 75 m no interior de um fragmento florestal.
Como a finalidade desta amostragem ¢ a conservagao genética da espécie, os individuos sdo amostrados aleatoria-
mente, sem considerar caracteristicas especificas de interesse silvicultural ou de produtividade. Em termos praticos e
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operacionais, a partir da primeira matriz amostrada no campo, é realizado o caminhamento aleatdrio considerando
uma distancia aproximada de 100 m no interior da floresta até encontrar outra drvore contendo pinhas, que serad a
segunda matriz, e assim sucessivamente. Normalmente, se adota o caminhamento em zigue-zague dentro da drea, em
um sentido pré-determinado no transecto da floresta. Caso ndo haja uma arvore com pinhas maduras nessa distancia
de 100 m, deve-se escolher a vizinha mais proxima para realizar a amostragem. Refor¢a-se a recomendagio de que
nao se deve selecionar as arvores e sim toma-las ao acaso, pois a representatividade genética é o fator mais importante
para o objetivo deste trabalho.

No entanto, quando o objetivo da coleta de sementes esta voltado para o melhoramento genético da espécie,
visando plantios comerciais, ¢ importante que sejam adotados critérios especificos para a amostragem de arvores.
Deste modo, os individuos sao selecionados com base nas caracteristicas fenotipicas adequadas para a silvicultura,
principalmente para producao e qualidade de madeira e pinhdes. Assim, durante as expedi¢des em florestas naturais,
para sele¢ao de arvores, devem ser seguidas as etapas: i) observar se as arvores matrizes apresentam boas caracteristi-
cas sanitarias e biométricas, com destaque para o formato cilindrico do tronco e/ou produgio de pinhas; ii) mensurar
as arvores selecionadas [didmetro a altura do peito (DAP; + 1,30 m), altura da arvore, didmetro médio da copa, altura
do primeiro verticilo, espessura da casca etc.]; iii) além disso, quando possivel, recomenda-se a coleta de baguetas
para estudos de dendrocronologia (ver capitulo 4) e de cambio para extragdo de DNA (ver capitulo 3), que permitirao
estimar a idade de cada individuo amostrado e realizar a sua caracterizagdo genética.

Em ambos os casos, conservagio e melhoramento genético, é necessario realizar o georreferenciamento de
cada drvore com equipamento de precisdo, identific-la com etiqueta metdlica inox, numerada sequencialmente, cuja
numeragdo ¢ também registrada com tinta amarela ou vermelha no tronco da arvore (ver detalhes no capitulo 3).

Métodos de coleta de pinhas em arvores de araucaria

O melhor momento para a coleta é quando a pinha estd completamente formada e atinge a maturagao fisio-
légica, caracterizada externamente por uma coloragiao verde-amarronzada, pois suas sementes apresentam melhor
qualidade fisioldgica e maior poder germinativo nesse estadio (Fowler, 2018). Na pratica nao ¢é facil identificar este
“ponto ideal” de maturagdo, o que requer experiéncia de campo e boa capacidade de observa¢ao (Figura 3). Por
exemplo, pinhas verdes escuras com areas amarronzadas nas bases dos pinhdes é um indicativo de que estas sementes
estdo maduras.

Fotos: Valderés Aparecida de Sousa

Figura 3. Pinhas de Araucaria angustifolia imaturas (A) e no “ponto ideal” de coleta (B).
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A coleta de pinhas diretamente na arvore é preferivel em relagdo a coleta daquelas caidas no chio, de modo a
garantir a origem genética das sementes, seja para programas de conservagao da espécie ou para a implantagao de
testes de progénies. Quando possivel, particularmente em arvores mais baixas, pode-se utilizar uma corda-coleta [in-
cluindo estilingue ou baladeira, peso de pescaria (chumbo), cordas ou linhas, molinete etc.] para remover as pinhas
dos ramos (Figura 4). Em algumas situagoes, também ¢é possivel a derrubada de pinhas com bambus longos, que é um
método muito utilizado por agricultores na regiao Sul do Brasil.

Foto: Carlos Roberto Urio

Figura 4. Coleta de pinhas em arvore de Araucaria angustifolia por equipe especializada, utilizando uma corda-coleta.

Considerando que a araucaria inicia a producéo de estrdbilos entre 14 e 16 anos de idade em florestas naturais
(Sousa et al., 2021), quando apresenta altura geralmente acima de 15 metros e largo didmetro, a escalada técnica das
arvores — popularmente conhecida como alpinismo florestal — é o método mais indicado, principalmente, em situa-
¢Oes onde as pinhas-alvo estio envolvidas por muitos obstdculos, como galhos sobrepostos (Figura 5)

Fotos : André Kasczeszen

Figura 5. Escalada técnica em arvore de Araucaria angustifolia, desde a base do tronco (A) até a copa (B), para coleta de sementes.
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Fotos: Sérgio Ricardo Silva

Os equipamentos para escalada técnica em arvores incluem: esporas com garras de ago para adaptagdo em
calgados, cadeirinha, cinto de seguranca, capacete, estribo, descensor freio oito, trava quedas blocante, descensor
auto-blocante, polias de aco dupla, mosquetdes de ago, corda estatica e cordolete (Figuras 6A—6L). Além disso, é
necessario um podao com cabo longo dotado de cortador ou gancho (Figura 6M).

Figura 6. Alguns equipamentos utilizados na escalada técnica de arvores de Araucaria angustifolia para coleta de sementes:
esporas com garras de ago (A), cadeirinha (B), cinto de seguranga (C), capacete (D), estribo de quatro degraus (E), descensor
freio oito (F), trava quedas blocante (G), descensor auto-blocante (H), polia de ago dupla (I), mosquetdo de aco (J), corda
estatica (K), cordolete (L) e cabo longo com cortador ou gancho (M).

Tlustragao: Sérgio Ricardo Silva

Devido ao significativo nivel de risco envolvido na escalada de arvores, é preciso realizar treinamento espe-
cifico para esta finalidade, incluindo conceitos tedricos e vivéncia pratica. Frequentemente, a melhor alternativa é
contratar equipes especializadas que prestam este tipo de servico.

Ha outros métodos que podem ser utilizados para a escalada de arvores, como o uso de escadas acoplaveis,
escadas de corda, esporas com cinto de seguranca, blocante ao tronco com cinto de seguranca do rapel etc. (Medeiros
et al., 2007; Ledo et al., 2015a, 2015b; Bento et al., 2018). Porém, eles sio pouco utilizados para araucdria.

Independentemente do método utilizado para a coleta de pinhas, é imprescindivel o uso de equipamentos de
protecao individual (EPIs) adequados, como calgados tipo “perneira’, capacete, luvas e dculos de protecao (Figura 7),
particularmente durante o caminhamento no interior da floresta.

WiaW—

Figura 7. Equipamentos de prote¢do individual (EPIs) utilizados na coleta de pinhas e sementes de Araucaria angustifolia: calgado tipo
“perneira” (A), capacete (B), luvas (C) e 6culos de protecao (D).
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Quando néo se dispoe dos recursos descritos anteriormente (i.e., corda-coleta ou equipe de escalada), pode-se
realizar a coleta das pinhas caidas no chao e proximas da arvore matriz escolhida (Figura 8). No entanto, é impres-
cindivel que a borda da copa das outras arvores femininas em reprodugdo, com pinhas, se encontre a uma distancia
minima de 50 m do local onde as pinhas serdo coletadas. Esta é uma condi¢do fundamental para minimizar o risco
de mistura de pinhas provenientes de arvores diferentes, particularmente quando a amostragem tem foco em cada
individuo (matriz) da populacio selecionada.

Fotos: Carlos Roberto Urio

Figura 8. Coleta de pinhas no chio sob a copa de uma arvore de Araucaria angustifolia (A) e agrupadas por matriz apds a

conclusio do trabalho (B).

Outra recomendagdo importante consiste em ndo coletar pinhas de matrizes totalmente isoladas, sem arvores
adultas masculinas na vizinhanga, pois as pinhas podem apresentar sementes “chochas” (nao viaveis), devido a redu-
zida taxa de fecundagdo. Neste contexto, o pdlen da araucdria se dispersa pelo vento, podendo alcangar até 600 m de
distancia em campo aberto; porém, no interior da floresta, devido aos obstaculos naturais e as caracteristicas morfo-
légicas e estruturais do grao de polen, que é relativamente pesado, ele percorre curtas distancias, geralmente menores
que 263 m dentro de capio e 458 m em floresta aberta (Medina-Macedo et al., 2015). Além disso, a concentra¢do do
poélen no ar é inversamente proporcional a distdncia percorrida (Niklas, 1985), refor¢ando a necessidade de maior
proximidade entre individuos masculinos e femininos para a ocorréncia da poliniza¢ao e forma¢ao de sementes
vidveis.

Para fins de conservagao genética da araucaria, é preciso coletar aproximadamente oito pinhas por arvore matriz,
localizadas em diferentes pontos cardeais (norte, sul, leste e oeste) da copa, de modo que as sementes coletadas sejam
oriundas da fertilizacdo de uma maior diversidade de pdlens provenientes de varias arvores masculinas. Neste contexto,
a direcdo dos ventos pode afetar essa diversidade de pélens, dependendo da posi¢ao do estrébilo feminino na copa.
A quantidade de sementes por pinha deve ser em torno de 72 a 120, de modo a permitir a formagao de suficiente quan-
tidade de mudas, com alta variabilidade genética. No entanto, se for coletar pinhas (ou sementes) caidas no chao, é ne-
cessario aumentar o numero total de sementes por arvore matriz, atingindo de 800 a 1.000 unidades, pois estas sementes
em contato com o solo podem ter sofrido algum grau de deterioragao ou ataque de brocas. Além da formagao de mudas
para plantio em banco ativo de germoplasma, parte das sementes coletadas sdao geralmente reservadas e armazenadas
em freezer para posterior caracterizagao genética dos descendentes das drvores matrizes coletadas.

As pinhas coletadas no campo deverdo ser acondicionadas em sacos de tecido (Figura 9A) para transporte até
o laboratorio ou viveiro, na brevidade possivel para evitar que as sementes sequem ou sofram outros danos, como o
ataque de broca. Durante o transporte do campo até o local de beneficiamento, o ideal ¢ manté-las resfriadas sob tem-
peratura de 3 a 5 °C (Bianchetti, 1999) em caixas térmicas contendo gelo ou bolsa térmica gel. Apds o beneficiamento
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das sementes, as amostras sdo transferidas para sacos de papel kraft (Figura 9B). Ressalta-se que sacos plasticos nao
sao adequados para estas finalidades, pois favorecem a proliferagdo de fungos, devido a retengdo de alta umidade
proveniente das pinhas e/ou sementes. Além disso, as sementes precisam de oxigénio para sua manutengao vital, o
que ¢ dificultado por embalagens impermeaveis ao ar.
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Figura 9. Pinhas e sementes de Araucaria angustifolia coletadas no campo e armazenadas em sacos de tecido (A) para transporte

ao laboratdrio ou viveiro, sendo posteriormente transferidas para sacos de papel kraft (B) ap6s o beneficiamento.

Método de beneficiamento de sementes

Para aumentar o rendimento operacional da coleta de sementes de araucaria em dreas de florestas naturais, nao

é pratica a realizacao da debulha das pinhas, sua classificagdo e limpeza em condi¢des de campo, sendo preferencial-
mente transportadas in natura com um pouco de impurezas (e.g., fragmentos de grimpas, galhos, cascas e folhas).
Assim, ap6s o recebimento das pinhas e/ou sementes no laboratério ou no viveiro, essas devem ser beneficiadas antes
do armazenamento em cdmara fria, com o objetivo de uniformizar e melhorar a qualidade dos lotes de sementes. Este
processo de beneficiamento inclui as seguintes etapas:

Recepgio das amostras e manuseio inicial: para evitar a contamina¢do das sementes com fungos, bac-
térias e virus, recomenda-se que as bancadas e outros locais onde as sementes serdo manuseadas sejam
previamente limpos e desinfetados por meio de uma solugao aquosa quente com detergente e desinfetante
a base de Lysoform ou dlcool 70% (Brasil, 2009a). Além disso, é importante o uso de ferramentas e luvas
limpas e desinfetadas. Antes de iniciar o manuseio de cada lote de sementes (provenientes de uma arvore
matriz), é necessario repetir o processo de desinfecgio.

Organizag¢ao de bandejas para recebimento de pinhas: o primeiro passo do beneficiamento é separar os
lotes de pinhas e/ou sementes, individualmente por arvore matriz, em bandejas previamente identificadas
com os respectivos codigos das arvores (Figura 10). Esta atividade exige muita aten¢ao, de modo a evitar
qualquer tipo de mistura de material genético.

Limpeza inicial: as impurezas mais grosseiras sao retiradas manualmente antes da debulha. Nessa etapa
devem ser descartadas também as pinhas imaturas (Figura 3A).

Secagem das pinhas: as bandejas contendo as amostras devem ser dispostas em um local ventilado e com
baixa umidade do ar para acelerar o processo de secagem e abertura das pinhas. Geralmente, as pinhas
devem permanecer nas bandejas por um periodo aproximado de 15 dias, até a sua abertura, facilitando o
posterior beneficiamento.
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Fotos: Ananda Virginia de Aguiar

Figura 10. Pinhas e sementes de Araucaria angustifolia organizadas em bandejas (A, B), devidamente identificadas com plaquetas,
contendo os respectivos codigos das arvores matrizes.

- Extragao das sementes das pinhas: a retirada das sementes da pinha inicia-se com o rompimento do seu
tegumento externo para a liberagdo dos pinhdes, prosseguindo com a debulha (Figura 11).

Fotos: Ananda Virginia de Aguiar

Figura 11. Rompimento do tegumento externo de pinhas de Araucaria angustifolia (A), debulha das sementes (B) e produto final

deste processamento (C).

- Limpeza final: os fragmentos mais finos sdo eliminados pela agitacao da bandeja, que possui fundo cons-
tituido por uma tela que funciona como peneira (Figura 12).

- Classificagdo das sementes: apos os processos de debulha e limpeza, descartam-se as sementes que este-
jam “chochas” (ou vazias), imaturas, com fungos ou brocas, quebradas e defeituosas. No entanto, as semen-
tes menores nao devem ser descartadas, especialmente se o objetivo é a conservagdo genética da espécie,
pois evita-se a redu¢do de variabilidade genética do lote proveniente de uma matriz (Battilani et al., 2006).
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Sousa (B)

Fotos: Marianne Bernardes (A) Valderés Aparecida de

Figura 12. Limpeza final de um lote de sementes de Araucaria angustifolia (A) por meio da agitacdo da bandeja com fundo telado
(B), que funciona como peneira.

Método de armazenamento de sementes

As sementes de araucaria sdo consideradas recalcitrantes por sofrerem danos fisioldgicos ao se desidratarem,
perdendo progressivamente a capacidade germinativa ao longo da faixa regressiva de 38% a 25% de umidade, tor-
nando-se invidveis (mortas) quando apresentam apenas 20% de agua (Tompsett, 1984). Apos atingirem a maturagao,
com umidade em torno de 55%, as sementes podem perder totalmente a viabilidade em condigdes ambientais na-
turais em um periodo de 4 a 6 meses (Fowler et al., 1998, 2018; Lorenzi, 2002). Deste modo, o ideal é armazenar as
sementes na brevidade possivel, logo ap6s a coleta no campo.

O sucesso do armazenamento de sementes recalcitrantes depende do método empregado, que precisa ser ajus-
tado para cada espécie de planta. Entretanto, ainda nao se dispoe de métodos eficazes de armazenamento no longo
prazo, para a maioria das sementes recalcitrantes da flora brasileira (Fowler, 2018). No caso da araucaria, alguns
trabalhos foram desenvolvidos e proporcionam resultados satisfatorios, como sera visto a seguir.

Fowler et al. (1998) recomendam acondicionar as sementes de araucaria recém-coletadas em embalagem de po-
lietileno semipermeavel de 24 um (micra) de espessura e posterior disposi¢ao no interior de cimara fria ajustada para
temperatura de 4 °C e com umidade relativa do ar de 89%, cujo método permite alcangar uma taxa germinativa de
70% aos oito meses e 60% apo6s um ano de armazenamento. Deve-se notar que esse tipo de embalagem de polietileno é
geralmente utilizado na pesquisa sobre conservagao de sementes, podendo ser encomendado as empresas fabricantes.

Uma adaptagdo do método citado anteriormente foi proposta por Fowler (2018), cujas sementes recém-cole-
tadas sdo colocadas em cédmara seca (temperatura de 23 °C e umidade relativa do ar de 9%) para reduzir o teor de
agua para 38%, ou seja, até o “ponto de umidade critica de sobrevivéncia” de sementes de araucaria (Eira et al., 1994).
O restante do processo é idéntico ao descrito previamente (Fowler et al., 1998). Este procedimento resultou em taxa
germinativa de 95% aos 810 dias de armazenamento, com o diferencial de as sementes apresentarem maior vigor,
medido pelo indice de velocidade de germinagao, o que é fundamental para o bom desenvolvimento das plantulas no
periodo de pds-emergéncia. O autor relata que sementes recalcitrantes armazenadas com umidade acima do “ponto
critico” e que tenham passado pelos estagios iniciais de germinagao, ainda dentro da pinha, sdo susceptiveis a danos
fisiolégicos semelhantes aqueles causados pela secagem excessiva, levando ao decréscimo de sua germinagao.

Outro método alternativo consiste em acondicionar as sementes em embalagens de polietileno de 0,5 um de es-
pessura e armazena-las em camara refrigerada, entre 0 e 1 °C, com umidade relativa do ar entre 90% e 95%, cuja técnica
pode resultar em capacidade germinativa superior a 97% apds seis meses de armazenamento (Cagola et al., 2006).

E importante ressaltar que temperaturas muito baixas, menor que 0 °C, também causam injurias as sementes
de araucaria. Portanto, estas ndo devem ser armazenadas em freezer, sob pena de perderem completamente a viabili-
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dade germinativa (Garcia et al., 2014). Além disso, temperaturas mais elevadas, acima de 20 °C, aceleram a deteriora-
¢do das sementes da espécie, pois aumentam a taxa respiratéria que leva ao consumo de substancias de reserva, além
de ocasionarem a desorganizagao celular associada a desidratagao e a senescéncia dos tecidos (Amarante et al., 2007).

A susceptibilidade ao ataque de fungos é outra preocupagio em relagdo a manutengao da capacidade germina-
tiva das sementes de araucaria recém-coletadas em campo. Assim, é recomendado realizar um tratamento fitossani-
tario antes de seu armazenamento em camara fria, utilizando uma solugdo aquosa com 0,5% a 3% de hipoclorito de
sédio (NaClO) (Hennipman et al., 2017). Uma forma pratica de realizar este tratamento ¢é utilizando dgua sanitaria
comercial, que é vendida em solugao de até 2,5% de NaClO. A desinfec¢ao superficial das sementes ¢é realizada por
meio de sua imersdo na solu¢ao de NaClO por periodo de trés minutos, quando sdo retiradas do recipiente e distri-
buidas uniformemente, em camada tnica, sobre papel absorvente, deixando-as secar a sombra. Vale ressaltar que esta
desinfec¢ao é desnecessaria quando a semeadura for realizada em curto prazo apds a coleta em campo.

Métodos expeditos para avaliar a viabilidade de sementes

Considerando a redugdo significativa da capacidade germinativa de sementes de araucaria apds a maturagiao
fisioldgica, além de um percentual de unidades “chochas” (ou vazias) na pinha, é importante realizar uma avaliacao
do lote de sementes antes da semeadura, de modo a obter sucesso na formagao das mudas, que é favorecida pela alta
taxa de germinacéo e vigor das plantulas emergidas.

Um método pratico para avaliar a viabilidade de sementes de araucaria é por meio de sua imersdo em um
recipiente com agua: as sementes que permanecerem no fundo sdo consideradas viaveis, com maior capacidade
germinativa. Por outro lado, aquelas que boiarem provavelmente estarao “chochas”, ndo devendo ser semeadas para
prevenir falhas no lote de mudas (Jankauskis, 1970; Wendling et al., 2017).

Em laboratério tem-se a op¢ao do teste de tetrazdlio, que ¢é utilizado para diversas espécies agricolas e flores-
tais, com adaptagoes em relacao as Regras para Analise de Sementes (RAS) publicadas pelo Ministério da Agricultura
e Pecudria (Brasil, 2009b). Este teste visa avaliar rapidamente a viabilidade de sementes, particularmente daquelas
que apresentam dorméncia, que sdo recalcitrantes ou que germinam lentamente em testes padrdes de rotina labora-
torial. Por ser um teste bioquimico, pode ser utilizado em qualquer momento, mesmo que as sementes estejam ainda
dormentes ou tenham sido expostas a danos por secagem e/ou ataque de insetos, dentre outros. Vale ressaltar que
se utiliza apenas uma amostra de sementes de cada lote, de modo a caracteriza-lo em termos de poder germinativo.
As sementes submetidas ao teste de tetrazdlio sao descartadas posteriormente.

Oliveira et al. (2014) apresentam uma alternativa para o teste de tetrazolio, especifico para sementes de arau-
caria, que tem proporcionado bons resultados. De maneira resumida, as sementes sio embebidas em dgua durante
18 horas, visando ativar o metabolismo, realizando-se na sequéncia a remogao dos tegumentos e do tecido nutritivo
(megagametdfito) com auxilio de estilete, restando apenas os embrides que sao imersos em solugdo de tetrazdlio
(0,5% ou 0,1% de concentragdo) sob temperatura de 25 °C e mantidos no escuro durante 1 hora. Apds este periodo, os
embrides sao classificados em vidveis ou invidveis, com base na coloragio, aparéncia dos tecidos, extensao dos danos
e posicdo das coloracdes em relacio as areas essenciais de crescimento. Maiores detalhes sobre os critérios de classi-
ficagdo e fotos ilustrativas dos embrides ao final do teste de tetrazolio sdo encontrados no artigo cientifico original.
De modo similar, Silva et al. (2016) apresentam critérios ajustados para a condugao do teste de tetrazolio com semen-
tes de araucaria, incluindo fotos ilustrativas.

Método para avaliar a taxa de germinagao de sementes

A determinacao da taxa de germinagdo de um lote de sementes ¢ fundamental para o planejamento da semea-
dura, de modo a reduzir falhas na formagao de mudas e, consequentemente, os gastos com insumos e mao de obra.
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Hé& métodos praticos que podem ser realizados no préprio viveiro, sem controles especificos de substrato, temperatu-
ra e umidade. Porém, os resultados, por serem influenciados pelas condicdes ambientais locais, ndo sao reprodutiveis
e eficazes para comparar, com maior assertividade, lotes distintos de sementes. Assim, métodos de analise de germi-
nacao realizados em laboratdrio, sob condi¢des controladas, tém sido desenvolvidos com a finalidade de padronizar
os procedimentos e permitir uma germinagdo mais uniforme, rapida e completa das sementes, sendo especificos para
cada espécie. Deste modo, é possivel comparar os resultados obtidos por diferentes trabalhos, além de aumentar a
eficacia da produc¢ao de mudas pelo viveirista.

O método oficial para avaliar a germina¢ao de sementes é baseado nas RAS (Brasil, 2009b), sendo empregado
principalmente por produtores de sementes certificadas e em estudos cientificos. A seguir sdo apresentadas as prin-
cipais etapas deste teste laboratorial para sementes de araucaria (adaptado de Oliveira et al., 2014):

- Sementes: sdo utilizados quatro conjuntos ou repeti¢oes de 25 ou 50 sementes para cada lote a ser avaliado.

- Recipiente e substrato para semeadura: bandejas plasticas contendo areia autoclavada sob temperatura
de 120 °C, por 20 minutos, que deve ser posteriormente umedecida com dgua destilada até atingir a reten-
¢do de umidade correspondente a 60% da capacidade de campo.

- Semeadura: as sementes sdo inseridas no substrato de forma inclinada e com a por¢ao mais fina voltada
para baixo (Figura 13). Deve ser utilizado um espagcamento uniforme entre as sementes e suficiente para
minimizar a contaminag¢do (por patdgenos) e a competicdo entre as plantulas em desenvolvimento. Um
espacamento entre as sementes de 1,5 a 2,0 vezes o seu comprimento é o ideal.

Fotos: Elisa Serra Negra Vieira

o

Figura 13. Sementes de Araucaria angustifolia inseridas inclinadamente no substrato de areia, com a por¢do mais fina
voltada para baixo (A), para posterior processo de germinagdo (B) e avaliagdo da taxa germinativa.

- Incubagao: as bandejas contendo as sementes sdo acondicionadas em camara germinadora do tipo BOD
(biochemical oxygen demand) ajustada para temperatura de 25 °C e sob luz constante. O periodo total de
incubagao é de 35 dias.

- Avaliagdo da germinagio: apos a incubagao, é realizada a contagem somente das plantulas normais, cuja
soma ¢ usada no calculo da percentagem de germinagdo, em relagdo ao total de sementes. Finalmente, o
resultado final serd a média das quatro repeticoes.

Plantulas normais sdo aquelas que possuem sistema radicular bem desenvolvido, além de hipocétilo, epicétilo
e folhas primordiais (eofilos) saudaveis (Figuras 14A e 14B), que mostram potencial para continuar seu desenvolvi-
mento e dar origem a plantas normais. Por outro lado, plantulas anormais (Figura 14C) sao aquelas caracterizadas
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pela auséncia ou deformagdo de uma ou mais estruturas essenciais (como raiz e parte aérea) ou que apresentam
desenvolvimento fraco ou disturbios fisioldgicos que comprometam seu desenvolvimento normal (Brasil, 2009b).

B

Fotos: Elisa Serra Negra Vieira

Figura 14. Exemplo de classificagdo, ap6s a germinagdo, de plantulas normais (A, B) e anormais (C) de Araucaria
angustifolia.

Método de extracao e isolamento de DNA de embrides para analises genéticas

A genotipagem de sementes de araucaria por meio de marcadores moleculares possibilita estimar pardmetros
genéticos, principalmente aqueles relacionados ao sistema reprodutivo, além de outros atributos bioldgicos de
interesse para estudos de populagdes naturais de araucaria (Stefenon et al., 2008). Varios trabalhos relacionados
ao tema foram publicados nos tltimos anos, com o objetivo de nortear a amostragem de sementes em populagdes
naturais para uso em programas de conservagao genética da espécie (Sousa et al., 2021). Por exemplo, a diversidade
genética, a taxa de endogamia, a estrutura genética espacial e a dispersao de polen de duas populagdes naturais de
araucaria da regido Sul do Brasil foram estimadas com a finalidade de estabelecer estratégias de conservagao da
espécie (Medina-Macedo et al., 2015).

A extragdo de acido desoxirribonucleico (DNA) ¢ realizada geralmente no embriao que compde a semente,
por conter as informagdes genéticas dos dois genitores. No entanto, o endosperma da semente contém somente as
informagoes genéticas do genitor feminino, sendo utilizado apenas quando se necessita saber o genétipo da planta
mae e ndo se tem tecidos foliares ou cambial. O material genético purificado é utilizado, posteriormente, para o
sequenciamento de nucleotideos de DNA por duas técnicas principais: i) marcadores microssatélites [simple sequence
repeats (SSRs)]; e ii) marcadores baseados no polimorfismo de um tnico nucleotideo [single nucleotide polymorphism
(SNP)], como comentado no capitulo 3.

A etapa-chave para a genotipagem de sementes de araucaria ¢ o isolamento e a purificagao de DNA, em quanti-
dade e qualidade adequadas, precisando estar integro, livre de impurezas e ser passivel de amplificacao pelas técnicas
de sequenciamento (Mazza; Bittencourt, 2000).

Em sintese, o0 método de extracdo de DNA dos embrides de sementes de araucaria, utilizado na Embrapa
Florestas, possui as seguintes etapas:

- Retirada dos embrides das sementes: cada semente é alojada sobre uma depressao feita em uma platafor-
ma de madeira, seguida de corte com uma guilhotina acoplada nesta estrutura (Figuras 15A e 15B), que
foi desenvolvida na Embrapa Florestas, pelo pesquisador Jarbas Yukio Shimizu.

25



Araucaria angustifolia: métodos para coleta de sementes, pdlen, cambio e baguetas para estudos cientificos

26

Foto: Valderés Aparecida de Sousa

Fotos: Marianne Bernardes

Figura 15. Corte de semente de Araucaria angustifolia em guilhotina (A) para a retirada do embrido (B) e sua maceragao
em almofariz (C, D), visando a posterior extragdo de DNA.

Maceragiao dos tecidos embrionarios: cada embrido é colocado em um almofariz (gral) previamente
resfriado sob temperatura aproximada de -18 °C, seguido de maceragao com o pistilo (Figuras 15C e
15D). Outra opgao ¢é realizar a maceragdao do embrido junto com nitrogénio liquido dentro do almofariz
seco. Atualmente, as amostras de embrido também podem ser maceradas no equipamento TissueLy-
ser™ apds serem resfriadas com nitrogénio liquido. Neste caso, para a ruptura das amostras podem ser
usadas esferas (beads) de ago inoxidavel ou carboneto de tungsténio com 3 a 7 mm de didmetro (Qiagen,
2010). Deve-se notar que o tubo contendo as amostras e as esferas nao deve ser resfriado, para evitar
rachaduras em sua estrutura.

Isolamento e purificagio de DNA dos embrides: sio realizados segundo o método de Doyle e Doyle
(1987) ou, ainda, usando kits especificos de extracao de DNA de plantas (e.g., Kit de Plantas DNasy 96
— Qiagen; Figura 16).

Armazenamento do DNA isolado: é realizado em camara fria sob temperatura de -20 °C, até o momento
da genotipagem de DNA a partir das técnicas de SSR ou SNP.

Figura 16. Isolamento de DNA de embrides de Araucaria angustifélia usando Kit de Plantas DNasy 96 — Qiagen.
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Consideracgoes finais

A coleta de sementes de araucaria com fins de conservagdo genética requer conhecimentos especificos sobre ge-
nética de populagdes, estratégias de amostragem, fenologia de desenvolvimento e amadurecimento das sementes, méto-
do de escalada em arvores, procedimentos de beneficiamento e armazenamento de sementes, legislagao sobre sementes
de espécies florestais nativas, dentre outros. Portanto, envolve uma equipe multidisciplinar para o éxito da atividade.

A obtengdo de sementes de araucaria com alto valor, em termos de variabilidade genética e qualidade fisioldgica,
¢ uma condigdo essencial para a forma¢ido de mudas destinadas a programas de conservagao genética e restauragao de
areas de UC, RL e APP. Portanto, esta atividade constitui um processo-chave que deve ser desenvolvido baseado em
métodos bem estabelecidos cientificamente e, preferencialmente, de facil execu¢ao em nivel de campo e laboratério.

O treinamento permanente de equipes técnicas, capazes de desempenhar adequadamente as diversas etapas de
coleta, beneficiamento e armazenamento de sementes de araucaria, é fundamental para a continuidade de programas
de conservagao genética da espécie, que tém sido desenvolvidos por institui¢des de pesquisa, 6rgaos ambientais, uni-
versidades, comunidades rurais, organiza¢des da sociedade civil, dentre outras.

Investimentos em recursos humanos e infraestrutura para a realizagdo dos trabalhos de campo e laboratoriais
sao requeridos continuamente, de forma a garantir a manutenc¢do dos projetos e programas de pesquisa em anda-
mento, assim como a ampliacdo da rede de pesquisa para conservagio da araucdria em nivel nacional.
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