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Fonte: Dyckia remotiflora: como D. rariflora, Bot. Reg. 1782, 1836.
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MORESCO, Veronica Pellizzaro. Caracteristicas fisicas e potencial fisiologico de
sementes de bromélias Brasileiras do género Dyckia em funcéo da temperatura,
tamanho de semente e armazenamento. 2021. 80 f. Tese (Programa de Pés-
Graduacao em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

Em razéo do crescente uso de bromélias no paisagismo houve a intensificacdo da
extracdo dessas plantas de seu habitat, fato que tem alertado para ameaca de
extincdo de algumas espécies. Para que haja a preservacdo da biodiversidade ha
necessidade do desenvolvimento de métodos para a producdo de mudas de baixo
impacto ambiental e reduzido custo. Neste sentido, a multiplicacdo sexuada de
bromélias é uma alternativa promissora. O objetivo deste avaliar o potencial fisiol6gico
de sementes de Bromeliaceas de diferentes tamanhos, bem como analisar seu
desempenho em condi¢cdes de armazenamento distintas e, por fim, avaliar o uso de
criopotetores disponiveis e seu reflexo no processo de germinagdo. O potencial
fisiologico de sementes foi verificado por meio de trés experimentos: tamanho de
sementes, armazenamento e criopreservacdo em delineamento inteiramente
casualizado. No experimento 1: Sementes de trés espécies de bromélias do género
Dyckia (D. brevifolia, D. beateae e D. excelsa) foram separadas em trés lotes:
pequenas, meédias e grandes avaliando-se individualmente o comprimento, largura e
espessura, resultando em um esquema fatorial 3x3. No experimento 2: Para o estudo
de armazenamento, foram testadas trés embalagens (polietileno, polipropileno e papel
do tipo ‘Kraft’) e duas temperaturas (ambiente (25°C) e controlada (10°C)) em trés
periodos de armazenamento (30, 60 e 90 dias), para trés espécies de bromélia (D.
brevifolia, D. beateae e D. excelsa) resultando em um esquema fatorial 3x2x3 e as
espécies testadas separadamente. No experimento 3: Para o0 teste de
criopreservacao, foram utilizados seis tratamentos com crioprotetores e mais um
controle (T1 - controle; T2 — sacarose 0,4M; T3 - glicerol 2M; T4 — PVS1 (19% de
glicerol, 13% de etilenoglicol, 6% de dimetil sulfoxido, 0,5M de sorbitol); T5 — PVS2
(30% de glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% de dimetil sulfoxido e 0,4M de sacarose);
T6 — PVS3 (50% de glicerol + 50% de sacarose); T7 — PVS2 com 1% de floroglucinol)
e seis espécies de bromélias do género Dyckia (D. excelsa; D. beateae; D. dusenni;
D. delicata; D. distachya; D. brevifolia) em esquema fatorial 6x7. Para os trés trabalhos
foram analisados: primeira e Gltima contagem de germinacéo, indice de velocidade de
germinacdo, comprimento de plantula e massa seca de plantula. Os dados
submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05) e as médias comparadas pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade. O tamanho das sementes influencia o potencial
fisiolégico, sendo que, sementes maiores possuem maior germinacdo e vigor. A
espécie D. brevifolia, possui sementes de melhor qualidade (97% de germinacéo). O
armazenamento em temperatura ambiente ou controlada, por um periodo de 30 dias,
é eficaz para manutencéo do vigor de sementes de D. beateae, condicionadas tanto
em embalagens de polietileno quanto de polipropileno. Para sementes de D. brevifolia,
0 armazenamento em embalagens de polietileno e polipropileno em ambas
temperaturas (25°C e 10°C) e periodos testados apresentam alto vigor. Sementes de
D. beateae e D. brevifolia apresentam maior porcentagem de germinacdo. A
criopreservacdo sem utilizacdo de crioprotetores nas sementes de D. excelsa; D.
dusenni; D. delicata; D. distachya e D. brevifolia, ndo altera vigor. Os tratamentos com



sacarose, PVS1l e PVS2, visando a conservagdo por tempo prolongado, séo

alternativas viaveis e promissoras na manutencdo do vigor de sementes de D.
beateae.

Palavras-chave: bromeliaceae; bromélias brasileiras; criopreservacao; germinacao;
risco de extingcéo; vigor.



MORESCO, Verbdnica Pellizzaro. Physical characteristics and physiological
potential of Brazilian bromeliad seeds of the genus Dyckia as a function of
temperature, seed size and storage. 2021. 80 p. Tese (Programa de Pés-Graduacao
em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Due to the increasing use of bromeliads in the landscaping, there has been an
intensification of the extraction of these plants from their habitat, a fact that has warned
of the threat of extinction of some species. For the preservation of biodiversity, there
is a need to develop methods for the production of seedlings with low environmental
impact and reduced cost. In this sense, the sexual multiplication of bromeliads is a
promising alternative. The objective of this study is to evaluate the physiological
potential of Bromeliacea seeds of different sizes, as well as to analyze their
performance under different storage conditions and, finally, to evaluate the use of
available cryoprotectors and their reflex in the germination process. The physiological
potential of seeds was verified through three experiments: seed size, storage and
cryopreservation in a completely randomized design. In experiment 1: Seeds of three
species of bromeliads of the genus Dyckia (D. brevifolia, D. beateae and D. excelsa)
were separated into three lots: small, medium and large, individually evaluating the
length, width and thickness, resulting in a 3x3 factorial scheme. In experiment 2: For
the storage study, three packages (polyethylene, polypropylene and 'Kraft' paper) and
two temperatures (ambiente (25°C) and controlled (10 ° C)) were tested in three
storage periods (30, 60 and 90 days), for three species of bromeliad (D. brevifolia, D.
beateae and D. excelsa) resulting in a 3x2x3 factorial scheme and the species tested
separately. In experiment 3: For the cryopreservation test, six treatments with
cryoprotectants and one control (T1 - control; T2 - 0.4M sucrose; T3 - 2M glycerol; T4
- PVS1 (19% glycerol, 13% ethylene glycol) , 6% dimethyl sulfoxide, 0.5M sorbitol); TS5
- PVS2 (30% glycerol, 15% ethylene glycol, 15% dimethyl sulfoxide and 0.4M sucrose);
T6 - PVS3 (50% glycerol + 50% sucrose); T7 - PVS2 with 1% floroglucinol) and six
species of bromeliads of the genus Dyckia (D. excelsa; D. beateae; D. dusenni; D.
delicata; D. distachya; D. brevifolia) in scheme factorial 6x7. For the three studies were
analyzed: first and last germination count, germination speed index, seedling length
and seedling dry mass. The data submitted to analysis of variance by the F test (p
<0.05) and the means compared by the Tukey test at 5% probability. The size of the
seeds influences the physiological potential, and larger seeds have greater
germination and vigor. The species D. brevifolia, has better quality seeds (97% of
germination). Storage at room or controlled temperature, for a period of 30 days, is
effective for maintaining the vigor of D. beateae seeds, conditioned in both
polyethylene and polypropylene packaging. For seeds of D. brevifolia, storage in
polyethylene and polypropylene packaging at both temperatures (25°C and 10°C)
periods tested is highly vigorous. D. beateae and D. brevifolia seeds have a higher
germination percentage. Cryopreservation without using cryoprotectants in D. excelsa
seeds; D. dusenni; D. delicata; D. distachya and D. brevifolia, does not alter vigor.
Treatments with sucrose, PVS1 and PVS2, aiming at long-term conservation, are
viable and promising alternatives in maintaining the vigor of D. beateae seeds.

Key words: bromeliaceae; brazilian bromeliads; cryopreservation; germination; risk of
extinction; force.
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1 INTRODUCAO

A Mata Atlantica € considerada um dos biomas mais ricos em
biodiversidade e dentre as espécies que fazem parte deste bioma destacam-se
as bromélias, plantas na sua maioria herbaceas, perenes, terriculas, epifitas ou
rupicolas, com caule reduzido, portadoras de folhas longas dispostas em
rosetas. Muitas espécies de bromélias séo utilizadas por seu valor ornamental e
alimentar.

Embora apresentem grande potencial ornamental, poucas
espécies de bromélias sdo produzidas em escala comercial, em razdo da
disponibilidade e facil retirada do ambiente natural. Em razdo do crescente uso
de bromélias no paisagismo brasileiro uma elevada quantidade de plantas vem
sendo retirada das matas e comercializadas de maneira ndo sustentavel, o que
tem acarretado ameaca de extincdo de algumas das espécies.

Para que haja a preservacao da biodiversidade, ha necessidade
do desenvolvimento de métodos para a producdo de mudas de baixo impacto
ambiental e reduzido custo, que preservem a diversidade genética das espécies
a fim de proporcionar uma alternativa para propagacdo. Neste sentido, a
multiplicacdo sexuada de bromélias é uma alternativa promissora, embora a
semente nao seja o principal meio de propagacao das espécies herbaceas de
monocotileddneas.

Diante disso, o armazenamento pode ser uma alternativa
benéfica para a producdo de mudas via semente e tem por finalidade a
preservacao das espécies e manutencao da viabilidade das sementes por um
longo periodo, 0 que garante ao produtor fazer um planejamento da proxima
semeadura e o escalonamento da producéo.

Ha escassez de informacdes sobre armazenamento de
sementes utilizando a técnica da criopreservacéao, que visa conservar o material
biolégico em temperaturas extremamente baixas (-196°C) em nitrogénio liquido
com a manutencdo das caracteristicas originais do material apdés o
descongelamento.

Conhecer os aspectos fisicos e fisiologicos sdo de extrema
importancia no processo de germinagdo. O tamanho das sementes é um fator

que deve ser levado em consideracdo na hora da escolha, podendo ter influéncia
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no vigor. Sementes maiores possuem maior quantidade de reservas e na maioria
das vezes apresentam vantagens em relacdo as pequenas, podendo ser mais
vigorosas o que garante o crescimento mais rapido das raizes.

A partir do conhecimento da estrutura da semente, é possivel
obter informacdes que auxiliem em estudos de germinagédo, armazenamento e
métodos de cultivo, visto que para algumas espécies de bromélias ndo ha
recomendacdes para conducédo de testes nas Regras para Analise de Sementes.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial
fisiologico de sementes de Bromeliaceas de diferentes tamanhos, bem como
analisar seu desempenho em condi¢cfes de armazenamento distintas e, por fim,
avaliar o uso de criopotetores disponiveis e seu reflexo no processo de

germinacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 REOGFITAS

O termo redfitas designa-se as espécies vegetais que possuem
habitats particulares (HENLE et al., 2004). Este grupo ocorre exclusivamente as
margens de rios rochosos de fluxo rapidos e encachoeirados, que sofrem
enchentes frequentes na época das cheias e secas extremas nos periodos das
vazantes (KLEIN, 1979).

As redfitas contemplam um “grupo biolégico”, pois pertencem a
familias e espécies que nao se relacionam taxonomicamente, mas que se
adaptam a especificagcbes semelhantes. Podem ser dividida em duas classes:
redfitas exclusivas as quais sao restritas a leitos de rios e de coérregos com
corredeiras; e reodfitas facultativas que ocorrem em trechos de corredeiras, e
podem ser encontradas também em outros tipos de habitats (STEENIS, 1981).

Ocorrem praticamente em todos 0s continentes, apresentando
maior diversidade nos trépicos. Desempenha papel importante para evitar ou
diminuir a erosdo nas margens fluviais (KLEIN, 1979), contudo tem sofrido
pressdo antrépica, principalmente devido a implantacéo de usinas hidrelétricas.
Como a ocorréncia destas espécies esta vinculada a presenca de corredeiras, a
perda destes habitats pode comprometer algumas populacdes (ROGALSKI;
REIS, 2009; WIESBAUER; REIS, 2009). Com isso, estudos relacionados as
espécies de reofitas sdo de extrema importancia para a conservag¢ao dessa
vegetacao.

Estudos feitos por Klein (1979), relataram uma relacdo entre
redfitas encontradas no estado de Santa Catarina, sendo 42 espécies
pertencentes a 21 familias. Em uma relacdo floristica realizada em 2007 na
divisa entre os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul foram coletadas
489 espécies com habitos reofiticos, pertencentes a 287 géneros e 115 familias.
Entre as espécies identificadas em nivel especifico, 12 foram consideradas
redfitas exclusivas (T. Guimaraes, dados nao publicados). Com isso, pode-se
observar a riqueza desse grupo biolégico e a importancia da sua preservacao,
pois a perda do habitat reofitico pode comprometer varias populacbes ou uma
espécie (REIS et al., 2005; WIESBAUER; REIS, 2009).
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2.2 BROMELIAS

2.2.1 Origem, Distribuicdo Geogréfica e Classificacdo Botanica

Estas plantas séo oriundas da América tropical (LUTHER, 2014),
e distribuida por toda América, sendo praticamente exclusiva nas regides
neotropicais (BENZING 2000), com excec¢ao de Pitcairnia feliciana (Aug. Chev)
Harms e Mildbr nativa da Africa (GIVNISH et al., 2007; 2011).

A familia das Bromeliaceae compreende 3320 espécies e 52
géneros, trata-se de uma das maiores familias de angiospermas (THE PLANT
LIST, 2020). No Brasil, encontra-se 44 géneros e 1.292 espécies sendo
distribuida por todos os biomas (FORZZA et al., 2013). Estima-se que cerca de
70% dos géneros e 40% das espécies ocorram no territério brasileiro, onde
vivem como epifitas, rupicolas e terricolas, sendo que a maior diversidade
dessas espécies é encontrada na regido Sudeste, especialmente na regido da
Mata Atlantica (LEME; SIQUEIRA FILHO, 2006).

Trata-se de uma familia composta de trés subfamilias:
Bromelioideae, Pitcairnioideae e Tillandsioideae, classificadas quanto a
particularidades de habitos de crescimento, semente e frutos, tipos de tricomas
e posicado do ovario (SMITH; DOWNS, 1974; 1977; 1979). Segundo Moreira et
al. (2006), a chave taxonémica das trés subfamilias € representada da seguinte
maneira: Bromelioideae - Margens foliares serrilhadas ou espinescentes; ovario
infero ou semi-infero; fruto baga; sementes sem apéndices. Tillandsioideae -
Margens inteiras a espinescentes; ovario supero ou raramente semi-infero; fruto
capsula; sementes com apéndices; plantas geralmente epifitas; folhas com
margens inteiras; sementes com apéndices plumosos. Pitcairnoideae - Plantas
geralmente terrestre; folhas com margens espinescentes, serrilhadas ou
raramente lisas; sementes aladas ou com outros tipos de apéndices.

As bromélias pertencem a posicdo basal das Poales, tendo
como grupo irméo Thyphaceae e Sparganiaceae (GIVNISH et al., 2007; APG,
2009). Estudos moleculares de Givnish et al. (2007) sobre a familia das

Bromeliaceae com base no sequenciamento de gene do cloroplasto (ndhF),
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propuseram uma nova divisdo, sugerindo que 0S grupos pertencentes a
Pitcairnoideae sejam caracterizados como subfamilia, pelo fato de ndo serem
monofiléticas. Em 2011, Givnish et al. confirmaram a divisdo da familia
Bromeliaceae em oito subfamilias sendo elas: Bromelioideae, Puyoideae,
Pitcairnoideae, Navioideae, Hechtioideae, Tillandsioideae, Lindmanioideae e

Brocchinioideae.

2.2.2 O Género Dyckia

O género Dyckia pertence a subfamilia Pitcairnioideae, o qual
compreende bromélias terricolas e rupiculas (SMITH; DOWNS, 1974), que inclui
plantas suculentas, adaptadas a ambientes aridos (BENZING, 2000),
desenvolvendo-se bem em solos bem drenados ou afloramentos rochosos,
apesar de algumas espécies sobreviver em ambientes frequentemente
inundados (LEME et al., 2012).

E constituido por aproximadamente 160 espécies, sendo
considerado o terceiro maior da subfamilia, ficando atras dos géneros Plicairnia
e Puya com 337 e 230 espécies, respectivamente (LUTHER, 2014). Plantas
deste género ocorrem em todo territério nacional e em paises vizinhos como
Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai (SMITH, DOWNS, 1974).

Espécies desse género podem ser encontradas nos biomas da
Mata Atlantica, Restinga, Caatinga, Campos Rupestres e Vegetacao de Cerrado
(LEME et al., 2012). No Brasil sdo encontradas 83% das espécies, ocorrendo
desde o nivel do mar até aproximadamente 1000 metros de altitude.

Este género é classificado como monofilético, de acordo com
analises moleculares realizadas por Givnish et al. (2011). Conforme Leme et al.
(2012), estudos filogenéticos especificos reforcam essa ideia, tornando visivel
que a dispersdo na maioria das espécies deste género € recente, 0 que justifica
a dificuldade em se distinguir caracteristicas morfolégicas que sao utilizadas em
estudos taxondmicos na diferenciagcdo de espécies de bromélias do género
Dyckia.

Quando propagadas por sementes, apresentam-se de forma
individual, posteriormente formam densos agrupamentos por consequéncia da

propagacéo clonal. As plantas pertencentes a este grupo apresentam folhas
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coriaceas e suculentas, com frequente desenvolvimento de espinhos marginais
e dispostas em rosetas que ndo formam tanque (PINANGE, 2013).

Suas raizes sao fibrosas e as inflorescéncias sao laterais
racemosas, simples ou ramificadas, mostram flores de coloragao principalmente
amarela, laranja ou vermelha, sendo observada coloragdo castanho-
avermelhada em algumas espécies (LEME et al., 2012). Os frutos na maioria das
vezes sdo do tipo capsulas deiscentes, com ovario supero ou infero. As
sementes possuem pequenos apéndices e podem ser transportadas pelo vento
(SMITH; DOWNS, 1974).

2.3 MORFOLOGIA E IMPORTANCIA ECONOMICA

As Bromeliaceae apresentam grande variabilidade de formas.
Conforme Rizzini (1976) e Benzing (2000), diferentes habitats e substratos,
influenciam no aspecto da planta, que podem variar em tamanho e coloracdo
das folhas, assim como na morfologia das flores.

Por apresentar uma gama de diversidade, as bromélias séo
encontradas em diferentes ambientes e utilizadas em varias situagfes. A
importancia econémica desta familia da-se como plantas ornamentais, sendo
utilizada em decoracdes e projetos paisagisticos (MENDONCA, 2002). Devido a
grande procura por bromélias de valor ornamental, o extrativismo de seus
ambientes naturais tem sido fortalecido nos ultimos anos, causando uma
ameaca para algumas espécies (MOREIRA et al., 2006).

Outro valor econdmico atribuido a esta familia, € a sua utilizacéo
na alimentacdo, como € o caso do abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril) e
de outras espécies do género Ananas, nativas do Cerrado, as quais tém
aplicacbes na culinaria regional, com producdo artesanal de polpa, alud,
compota, geleia, bebidas, doces, sobremesas e sorvete (ALMEIDA, 1998). Outra
espécie de valor econdmico é o “caroa-verdadeiro”, Neoglaziovia variegata (Arr.
Cam.) Mez, utilizada na producgéo de fibras. Na medicina natural, é utilizada
como planta digestiva, depurativa e com outras fun¢des, tem-se o uso da enzima
“bromelina”, presente em algumas espécies do género bromélia (MOREIRA et
al., 2006).
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Representantes desta familia, em geral possuem habito
herbaceo e sdo constituidos por plantas terriculas, rupicolas e epifitas, com
caules geralmente contraidos (Figura 1). Podem variar de plantas delicadas e de
pequeno porte, como Tillandsia recurvata (L.) L., com alguns centimetros de
comprimento, até plantas de grande porte, como Puya raimondii Harms,
encontrada nos Andes, que pode atingir mais de 10 metros de altura (SMITH,;
DOWNS 1974; REITZ 1983). A presenca de rizomas horizontais ou estoldes é
uma caracteristica marcante para alguns géneros e espécies. Os estoldoes
formam touceiras com projecbes de suas rosetas dando um aspecto bem
caracteristico (MOREIRA et al., 2006) (Figura 2).

Figura 1 — Caules (A) e raizes (W) em bromélia.

Fonte: Moreira et al., 2006.
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Figura 2 - Estoldes (A) e rizomas (R) em bromélias.

Fonte: Moreira et al., 2006.

Em Bromeliaceae as raizes (Figura 1) podem ter funcao apenas
de fixacdo, pois nestas espécies a absorcdo de dgua e nutrientes ocorre por
meio de escamas absorventes (Figura 3), por um mecanismo de osmose.
Portanto, as escamas em Bromeliaceae exercem um importante papel eco
fisiologico (MOREIRA et al., 2006).

Figura 3 — Escamas absorventes de Tillandsia sp.

Fonte: Moreira et al., 2006.
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Os representantes de Bromeliaceae apresentam folhas duras ou
suculentas, afuniladas (imbricadas), formando rosetas. Por apresentar a base
das folhas mais largas, algumas espécies tém capacidade de reter agua e
detritos organicos no centro de sua roseta (REITZ, 1983), usualmente chamada
de tanque, cisterna ou copo, cujo papel eco fisioldgico é de grande importancia,
tanto para a nutricdo das bromélias, como para criar um micro ambiente onde
habitam alguns animais, como, formigas, sapos, aracnideos, serpentes, dentre
outros.

As folhas podem apresentar margens lisas a espinescentes,
caracteristicas importantes no reconhecimento das subfamilias e géneros. Na
superficie foliar ha presenca de escamas foliares (Figura 3), que desempenham
importante funcdo na absorcdo de agua e nutrientes e na protecdo contra a
dessecacdo em ambientes com restricdo hidrica. Em algumas espécies estas
escamas sao claramente visiveis e de cor argéntea, especialmente em espécies
de Tillandsia e Dyckia. Esta coloragcdo aumenta a refletancia da luz solar na
superficie foliar minimizando a transpiragdo (MOREIRA et al., 2006).

Suas inflorescéncias possuem bracteas coloridas e vistosas
gue, juntamente com as flores coloridas, exercem papel importante na atracao
de polinizadores, destacando-se na familia a ornitofilia. Em geral, possuem
rosetas que florescem uma Unica vez e logo apds senescem e podem ser
substituidas por outras. A inflorescéncia pode ser séssil, sustentada por um eixo
de origem caulinar e desenvolvida no centro da planta e em algumas espécies
lateralmente, e normalmente antes de morrer, as plantas produzem grande
quantidade de sementes e varios brotos, que garantem a sua propagacao
(SILVA, 2009; SILVA; SCATENA, 2011).

As flores séo trimeras, com perianto diferenciado em célice e
corola; hermafroditas ou muito raramente funcionalmente pistiladas ou
estaminadas; actinomorfas a zigomorfas. Possuem sépalas livres ou
concrescidas na base, simétricas a fortemente assimétricas. As pétalas séo
livres ou parcialmente soldadas, algumas vezes providas de um par de
apéndices membranaceos na face interna (Figura 4). Possuem trés estigmas,
estilete simples, seis estames, dispostos em duas séries com filetes livres ou

concrescidos, algumas vezes adnatos a corola formando um tubo. O ovario pode
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ser supero, semi-infero ou infero, trilocular com placentacéo axial (MOREIRA et
al., 2006) (Figura.5).

Figura 4 — Flor trimera de Vriesea sp.

Fonte: Moreira et al., 2006.

Figura 5 — Corte longitudinal da flor de Vriesea sp. com visualizacao do ovario.

Fonte: Moreira et al., 2006.
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Os frutos podem ser secos, carnosos ou bagas. As sementes
podem apresentar apéndices plumosos (Figura 6) ou aliformes, ou desprovidas
de apéndices. A dispersao esta diretamente relacionada aos diferentes tipos de
frutos presentes na familia, para sementes plumosas ou aladas presentes em
frutos cépsula e sdo dispersos pelo vento, a nas bagas suculentas, cujas
sementes ndo possuem apéndices, a dispersao é feita por animais (MOREIRA
et al., 2006).

E uma das poucas familias em que a polinizag&o por vertebrados
predomina sobre a entomofilia (SAZIMA et al., 2000), sendo a ornitofilia (aves,
beija-flor) encontrada na maioria das espécies (SIQUEIRA-FILHO; MACHADO,
2006, VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006). As abelhas (melitofilia) (ARAUJO
et al., 2004) e os morcegos (quiropterofilia) também sdo importantes agentes
polinizadores pela presenca de odor forte em muitas flores (CANELA; SAZIMA,
2005).

Figura 6 — Semente de bromélia com apéndices plumosos.

Fonte: Moreira et al., 2006.

Nas bromélias a alogamia é favorecida, a exemplo da protoginia

gue é o amadurecimento do gineceu antes do androceu, ou a protandria que € o
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amadurecimento do androceu antes do gineceu. Além destas, a fecundacao
cruzada é reforcada pela incompatibilidade encontrada entre as bromélias
(BENZING, 2000). No género Dyckia a autocompatibilidade foi relatada em
Dyckia brevifolia por Rogalski et al. (2009) observaram que esta espécie produz
sementes por agamospermia, que € um tipo de reproducédo assexual das plantas
vasculares em que ha formacéo de esporofito por meio de sementes, porém,
sem fuséo e formacédo de gametas, ou seja, o 6vulo transforma-se em semente

sem ser fecundado; além de outros mecanismos reprodutivos.

2.4 ASPECTOS DE PROPAGACAO

A propagacao vegetativa de espécies pode ser feita sexuada ou
assexuadamente e o sistema de cruzamento por autogamia ou alogamia, no
entanto, cada espécie possui um modo particular de reproducédo (FREITAS,
2003). Conhecer o mecanismo reprodutivo é de fundamental importancia na
conservacao da espécie em interesse (PEREIRA et al., 2007).

Na familia das Bromeliaceae ja foi confirmado diversos
mecanismos de reproducao, tendo relagcdo com aspectos ecoldgicos e evolutivos
das espécies. A propagacédo sexuada ocorre por meio da utilizacdo de sementes,
sendo que a germinacdo possui efetiva importancia para manutencdo da
diversidade biolégica no ambiente natural, como também para a producédo de
plantas para comercializacdo, porém, a limitada viabilidade das sementes é
considerada como uma desvantagem neste tipo de propagacdo (DAQUINTA et
al., 1998; ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006). Em algumas bromélias, a
propagacédo sexuada € considerada demorada, pois dependendo da espécie, a
maturacdo da semente pode ocorrer até um ano apos a polinizacao
(STRINGHETA et al., 2005).

Na reproducédo assexuada ou vegetativa, formam-se brotos a
partir da planta mde que sdo emitidos apés a floragdo da base da planta por
estolhos ou rizomas, ou do interior da propria roseta. A formacao de estolhos é
caracteristica para algumas espécies. Esse processo € observado em plantas
de idades variadas, porém nem todas as plantas adultas de bromélias

apresentam essa forma de reproducao (BENZING, 2000).
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2.5 CARACTERISTICAS DAS SEMENTES

Estudar o potencial fisiolégico das sementes € de fundamental
importancia para o entendimento do estabelecimento, sobrevivéncia e da
regeneracao natural das espécies, uma vez que, a germinacdo das sementes
determina muitas vezes a distribuicdo das espécies em diferentes ambientes
(FENNER; THOMPSON, 2005). Para que a germinacao e o desenvolvimento
das plantulas ocorram, deve-se oferecer &s sementes substratos e ambiente
adequado (WINKLER et al., 2005).

Propagacdo de espécies nativas tem se intensificando nas
ultimas décadas em funcéo da grande importancia com problemas ambientais,
enfatizando-se a necessidade de recuperacdo de areas degradadas. Com isso,
o conhecimento sobre manejo e andlise de sementes para identificacdo de seus
atributos fisicos e fisiologicos devem ser estudados (ARAUJO NETO et al.,
2003).

As sementes retratam o ponto de encontro entre duas geracoes
da mesma espécie, apresentam caracteristicas ecofisiolégicas proprias,
germinando apenas em condicfes favoraveis e € o material basico na
propagacéo sexuada (SIMAO, 1998).

Desenvolvem-se a partir de 6vulos, dos quais foram fertilizados,
apos sofrerem uma série de transformacdes fisioldgicas, morfoldgicas e
funcionais até que a maturidade fisiol6gica seja alcancada, momento em que
cessa a translocacéo dos assimilados da planta para as sementes. Ponto este
em que a matéria seca da semente € maxima (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

A qualidade das sementes pode ser afetada pelas condicdes
ambientais na qual estas foram produzidas. Estas condicbes podem ser
sensibilizadas durante o desenvolvimento das sementes no campo, ha colheita,
na secagem, no beneficiamento e no armazenamento (MARCOS FILHO, 2015).

Uma semente de qualidade depende de fatores genéticos,
fisicos, fisioldgicos e sanitarios, que irdo garantir sua viabilidade (POPINIGIS,
1985). Os atributos genéticos sdo determinados pelos programas de
melhoramento que realizam pesquisas de caracteristicas desejaveis, como
potencial de producao, resisténcia a estresses bioticos e abidticos entre outros
(GERMANO, 2013).
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Segundo Carvalho e Nakagawa (2012) a germinagédo é a saida
do estado de repouso do embrido e a retomada de atividade metabdlica até o
momento em que o desenvolvimento do embrido e a emergéncia da plantula se
torne independente das reservas contidas nas sementes. A germinacao pode ser
afetada por fatores extrinsecos e intrinsecos como disponibilidade de &gua,
temperatura, pH do substrato, luz, oxigénio, maturidade fisiol6gica da semente,
mecanismo de dorméncia, entre outros (MARCOS FILHO, 2015).

Pereira et al. (2008), desenvolveram um trabalho para fornecer
informacdes sobre o tipo e 0 tempo médio de germinacao, formacao de plantulas,
além de descrever a morfologia do desenvolvimento pds-seminal de seis
espécies de Bromeliaceae. A seguir, segue descricao feita pelos autores, de uma
espécie do género Dyckia:

Dyckia pseudococcinea: as sementes sdo pequenas (Figura 7a),
ovaladas e achatadas, discoides, medindo aproximadamente 6,0 mm de
comprimento e 5,0 mm de largura (peso de 1.000 sementes 0,345 g), aladas
(com alas membranaceas circulares em uma das extremidades) e com
tegumento bege amarelado. Do ponto de vista morfol6gico, a germinacao iniciou
no terceiro dia de embebicdo, com rompimento dos tegumentos e protrusdo da
raiz primaria (Figura 7b). As plantulas apresentam raiz primaria, seguida da
bainha cotiledonar aos oito dias; o colo é tenuamente delimitado por
estreitamento (Figura 7c). A plantula normal é observada ao oitavo dia e possui
bainha cotiledonar foliacea cupuliforme exibe o edfilo (Figura 7d). O hipocatilo €
reduzido ou ausente (Figura 7d). A raiz primaria € curta, robusta e pilosa (Figura
7e). A planta jovem aos 12 dias apresenta a raiz primaria curta, colo delimitado
por um estreitamento, hipocétilo reduzido ou ausente. A bainha cotiledonar
foliacea cupuliforme com base profundamente fendida e bordos transpassados
(Figura 7f); folhas cupuliformes subsequentes imbricadas em roseta (Figura 79).

Indumentos de pelos glandulares recobrem toda a planta.
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Figura 7 - Morfologia da semente, do desenvolvimento pds-seminal e da plantula
de Dyckia pseudococcinea L. B. Sm. a. Semente. b-c. Fases da germinacéao. d-
e. Plantula normal. f-g. Planta jovem. nsco: nucleo seminifero cordiforme; cp:
colo com pelos; co: colo; be: bainha cotiledonar; hi: hipocétilo; eo: edfilo; rp: raiz

primaria. Barras = 1 mm.

Fonte: Pereira et al., 2008.

Em funcdo da féacil retirada do ambiente natural e da disponibilidade,
poucas espécies de bromélias sdo produzidas em escala comercial e segundo
Pereira, Cuquel; Panobianco (2010), algumas espécies ja se encontram
ameacadas de extingdo. Por esse motivo a propagacao sexuada pode ser uma

alternativa para reduzir o extrativismo.
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2.5.1 Armazenamento de Sementes

Para haver preservacdo da biodiversidade, métodos de
producdo de mudas que preservem 0 meio ambiente e com custo reduzido
devem ser desenvolvidos, a fim de preservar a diversidade genética,
proporcionando aos extratores uma alternativa de propagacdo. A propagacao
sexuada pode ser influenciada por diversos fatores, como: estabelecimento da
melhor maneira de processamento dos frutos; descricdo do ponto de colheita
dos mesmos; determinacdo de condi¢cdes adequadas para germinacdo e
armazenamento das sementes (PEREIRA et al., 2010).

A maturidade fisiolégica € o momento em que as sementes
apresentam o maior potencial de qualidade, é neste momento em que as
sementes se desligam da planta méde (GARCIA et al., 2004). A partir deste
momento, inicia-se 0 processo de armazenamento, o qual tem por objetivo
manter a qualidade das sementes durante este periodo (FERREIRA;
BORGHETTI, 2004).

A qualidade fisica e fisioldgica das sementes depende do grau
de umidade das mesmas (NERY; CARVALHO; OLIVEIRA, 2004). Informacdes
sobre o grau de umidade mais adequado para espécies nativas e ornamentais
sdo escassas, gerando dificuldade na padronizacao dos procedimentos basicos
dos resultados (RAMOS; BIANCHETTI, 1990).

A longevidade das sementes pode variar de acordo com seu
gendtipo, porém o grau de umidade e as condicbes de armazenamento
determinam a conservacédo do potencial fisiologico (MARCOS FILHO, 2015). A
umidade relativa do ar e a temperatura do local de armazenamento influenciam
as taxas metabdlicas das sementes (CARNEIRO; AGUIAR, 1993). Segundo
Moraes (2000), as condicbes em que as sementes estdo expostas e a sua
espécie, sdo caracteristicas que interferem na velocidade da perda da qualidade
das sementes apds sua maturidade fisiologica.

A deterioracao € considerada um processo irreversivel, ela pode
ser diminuida com o armazenamento adequado (BAUDET, 2003). Conforme

Marcos Filho (2015), o grau de umidade da semente esta ligado a deterioragao,



29

desse modo, o armazenamento deve ser conduzido de maneira que possa
reduzir essa atividade.

O armazenamento pode variar conforme as condicbes
ambientais, periodo de armazenamento, espécie, tipo de embalagem (AGUIAR
et al.,, 2001). A escolha da embalagem deve ser feita conforme condi¢cbes de
armazenamento, espécie, periodo e grau de umidade das sementes (MARCOS
FILHO, 2015). As embalagens utilizadas devem diminuir a velocidade de
deterioragéo, objetivando reduzir a respiragdo, mantendo o grau de umidade
inicial das sementes armazenadas (TONIN; PEREZ, 2006). Assim sendo,
espécies ornamentais necessitam de padronizacdo de métodos de analise de
sementes para o processo de armazenamento (ALVES et al., 2008).

Em trabalho realizado com armazenamento de sementes,
Peterbauer; Richter (2001) observaram que a germinacgao foi superior quando as
sementes foram armazenadas em temperatura de 4 °C e que em baixas
temperaturas houve melhor conservagao dos componentes celulares, permitindo
a disponibilizacdo das reservas para a respiracédo da semente.

Pereira et al, (2010) em estudos com germinacdo e
armazenamento de sementes de Nidularium innocentii, observaram que a
germinacdo diminuiu ao longo do armazenamento, porém as sementes
permaneceram com alta porcentagem de germinacdo ap6s 90 dias de
armazenamento (acima de 80%). Com isso, as sementes mantiveram sua
viabilidade, e o armazenamento das sementes pode ser uma pratica benéfica
para a producdo de mudas via semente, uma vez que permite ao produtor fazer

um planejamento da proxima semeadura, escalonando sua produgéo.

2.5.2 Tamanho de Sementes

O tamanho das sementes é um aspecto que deve ser levado em
consideracao na hora da escolha das sementes, sendo uma caracteristica que
pode afetar o vigor. Sementes maiores possuem maior quantidade de reservas
e na maioria das vezes apresentam vantagens, em relacdo as pequenas,
podendo ser mais vigorosas o que garante o crescimento mais rapido das raizes
(POLLOCK; ROOS, 1972).
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Carvalho; Nakagawa (2012) afirmam que nem sempre 0
tamanho da semente afeta a porcentagem e a velocidade de germinacéo, porém,
geralmente, influéncia o vigor das plantulas. A variacdo de tamanho e morfologia
das sementes ocorre em funcao da forma do ovario, da espécie e das condicbes
em que a planta mae se desenvolveu durante a formagdo das sementes
(MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1963).

A separacao das sementes por tamanho deve ser realizada para
determinacao da qualidade, buscando definir o tamanho ideal para multiplicacao
de cada espécie (FRAZAO et al., 1983). Em trabalho realizado por Duarte (2007),
sementes de Dyckia goehringii Gross; Rauh apresentam desuniformidade no
tamanho e na forma, de acordo com sua posicéo no fruto. Ainda com a mesma
espécie, Duarte et al. (2010), verificaram que as sementes menores
apresentaram porcentagem de germinacao cerca de duas a quatro vezes menor

em compara(;éo as sementes maiores.

2.5.3 Criopreservagéo

A criopreservacdo é uma ferramenta para conservagdo do
material bioldgico em temperaturas extremamente baixas (-196°C) em nitrogénio
liguido ou em sua fase de vapor (-150°C) com a manutenc¢do das caracteristicas
originais do material apds o descongelamento (SANTOS, 2000). Conforme Bajaj
(1995) é possivel conservar por um longo periodo diversos materiais vegetais
como pélen, sementes, embrides, raizes, bulbos, gemas e meristemas, de forma
que por outros métodos nao seria possivel.

Este método reduz a taxa de deterioracdo, aumentando assim o
tempo de armazenamento das sementes (STANWOOD; BASS, 1981,
STANWOOD, 1985). A maioria das células dos tecidos vegetais possuem
guantidades elevadas de agua, o que provoca danos mecanicos as células,
devido a formacao de cristais de gelo intra e extracelular durante o congelamento
(ENGELMANN, 2011), com isso a diminuicdo do contetdo de agua das células
e tecidos é necessario antes da criopreservacao.

Para protecao destas células contra danos mecanicos durante o
congelamento, surgiram o0s crioprotetores, que sao substancias de classe

organica variada, agindo na célula durante o periodo de armazenamento a
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baixas temperaturas, prevenindo a formacao de gelo intra e extracelular e danos
causados pela desidratacdo (HAN et al., 2009).

A criopreservacéao pode ser realizada por dois métodos: método
de congelamento lento e método de congelamento rapido (Figura 8). No
congelamento lento, baixas taxas de resfriamento e baixas concentragdes de
crioprotetores sdo utilizadas, e no congelamento rapido (vitrificacdo), faz-se o
uso de altas taxas de resfriamento e altas concentracbes de crioprotetores
(SARAGUSTY; ARAV, 2011).

Em estudo realizado com Encholirium spectabile Martius ex
Schultes, Ferrari et al. (2016) obtiveram niveis de germinacdo acima de 90 %
sem o0 uso de substancias crioprotetoras, ndo havendo a necessidade de sua
utilizacdo. Tarré et al. (2007), em estudos realizados com sementes de duas
espécies de bromélias, observaram que nao houve efeito negativo na
porcentagem de germinacdo, quando as mesmas foram dessecadas em silica

gel antes da criopreservacao.

Figura 8 - Etapas do processo de criopreservacgao lento ou rapido.
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Estudos com criopreservacdo de sementes de bromélias sédo
escassos, havendo necessidade do desenvolvimento de pesquisas que

envolvam estes testes com espécies desta familia.
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3 ARTIGO A: Tamanho de sementes no potencial fisiolégico de bromélias

Brasileiras do género Dyckia spp. Em risco de extincao.

3.1 RESUMO

As bromélias sdo consideradas plantas em evidéncia devido a sua utilizacéo
ornamental. Dentro dos frutos, sdo formadas sementes de diversos tamanhos.
O tamanho das sementes é uma caracteristica que deve ser levada em
consideracdao, visto que ele pode afetar seu potencial fisiol6gico. O objetivo do
estudo foi avaliar a germinacdo e o vigor de trés espécies de bromélias
Brasileiras do género Dyckia em funcdo do tamanho das sementes. Adotou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado em fatorial 3x3, sendo trés
espécies de Dyckia (D. brevifolia, D. beateae e D. excelsa) e trés tamanhos de
sementes (pequena (P), média (M) e grande (G)). Para andlise do potencial
fisiologico das sementes foram realizados testes de primeira contagem de
germinacgdo, germinacao, indice de velocidade de germinacdo, comprimento e
massa seca de plantulas. Os dados foram analisados quanto a normalidade e
homogeneidade e ao atenderem seus pressupostos, submetidos a analise de
variancia pelo teste F (p<0,05) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. O tamanho das sementes influencia o potencial fisiologico,
sendo que, sementes maiores possuem maior germinacao e vigor. A espécie D.
brevifolia, possui sementes de melhor qualidade (97% de germinacgéao).

Palavras-chave: Bromeliaceae. Dyckia beateae. Dyckia brevifolia. Dyckia
excelsa. Germinagé&o. Vigor.

3.2 ABSTRACT

Bromeliads are considered plants in evidence due to their ornamental use. Within
the fruits, seeds of different sizes are formed. Seed size is a characteristic that
must be taken into account, as it can affect its physiological potential. The
objective of the study was to evaluate the germination and vigor of three species
of bromeliads Brasileiras of the genus Dyckia according to the size of the seeds.
A completely randomized 3x3 factorial design was adopted, with three species of
Dyckia (D. brevifolia, D. beateae and D. excelsa) and three seed sizes (small (P),
medium (M) and large (G) ). For the analysis of the physiological potential of the
seeds, tests of first germination count, germination, germination speed index,
length and dry mass of seedlings were performed. The data were analyzed for
normality and homogeneity and when meeting their assumptions, subjected to
analysis of variance by the F test (p <0.05) and the means compared by the Tukey
test at 5% probability. The size of the seeds influences the physiological potential,
and larger seeds have greater germination and vigor. The species D. brevifolia,
has better quality seeds (97% of germination).

Key words: Bromeliaceae. Dyckia beateae. Dyckia brevifolia. Dyckia excelsa.
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Germination. Force.

3.3 INTRODUGAO

A familia Bromeliaceae é constituida por trés subfamilias
(Bromelioideae, Tillandsioideae e Pitcairnioideae) e distribuidas em 52 géneros
e 3320 espécies (THE PLANT LIST, 2020). Os representantes dessa familia
apresentam inflorescéncias vistosas e folhas dispostas em roseta, com bainha
alargada na base, propiciando a formacdo de um reservatorio de agua e
nutrientes em algumas espécies, o0 qual serve de nutricdo para as bromélias e
como microambiente para muitos animais (SILVA, 2009; SILVA; SCATENA,
2011).

O cultivo de bromélias comecou na década de 1970 no Brasil,
quando foi introduzida como planta ornamental, tendo uma boa aceitacdo no
mercado paisagistico. A comercializacdo e uso dessas plantas em projetos de
jardinagem e paisagismo vem sendo valorizado, devido suas belas cores, formas
exgticas, custo de baixa manutencdo e adaptacdo a pequenos jardins
(NEGRELLE; MITCHELL; ANACLETO, 2012).

As bromélias sdo consideradas plantas em evidéncia na
comercializacdo do Brasil, por conta da grande diversidade genética, variacdo
morfologica e arquitetura foliar. No entanto, em fungéo da retirada predatoria de
exemplares e da devastacdo de seus ambientes naturais, ocorre uma drastica
reducdo ou até mesmo extin¢do de algumas espécies (PEREIRA et al., 2008).

As plantas pertencentes ao género Dyckia sao integrantes da
subfamilia Pitcairnioideae e podem ser encontradas nos biomas da Mata
Atlantica, Restinga, Caatinga, Campos Rupestres e Vegetacdo de Cerrado
(LEME et al., 2012), composto por aproximadamente 160 espécies (LUTHER,
2014). As plantas desse grupo sao caracterizadas por ndo possuirem o “tanque
central”, formando uma roseta com folhas geralmente coriaceas e suculentas
além da presenca de espinhos marginais bem desenvolvidos (PINANGE, 2013).

As espécies brasileiras e nativas Dyckia brevifolia Beker, Dyckia
beateae E. Gross & Rauh e Dyckia excelsa Leme, possuem importancia
ornamental por apresentarem inflorescéncias laterais racemosas, simples ou

ramificadas, com coloracdo amarela, laranja ou vermelha (LEME et al., 2012).
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Sementes dessas espécies devem ser colhidas logo que as
capsulas iniciam a deiscéncia, pois sdo aladas e facilmente dispersadas pelo
vento (DUARTE, 2007). Ainda que a producdo de sementes das espécies em
estudo gera uma quantidade significativa, ainda ha necessidade de informactes
sobre o seu potencial fisiologico.

O tamanho das sementes é uma caracteristica que deve ser
levada em consideracdo quando ocorre sua selecao para germinacgao, visto que
ele pode afetar seu potencial fisiologico. Sementes maiores apresentam
vantagem em relacao as menores, pois possuem maior quantidade de reservas,
germinam mais rapido e sdo mais vigorosas (DUARTE et al., 2010). Diante do
exposto, objetivou-se avaliar a germinacdo e o vigor de trés espécies de

bromélias do género Dyckia spp. em funcdo do tamanho das sementes.

3.4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na cidade de Londrina-PR com
sementes de bromélia do género Dyckia coletadas de uma populacdo de plantas
localizada no mesmo municipio 23°19’42” S, 51°12'11” W e 574 metros de
altitude. Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, em fatorial 3x3,
sendo trés espécies de bromélia do género Dyckia (D. brevifolia, D. beateae e
D. excelsa) e trés tamanhos de sementes (P, M e G).

A colheita das sementes ocorreu de forma manual, no momento
em que as bagas abrissem e entdo a dispersao ocorresse de forma natural.
Apéds, as mesmas foram armazenadas em uma camara fria (9°C com variacao
de 1°C) até o momento da realizacéo dos testes (60 dias). Para a caracteriza¢ao
fisica, as sementes foram separadas em trés lotes: sementes pequenas (P),
médias (M) e grandes (G) (Figuras 1 e 2) sendo avaliadas individualmente uma
amostra de 20 sementes de cada lote quanto a lagura e o comprimento (Figura
3), com o auxilio de um paquimetro digital.
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Figura 9 — llustracéo das medidas de largura (A) e comprimento (B) de sementes

de bromélias do género Dyckia.
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Fonte: Adaptado de Strehl; beheregaray (2006).

Figura 10 — Valores médios da largura das sementes de bromélias, Dyckia
brevifolia, Dyckia beateae e Dyckia excelsa separadas em trés lotes de

sementes: pequenas (P), médias (M) e grandes (G).
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Figura 11— Valores médios do comprimento das sementes de bromélias, Dyckia
brevifolia, Dyckia beateae e Dyckia excelsa separadas em trés lotes de semente:

pequenas (P), médias (M) e grandes (G).
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Posteriormente a avaliacdo do tamanho das sementes, 0s
seguintes testes foram realizados: primeira contagem de germinacao,
germinacao, indice de velocidade de germinacdo, comprimento e massa seca
de plantulas.

A primeira contagem de germinacéo (PCG) foi conduzida com o teste
de germinacéo, computando-se a protrusao da raiz primaria ao terceiro (3°) dia
apos a semeadura. Os resultados expressos em porcentagem de plantulas
normais (NAKAGAWA, 1999).

No teste de germinacédo (GER), 4 repeticdes de 50 sementes
foram semeadas sobre papel mata borrédo (10,5 x 10,5 cm) umedecido com agua
destilada, na quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco e
colocados no interior de caixas transparentes de plastico (11,5 x 11,5 x 3,5 cm).

Apos serem acondicionadas em sacos plasticos, foram mantidas
em camaras de germinacao tipo BOD conforme as recomendacdes das Regras
de Andlise de Sementes RAS (BRASIL, 2009), para outras espécies de
sementes pequenas e avaliadas conforme as mesmas recomendagdes, sendo
consideradas normais as plantulas que mostraram potencial para continuar seu

desenvolvimento e dar origem a plantas normais. Os resultados expressos em
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porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

Para o indice de velocidade de germinacéo (IVG) utilizou-se o
mesmo teste de germinacdo. A contagem de sementes germinadas foi realizada
diariamente até o final do teste de germinacdo, considerando aquelas com no
minimo 2 mm de comprimento de radicula seguindo equacdo descrita por
Maguire (1962): IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn, em que: G1, G2 e Gn =
namero de plantulas normais, computadas na primeira, segunda e ultima
contagem; N1, N2, Nn = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda e
altima contagem (NAKAGAWA, 1999).

Adicionalmente, ao final do teste de germinacéo (9° dias ap0s a
semeadura) foi realizado avaliacdo do comprimento de 10 plantulas (COMP) por
meio da medicdo das plantulas normais com auxilio de régua graduada em
centimetro (cm), com resultados expressos em centimetros (NAKAGAWA,
1999).

A massa seca de plantula (MS) foi determinada juntamente com
o teste de comprimento. Apds a medicdo do comprimento, as plantulas foram
acondicionadas em sacos de papel Kraft e mantidas em estufa de circulacdo
forcada de ar a 65 °C até atingirem peso constante, e os resultados expressos
em mg.plantulal (NAKAGAWA, 1999).

Os dados foram analisados pelo software Sisvar quanto a
normalidade e homogeneidade e ao atenderem seus pressupostos foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05) e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.5 RESULTADOS

Sementes de D. brevifolia, D. beateae e D. excelsa classificadas
como peguenas, apresentaram valores médios de 1,53 mm de largura e 2,06
mm de comprimento. Para sementes médias, os valores variam de 2,66 mm de
largura e 2,82 mm de comprimento, e sementes classificadas como grandes,
4,10 mm de largura e 4,27 mm de comprimento.

A tabela 1 apresenta os valores do quadrado médio das

variaveis primeira contagem de germinagcédo (PCG), germinacdo (GER), indice
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de velocidade de germinacao (IVG), comprimento de plantula (COMP) e massa
seca de plantula (MS) de sementes de bromélias (D. brevifolia, D. beateae e D.
excelsa) em funcdo do comportamento fisioldgico das sementes de diferentes
tamanhos. Verifica-se interagdo significativa (p<0,05) entre os fatores espécie
(E) e tamanho (T) para todas as variaveis analisadas.

Tabela 1 — Analise de variancia com valores do quadrado médio das variaveis
primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacdo (GER), indice de
velocidade de germinacéo (IVG), comprimento de plantula (COMP) e massa
seca de plantula (MS) de bromélias (Dyckia brevifolia, Dyckia beateae e Dyckia
excelsa) em funcdo do comportamento fisiolégico das sementes de diferentes
tamanhos. Londrina — PR, 2021.
Quadrado Médio
Cgﬂ;eggg PCG GER IVG COMP MS

Espécie (E) 1256,86 ** 6146,77 ** 464,84 ** 0,0075" 0,000005 **
Tamanho (T) 576,69 ** 18408,44 ** 490,86 ** 0,3396 ** 0,000014 **
EXT 406,02 ** 1562,61** 24,14** 0,0579* 0,000008 **

CV 24,47 14,93 17,16 13,17 24,78
**Significativo a 1%; *Significativo a 5%; " N&o significativo pelo teste F (p<0,05).

Sementes pequenas médias e grandes de D. brevifolia
apresentam maiores valores para PCG em comparacdo a D. beateae e D.
excelsa. Sementes grandes de D. brevifolia, apresentaram maiores médias para

a variavel PCG em comparacao as médias e pequenas (Tabela 2).
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Tabela 2 — Interacéo entre os fatores espécie (Dyckia brevifolia, Dyckia beateae
e Dyckia excelsa) e tamanho de semente (pequena, média e grande) para as
variaveis primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacédo (GER), indice
de velocidade de germinacao (IVG), comprimento de plantula (COMP) e massa
seca de plantula (MS). Londrina - PR, 2021.

EspécieXTamanho Pequena Média Grande
PCG (%)
D. excelsa 2,00 Ba 7,75 Aba 5,00 Ba
D. brevifolia 13,00 Ab 7,50 Ac 42,00 Aa
D. beateae 2,00 Ba 2,00 Ba 4,00 Ba
GER (%)
D. excelsa 2,00 Bc 41,00 Bb 94,50 Aa
D. brevifolia 43,00 Ab 89,50 Aa 97,00 Aa
D. beateae 2,00 Bb 6,50 Cb 88,50 Aa
IVG
D. excelsa 0,33 Bc 564Bb 13,69 Ba
D. brevifolia 9,01 Ac 18,12 Ab 21,45 Aa
D. beateae 0,33 Bb 0,73Cb 12,59 Ba
COMP (cm)
D. excelsa 0,20 Bb 0,60 Aa 0,65 Aa
D. brevifolia 0,45 Aa 0,54 Aa 0,49 Ba
D. beateae 0,20 Bb 0,52 Aa 0,63 Aa
MS (mg)
D. excelsa 0,0001 Bb 0,0030 Aa 0,0033 Aa
D. brevifolia 0,0027 Aab 0,0032 Aa 0,0030 Aa
D. beateae 0,0001 Bb 0,0005Bb 0,0037 Aa

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas nas colunas e minusculas nas linhas diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O maior poder germinativo foi observado em sementes grandes
para as trés espécies estudadas; seguida de médias e pequenas. Sementes
pequenas e medias de D. brevifolia apresentam maior porcentagem de
germinacdo em comparacao as demais espécies estudadas (Tabela 2).

Os maiores valores de IVG séo observados em D. brevifolia para
todos os tamanhos de sementes sendo esta espécie considerada mais vigorosa
que D. beateae e D. excelsa. Também pode-se observar que sementes grandes

de todas espécies apresentaram maior IVG (Tabela 2).



41

Considerando as variaveis COMP e MS, sementes classificadas
como meédias e grandes, apresentam maior vigor em todas as espécies
estudadas. Sementes pequenas de D. brevifolia, possuem plantulas maiores e
com mais massa seca em relagcdo as demais espécies com 0 mesmo tamanho
(Tabela 2).

3.6 DISCUSsSAO

A separacdo das sementes por classe de tamanho € uma
ferramenta importante para determinar a qualidade das mesmas, e encontrar o
tamanho de semente ideal para multiplicacdo das espécies.

Em trabalho realizado com sementes de D. duckey L. B. Smith e
D. racemosa Baker, verificou-se médias de aproximadamente 6,12 mm de
largura e 4,65 mm de comprimento (SILVA; SCATENA, 2011). Conforme Strehl;
Beheregaray (2006), em estudo realizado com morfologia de sementes do
género Dyckia, verificam que Dyckia sp. possuem em média de 3,85 a 4,70 mm
de largura e 2,80 a 3,95 mm de comprimento.

Em capsulas (fruto seco) de bromélias, podem ocorrer sementes
de diversos tamanhos. Estas alteracdes de morfologia e tamanho das sementes,
sdo decorrentes da forma do ovario, da particularidade de formacao de sementes
de cada espécie e das condi¢cdes de crescimento e desenvolvimento da planta
méae (MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1963).

Em trabalho realizado com sementes D. goehringii Gross &
Rauh, Duarte (2007), ressalta que as sementes em estudos possuem
desuniformidade na forma e no tamanho de acordo com a posi¢édo do fruto.
Carvalho e Nakagawa (2012) destacam que o tamanho das sementes nem
sempre é o fator que afeta a germinacao, no entanto, geralmente este influencia
no vigor das plantulas.

O potencial fisiolégico das sementes de D. brevifolia, D. beateae
e D. excelsa foi afetado pelo tamanho das sementes. Para sementes grandes,
houve diferenca significativamente superior para PCG, GER, IVG, COMP e MS.

Plantulas provenientes de sementes grandes foram mais
vigorosas devido a aceleracdo no metabolismo respiratorio das reservas durante

0 processo de germinagao (MELO et al., 2004). De forma similar, as sementes
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maiores de D. goehringii Gross & Rauh, possuem germinacao (94%) duas vezes
superior em comparacédo as menores (40,25%) (DUARTE et al., 2010). O mesmo
autor ainda ressalta que atingiram, em meédia, valores trés vezes superiores para
as variadveis de vigor massa seca (sementes pequenas 0,099 e sementes
grandes 0,269) e fresca de sementes (sementes pequenas 010g e sementes
grandes 0,30q9).

Sementes grandes apresentaram maiores meédias de PCG,
GER, IVG e MS, também Castro e Dutra (1997) em trabalho realizado com
sementes de Leucaena leucocephala Lam., observaram que a germinagéo foi
mais rapida em sementes de maior tamanho.

Em relacdo a germinacdo observa-se 0s maiores percentuais
em sementes classificadas como grandes; Martins et al. (2000) em estudo com
Euterpe espiritosantensis Fernandes, constataram que os maiores valores de
germinacdo foram para sementes grandes, também, Aguiar et al. (1996)
observaram que a germinacdo das sementes grandes (72%) de Caesalpinia
echinata Lam., foi aproximadamente trés vezes maior que a das pequenas
(36%). Alem disso, Biruel (2001), verificou influéncia positiva de sementes de
maior largura de Caesalpinia férrea Martius, sobre sua germinacao.

A maior velocidade de germinacao (IVG) foi observada em
sementes maiores; resultados semelhantes foram obtidos com sementes de
Paullinia cupana Kunth (FRAZAO et al., 1981) e de Eucalyptus maculata Hook
(SILVA et al., 1994), em que as sementes maiores apresentaram indices de
velocidade de germinacédo superiores aos daquelas de menor tamanho.

Em relacdo aos resultados de comprimento e massa seca de
plantulas, pode-se observar que as plantulas mais vigorosas foram provenientes
de sementes maiores. Resultados semelhantes foram obtidos por Alves et al.
(2005) com sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth, onde sementes maiores
acumularam maior massa seca (0,005g) em comparacgéo as menores (0,0039).
Ferreira e Torres (2000), verificaram que o comprimento meédio da raiz primaria
e das plantulas de Acacia senegal Willd, aumentou com o tamanho da semente.
Fleig; Rigo (1998), com sementes de Euterpe edulis Mart., obtiveram os maiores
valores de massa seca de plantulas originadas de sementes de maior tamanho

(sementes pequenas 0,21g; médias 0,269; e grandes 0,329).
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A relevancia do tamanho das sementes fundamenta-se no fato
de que sementes maiores, produzem plantulas mais vigorosas, porque possuem
maior quantidade de reservas, maior niveis de hormoénios e maior embrido. A
possibilidade de sucesso no estabelecimento de plantulas depende das reserva,
sendo este favorecido com uma maior quantidade, possibilitando sua
sobrevivéncia por um periodo maior em condices ambientais; pois ainda néo
utilizam das reservas nutricionais e hidricas do solo e a realizacdo da
fotossintese (HAIG; WESTOBY, 1991).

O presente estudo é uma contribuicdo para o conhecimento das
bromélias do género Dyckia, estabelecendo parametros para a conducdo de
testes do potencial fisiolégico de sementes de D. brevifolia, D. beateae e D.
excelsa, além de resaltar aspectos relacionados ao tamanho das sementes.
Novos estudos relacionados com armazenamento de sementes de bromélias

devem ser desenvolvidos, tendo em vista, que trata-se de espécies nativas.

3.7 CONCLUSOES

O tamanho das sementes de D. brevifolia, D. beateae e D.
excelsa influencia o potencial fisiolégico.

As sementes grandes apresentam maior porcentagem de
germinacdo e sao mais vigorosas se comparadas as sementes pequenas e
médias; originando plantulas mais vigorosas.

Sementes de D. brevifolia apresentam maior viabilidade se

comparadas a sementes de D. beateae e D. excelsa.
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4 ARTIGO B: Potencial fisiolégico de sementes de redfitas Dyckia
(Bromeliaceae) armazenadas por diferentes periodos, temperaturas e

embalagens

4.1 RESUMO

Uma grande quantidade de bromélias é retirada de seus ambientes naturais de
forma ndo sustentavel, o que tem provocado ameaca de extingao para algumas
espécies. Ha caréncia de informacfes que abordem métodos de producao de
mudas, a fim de preservar a diversidade genética, possibilitando aos produtores
uma alternativa de propagacdo. Identificar as condicbes ideias para o
armazenamento de sementes torna-se relevante, uma vez que o potencial
fisiologico depende de fatores como: temperatura, periodo e embalagem de
armazenamento. O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial fisiologico de
sementes de bromélias Dyckia, armazenadas em diferentes periodos,
embalagens e temperaturas. Adotou-se o0 delineamento experimental
inteiramente casualizado em fatorial 3x2x3, sendo trés embalagens para
armazenamento (polietileno, polipropileno e papel ‘Kraft’), duas temperaturas
(ambiente 25°C e controlada (camara fria) 10°C) em trés periodos de
armazenamento (30, 60 e 90 dias). As espécies (D. brevifolia e D. beateae) foram
testadas separadamente. Foram avaliadas a primeira contagem de germinacao,
germinacao, indice de velocidade de germinacdo, comprimento e massa seca
de plantulas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O armazenamento 25°C
ou 10°C, por um periodo de 30 dias, € eficaz para manutencdo do vigor de
sementes de D. beateae, condicionadas tanto em embalagens de polietileno
guanto de polipropileno. Para sementes de D. brevifolia, 0 armazenamento em
embalagens de polietileno e polipropileno em ambas temperaturas e periodos
testados apresentam alto vigor.

Palavras-chave: Armazenamento. Dyckia beateae. Dyckia brevifolia.

Germinacéo. Vigor.

4.2 ABSTRACT

A large number of bromeliads are being removed from their natural environments
in an unsustainable manner, which has caused an extinction threat for some
species. There is a lack of information on methods of seedling production in order
to preserve genetic diversity, allowing producers an alternative for propagation.
Identifying the ideal conditions for seed storage becomes relevant, since the
physiological potential depends on factors such as: temperature, period and
storage packaging. The objective of the work was to evaluate the physiological
behavior of Dyckia bromeliad seeds, stored in different periods, packaging and
environments. The experimental design was completely randomized in a 3x2x3
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factorial, with three packages for storage (polyethylene, polypropylene and 'Kraft'
paper), two temperatures (ambient and controlled (cold chamber)) in three
storage periods (30, 60 and 90 days). The species (D. brevifolia and D. beateae)
were tested separately. The first germination count, germination, germination
speed index, length and seedling dry mass were evaluated. The data were
subjected to analysis of variance and the means compared by the Tukey test at
5% probability. Storage at 25°C or 10°C, for a period of 30 days, is effective for
maintaining the vigor of D. beateae seeds, conditioned in both polyethylene and
polypropylene packaging. For seeds of D. brevifolia, storage in polyethylene and
polypropylene packaging at both temperatures and periods tested is more
vigorous.

Key words: Storage. Dyckia beateae. Dyckia brevifolia. Physiological Potential.

4.3 INTRODUCAO

A familia botanica Bromeliaceae possui 3140 espécies
distribuidas em 58 géneros (GIVNISH et al.,, 2011). A maior diversidade
encontra-se na América do Sul, com cerca de 73% dos géneros e 40% das
espécies. Estima-se que mais de 90 espécies de bromélias sdo utilizadas como
plantas ornamentais de grande valor comercial, fonte de alimentos, além de
apresentarem propriedades medicinais (BERED et al., 2008).

No Brasil as bromélias se distribuem em 51 géneros e 1400
espécies, sendo 23 géneros e 1196 espécies endémicas. Entre os estados com
a maior presenca de espécies destacam-se a Bahia (362), Minas Gerais (334),
Espirito Santo (329) e Rio de Janeiro (321) (REFLORA, 2020).

O género Dyckia (Figura 1) pertence a subfamilia Pitcairnioideae
e possui mais de 160 espécies (GOUDA et al., 2017), sendo que 144 destas
ocorrem no Brasil (FORZZA et al.,, 2015). Sé&o terriculas ou rupicolas,
apresentando caracteristicas xeromorfas, e crescendo em diferentes altitudes,
incluindo as elevadas (GIVNISH et al., 2011).

Em virtude da procura por bromélias para uso paisagistico,
plantas estdo sendo retiradas de seus ambientes naturais de forma nao
sustentavel, o que tem ocasionado ameaca de extingdo para algumas espécies
(RODRIGUES et al., 2007).

Embora o grande potencial ornamental poucas espécies séo

produzidas em escala comercial. Desta maneira, torna-se necessario
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estabelecer um sistema de cultivo de bromélias visando suprir a crescente
demanda do mercado (PEREIRA et al., 2010).

Para um grande numero de espécies cultivadas existem
recomendacdes para conducdo do teste de germinacao, entretanto, espécies
nativas ornamentais carecem informag¢des. A germinacdo de sementes é um
aspecto pouco estudado na reproducao de bromélias (PEREIRA et al., 2010).

O conhecimento sobre 0 armazenamento de sementes pode
proporcionar aos produtores o planejamento da proxima semeadura e 0O
escalonamento da producdo (GEMAQUE et al., 2002). Identificar as condi¢des
ideias para 0 armazenamento de sementes torna-se relevante, uma vez que o
potencial fisiolégico das mesmas depende de varios fatores, tais como
temperatura, embalagem e periodo de armazenamento (MELO et al., 2007).

As embalagens utlizadas para 0 armazenamento sao
consideradas eficientes quando reduzem a velocidade da deterioracdo das
sementes, por meio da limitacdo da respiracdo e manutencdo da umidade das
mesmas (MATOS et al., 2008). A temperatura é outro fator que deve ser levado
em consideragcdo, pois normalmente as baixas temperaturas auxiliam na
conservacdo do potencial fisiologico pelo fato de atuar sobre a atividade
respiratoria das sementes (VILLELA; PEREZ, 2004).

Ha caréncia de informacdes que abordem métodos de producéo
de mudas, a fim de preservar a diversidade genética, possibilitando aos
produtores uma alternativa de propagacao. Informacdes sobre condicbes de
armazenamento de espécies ornamentais nativas sdo escassas, havendo
necessidade de estudos que estabelecam o tempo, a temperatura e a melhor
embalagem para o armazenamento dessas sementes.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial fisiolégico
de sementes de bromélias Dyckia, armazenadas por diferentes periodos (30, 60
e 90 dias), embalagens (polietileno, polipropileno e papel ‘Kraft’), e temperaturas

(ambiente 25°C e controlada (caAmara fria) 10°C).
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Figura 12 — A: Plantas de Dyckia brevifolia; B: Sementes de Dyckia brevifolia.
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Fonte: prépriutor. o
4.4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no municipio de Londrina-PR; com
sementes de D. brevifolia e D. beateae coletadas de uma populagéo de plantas
natural localizada no mesmo municipio 23°19’42” S, 51°12’11” W e 574 metros
de altitude. Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, em fatorial
3x2x3, sendo trés embalagens para armazenamento (polietileno, polipropileno e
papel ‘Kraft’), duas temperaturas (ambiente 25°C e controlada (camara fria)
10°C) em trés periodos de armazenamento (30, 60 e 90 dias). As espécies de
bromélia citadas acima foram testadas separadamente.

Os dados de temperatura estdo apresentados nas figuras 13 e
14 obtidas por monitoramento via datalogger portatil HT-500 posicionado no local

de armazenamento a 2,5 m de altura do solo.
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Figura 13 — Temperaturas (°C) maxima (TEMP. MAXIMA), média (TEMP.
MEDIA) e minima (TEMP. MINIMA), e ao longo do periodo experimental.
Londrina-PR, 2021.
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Fonte: préprio autor

Figura 14 — Temperaturas (°C) maxima (TEMP. MAXIMA), média (TEMP.
MEDIA) e minima (TEMP. MINIMA), e ao longo do periodo experimental.
Londrina-PR, 2021.
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A colheita das sementes ocorreu de forma manual, no momento
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em que as bagas abrissem e entdo a dispersdo ocorresse de forma natural.
Apoés, as mesmas foram armazenadas em uma camara fria (9°C com variacao
de 1°C) até o momento da realizacéo dos testes (60 dias). Posteriormente, foram
armazenadas nas devidas embalagens e temperaturas, e realizadas as
seguintes avaliacfes: primeira contagem de germinacgéo, germinacéo, indice de
velocidade de germinacédo, comprimento e massa seca de plantulas.

A primeira contagem de germinacao (PCG) foi conduzida com o
teste de germinagdo, sendo contabilizada no momento da protruséo da raiz
priméria ao terceiro (3°) dia apds a semeadura. Os resultados expressos em
porcentagem de plantulas normais (NAKAGAWA, 1999).

No teste de germinacdo (GER), 4 repeticbes de 50 sementes
foram semeadas sobre papel mata borrdo (10,5 x 10,5 cm) umedecido com agua
destilada, na quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco e
colocadas no interior de caixas transparentes de plastico (11,5 x 11,5 x 3,5 cm).
Apos serem acondicionadas em sacos plasticos, foram mantidas em camaras de
germinacgdo tipo BOD conforme recomendacdes das Regras de Andlise de
Sementes RAS (BRASIL, 2009), para outras espécies de sementes pequenas e
avaliadas conforme as mesmas recomendacdes, sendo consideradas normais
as plantulas que mostraram potencial para continuar seu desenvolvimento e dar
origem a plantas normais. Os resultados expressos em porcentagem de
plantulas normais (BRASIL, 2009).

Para determinacao do indice de velocidade de germinacéo (IVG)
utilizou-se do teste de germinacdo, por meio da contagem de sementes
germinadas realizada diariamente até o final do teste, considerando aquelas com
no minimo 2 mm de comprimento de radicula seguindo equacéo descrita por
Maguire (1962): IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn, em que: G1, G2 e Gn =
namero de plantulas normais, computadas na primeira, segunda e ultima
contagem; N1, N2, Nn = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda e
ultima contagem (NAKAGAWA, 1999).

Adicionalmente, ao final do teste de germinacao (9° dias apos a
semeadura) foi realizado avaliagdo do comprimento de 10 plantulas (COMP) por
meio da medi¢do das plantulas normais com auxilio de régua graduada em
centimetro (cm), com resultados expressos em cm.plantula® (NAKAGAWA,
1999).
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A massa seca de plantula (MS) realizada ap6s a medi¢do do
comprimento, as plantulas foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e
mantidas em estufa de circulacdo forcada de ar a 65 °C até atingirem peso
constante, e os resultados expressos em mg.plantula® (NAKAGAWA, 1999).

Os dados foram analisados quanto a normalidade e
homogeneidade e ao atenderem seus pressupostos foram submetidos a analise
de variancia pelo teste F (p<0,05) e as médias comparadas pelo teste Tukey a

5% de probabilidade utilizando o software Sisvar.

4.5 RESULTADOS

A tabela 3 apresenta os valores de quadrado médio das
variaveis PCG, GER, IVG, COMP e MS de sementes da bromélia D. beateae
armazenadas em diferentes, periodos, temperaturas e embalagens. Verifica-se
diferenca significativa (p<0,05) entre periodo, temperatura e embalagem de
armazenamento para a variavel PCG. Também houve interacdo para o fator
periodo de armazenamento de forma isolada para as caracteristicas IVG, COMP
e MS.

Tabela 3 — Analise de variancia com valores do quadrado médio das variaveis
primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacdo (GER), indice de
velocidade de germinacdo (IVG), comprimento de plantula (COMP) e massa
seca de plantula (MS) de sementes bromélias (D. beateae) armazenadas em
diferentes periodos, temperaturas e embalagens. Londrina — PR, 2021.
Quadrado Médio
Fonte de Variacéao PCG GER IVG COMP MS
Periodo (P) 2098,66** 84,72" 54,34* 0,04* 0,000012**
Temperatura (T) 14,22 138,88" 16,28" 0,018 0,000004"s
Embalagem (E) 79,16*  26,38" 12,51" 0,012" 0,000003"s

PxT 30,88*  26,38"™ 5,28"™ 0,022" 0,000003"
PXxE 40,83**  72,74" 2,96" 0,009"s 0,000002"s
TXE 26,72*  18,05" 3,10" 0,006"™ 0,000004"
PxTXE 86,38**  25,86"s 7,04" 0,001"s 0,000000"

CVv 19,46 9,65 17,23 12,99 17,55
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**Significativo a 1%; *Significativo a 5%; " N&o significativo pelo teste F (p<0,05).

As variaveis de vigor (IVG, COMP e MS) apresentaram
comportamento diferente em relacdo ao periodo de armazenamento.

Verifica-se na tabela 4 a reducao do IVG, COMP e MS, aos 90
dias de armazenamento, no entanto para as Ultimas varidveis (COMP e MS) nédo
houve diferenca entre 60 e 90 dias de armazenamento. A partir destes
resultados, observa-se que quanto maior o tempo de armazenamento ha a

reducgé&o do vigor.

Tabela 4 — indice de velocidade de germinacédo (IVG), comprimento de plantula
(COMP) e massa seca de plantula (MS) de sementes bromélias (D. beateae)
armazenadas em diferentes periodos (30, 60 e 90 dias), temperaturas (ambiente
e controlada) e embalagens (polietileno, polipropileno e papel Kraft). Londrina —
PR, 2021.

Periodo (P) IVG COMP (cm) MS (mq)
30 dias 20,41 A* 0,92 A 0,009 A
60 dias 19,94 A 0,90 AB 0,008 AB
90 dias 17,60 B 0,84 B 0,007 B

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

Sementes armazenadas em embalagem de polipropileno
mantiveram o vigor (maiores valor de PCG) quando armazenadas por 60 dias
em temperatura controlada e por 90 dias em ambas temperaturas testadas se
comparadas com as outras embalagens (Tabela 5).

Sementes mantidas em temperatura ambiente e em embalagens
de polietileno e polipropileno tiveram maiores valores de PCG em comparacao
as sementes armazenadas em papel Kraft por 30 dias (Tabela 5).

Para todas as temperaturas e embalagens testadas, o periodo
de 90 dias obteve maiores médias para a variavel PCG em comparacdo as
sementes armazenadas nas mesmas condicdes em periodos de 30 e 60 dias
(Tabela 5).

Em relacdo a temperatura de armazenamento, sementes

mantidas sob temperatura ambiente em embalagens de polietileno e
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polipropileno nos periodos de 30 e 60 dias apresentaram maiores valores de
PCG em comparagdo a sementes conservadas em temperatura controlada
(Tabela 5).

As sementes condicionadas em embalagens de papel Kraft com
30 dias de armazenamento, a temperatura controlada mostrou-se mais eficiente
para conservacdo do vigor. O armazenamento de sementes no periodo de 90
dias em ambas embalagens testadas nao diferiu em relacdo a temperatura de

armazenamento (Tabela 5).

Tabela 5 — Interacéo entre periodo (P), temperatura (T) e embalagem (E) para a
variavel primeira contagem de germinacéo (PCG) de sementes de bromélias (D.
beateae) armazenadas em diferentes, periodos (30, 60 e 90 dias), temperaturas
(ambiente e controlada) e embalagens (polietileno, polipropileno e papel Kraft).
Londrina — PR, 2021.

PCG (%)

PXTxE Temp. Ambiente (25°C) Temp. Controlada (10°C)

30 dias 60 dias 90 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Poliet. 6,50 ABba 15,50 Aaa 17,50 Baa 0,00 Bcf 10,0 BbB 20,00 Baa

Polipro. 8,50 Aba 12,00 AbB 25,00 Aaa 0,00 Bc 16,00 Aba 28,00 Aaa

Papel 3,00 Bcf 14,00 Aba 25,00 Aaa 10,00 Aba 10,50 Bba 24,50 ABaa

*Letras mailsculas iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, assim como letras minusculas iguais na linha em cada periodo e gregas na linha

em cada temperatura.

A tabela 6 apresenta os valores de quadrado médio das
variaveis PCG, G, IVG, COMP e MS de sementes de bromélias D. brevifolia
armazenadas em diferentes, periodos, temperaturas e embalagens. Foi possivel
observar diferenca significativa isolada para o fator periodo de armazenamento
nas caracteristicas IVG e COMP.

A MS variou de acordo com a embalagem e com a interagéo do
periodo e a temperatura de armazenamento. Houve interacao significativa entre
os fatores periodo x embalagem; e temperatura X embalagem de

armazenamento para PCG (Tabela 6).
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Tabela 6 — Andlise de variancia com valores do quadrado médio das variaveis
primeira contagem de germinacdao (PCG), germinacdo (GER), indice de
velocidade de germinacdo (IVG), comprimento de plantula (COMP) e massa
seca de plantula (MS) de sementes bromélias (D. brevifolia) armazenadas em
diferentes, periodos, temperaturas e embalagens. Londrina — PR, 2021.

Quadrado Médio
Fonte de Variacéao PCG GER VG COMP MS
Periodo (P) 313,54* 14,93" 11,09* 0,0350** 0,000002**
Temperatura (T) 1901,38** 3,12" 9,03" 0,0001"™  0,000000"s
Embalagem (E) 837,50** 10,76"™ 4,75" 0,0031"  0,000000*

PxT 12,84"  13,54" 5,64" 0,0012"  0,000000*
PXxE 301,04 35,76" 4,0/™ 0,0014"  0,000000"
TXE 476,38** 1,04 0,31 0,0003" 0,000000"
PXTXE 206,59"  8,33" 0,35"™ 0,0031"  0,000000"s
CVv 10,74 4,01 59 6,79 15,98

**Significativo a 1%; *Significativo a 5%; " N&o significativo pelo teste F (p<0,05).

O COMP apresentou comportamento diferente em relacdo ao
periodo de armazenamento, sendo que, sementes de D. brevifolia armazenadas
por um periodo de 30 dias tiveram plantulas maiores (0,72 cm) em relacdo as
armazenadas por 60 (0,66 cm) e 90 dias (0,66 cm), ou seja, quanto maior o
tempo de armazenamento de sementes de D. brevifolia, menor o vigor em
relacdo a caracteristica COMP (Tabela 7).

O teste F indicou diferenca significativa nas fontes de variacao
periodo e embalagem para as variaveis IVG e MS respectivamente, no entanto
nao foi possivel distingui-las por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro (Tabela 7).



54

Tabela 7 — indice de velocidade de germinacéo (IVG), comprimento de plantula
(COMP) e massa seca de plantula (MS) de sementes bromélias (D. brevifolia)
armazenadas em diferentes, periodos (30, 60 e 90 dias), temperaturas (ambiente
e controlada) e embalagens (polietileno, polipropileno e papel Kraft). Londrina —
PR, 2021.

Periodo (P) IVG COMP (cm)
30 dias 31,28 A 0,72 A
60 dias 31,26 A 0,66 B
90 dias 32,47 A 0,66 B
Embalagem (E) MS (mg)
Polietileno 0,002 A
Polipropileno 0,002 A
Papel 0,002 A

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

Na interacdo entre as fontes de variacdo periodo e embalagem,
sementes condicionadas em embalagens de polietileno e polipropileno por 60 e
90 dias apresentaram maiores médias de PCG, por outro lado, o armazenamento
em papel Kraft manteve a PCG até os 90 dias (Tabela 8).

A temperatura e a embalagens de armazenamento alteraram o
comportamento da PCG de sementes de D. brevifolia; a embalagem de
polipropileno manteve a PCG tanto em temperatura ambiente quanto controlada.
A embalagem de papel Kraft apresentou as menores médias em relacdo as
outras embalagens testadas em temperatura controlada. Sementes mantidas em
temperatura ambiente nas embalagens de polipropileno e papel mantiveram
melhor vigor em comparacao as condicionadas em temperatura controlada nas
mesmas embalagens (Tabela 8).

Para sementes de D. brevifolia armazenadas por 90 dias, a
temperatura ambiente acumulou maior quantidade de matéria seca em
comparacao a temperatura controlada. Ainda na mesma interagéo, periodos de
60 e 90 dias de armazenamento apresentaram maiores médias para MS em
ambas temperaturas testas em relacdo aquelas que permaneceram

acondicionadas por 30 dias (Tabela 8).
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Tabela 8 — Interacdes entre periodo (P) e embalagem (E); temperatura (T) e
embalagem (E) para a variavel primeira contagem de germinacdo (PCG), e
interacdo entre periodo (P) e temperatura (T) para varidvel massa seca de
plantula (MS) de sementes de bromélias (D. brevifolia) armazenadas em
diferentes, periodos (30, 60 e 90 dias), temperaturas (ambiente e controlada) e

embalagens (polietileno, polipropileno e papel Kraft). Londrina — PR, 2021.

PCG (%)
PxE Polietileno Polipropileno Papel
30 dias 80,62 Ba 86,87 Ba 84,37 Aa
60 dias 93,12 Aa 88,75 ABa 76,87 Ab
90 dias 93,75 Aa 99,37 Aa 80,00 Ab
TXE Polietileno Polipropileno Papel
Ambiente (25°C) 90,41 Aa 95,83 Aa 90,41 Aa
Controlada (10°) 87,91 Aa 87,50 Ba 70,41 Bb
MS (mg)
PxT 30 dias 60 dias 90 dias
Ambiente (25°C) 0,001 Ab 0,002 Aa 0,002 Aa
Controlada (10°C) 0,001 Ab 0,002 Aa 0,002 Ba

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si nas colunas e mindsculas

diferem na linha pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

4.6 DISCUSSAO

Sementes de bromélias do género Dyckia pertencem ao grupo
das ortodoxas, as quais toleram secagem (até atingirem aproximadamente 5 a
7% de umidade) sem danos ao metabolismo e podem ser armazenadas em
baixas temperaturas. Este grupo de sementes, séo resistentes as adversidades
e em condigbes adequadas, germinam. A conservagdo destas sementes é
inversamente proporcional a temperatura do ambiente e ao grau de umidade das
mesmas. De maneira oposta, temos as sementes recalcitrantes, as quais nao
toleram secagem e baixas temperaturas, pois estes processos danificam suas
estruturas celulares (MARCOS FILHO, 2015).

Conforme Marcos Filho (2015) a conservagao de uma semente,

pode variar conforme seu genotipo, todavia, as condicbes de armazenamento
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determinam a longevidade do seu potencial fisiolégico. Batista et al., (2011)
afirmam que o armazenamento das sementes varia de acordo com a espécie,
condicBes ambientais, tipo de embalagem e periodo de armazenamento. Sendo
0 processo de deterioracdo de sementes irreversivel, o0 mesmo pode ter
velocidade reduzida com eficientes manejos de armazenamento (BAUDET,
2003).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo,
verifica-se que as variaveis de vigor (IVG, COMP e MS) tiveram reduc¢é&o ao longo
do periodo de armazenamento. Porém, valores consideraveis para estas
caracteristicas foram mantidos durante o armazenamento, ou seja, as sementes
mantiveram sua viabilidade por 90 dias, o que se torna benéfico para a
multiplicacdo via sementes e garante ao produtor um planejamento da préxima
semeadura. Resultados semelhantes foram observados por Pereira et al.,
(2010), com sementes de bromélia Nidularium innocentii Lem. as quais perderam

0 poder germinativo ao longo do periodo de armazenamento, embora

permanecesse com poder germinativo alto apos 90 dias (acima de 80%).

Em estudo com armazenamento de sementes de Matelea
maritima Jack., Cuzzol; Lucas (1998), relatam que ao final de 90 dias de
armazenamento apresentaram 86% de germinacao. Estes autores associam a
alta taxa de germinacédo durante o armazenamento com as condi¢cdes ambientais
em que as sementes se encontravam, tendo em vista que as adversidades do
ambiente possibilitam tolerancia e adaptacgéo ao clima.

A deterioracdo das sementes também estd associada as
caracteristicas das embalagens que as contém, resultando de maiores ou
menores trocas de vapor de agua entre as sementes e a atmosfera e das
condi¢cdes do ambiente em que estdo armazenadas (MARCOS FILHO, 2015).
Desta forma, as embalagens utilizadas durante o processo de armazenamento
devem auxiliar na diminui¢éo da velocidade do processo de deterioragao, manter
o teor de agua inicial das sementes, com proposito de diminuir a respiracéo
(TONIN; PEREZ, 2006).

Diferencas significativas também foram observadas entre as
temperaturas de armazenamento. As sementes armazenadas nas embalagens
de polietileno e polipropileno sob temperatura ambiente apresentaram maior

vigor, por outro lado, as acondicionadas em embalagens de papel Kraft tiveram
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maior IVG quando em temperatura controlada. Pelo fato das embalagens de
polietileno e polipropileno permitem menores trocas de temperatura e umidade
gue as embalagens de papel (MATOS et al., 2008).

Baixas temperaturas de armazenamento facilitam a
disponibilizacao das reservas para o processo de respiracao celular e conservam
melhor os componentes celulares das sementes (HELLMANN et al., 2006). Em
estudo de armazenamento de sementes de Pau-brasil (Caesalpinia echinata
Lam., Barbedo et al., (2002) verificam que sementes mantidas sob baixas
temperaturas reduzem o metabolismo, o que contribui para manutencéo de seu
potencial fisiolégico por maior periodo. Quando armazenadas sob condi¢des
normais de ambiente (22+7°C) as sementes podem perder viabilidade em até
trés meses, ja sob baixa temperatura (7+1°C) foi possivel manter a viabilidade
por até 18 meses, com germinacgao superior a 80%.

Da mesma forma, Calil et al., (2007), afirmam que o
armazenamento de sementes em camara fria (5°C e 80% de umidade relativa),
foi benéfico para a manutencdo da viabilidade de sementes de Calliandra
foliosa Benth durante 48 meses de armazenamento.

Para ambas espécies estudadas, pode-se observar que a
germinacao das sementes ndo apresentou diferencas significativas para todos
os periodos de armazenamentos, embalagens utilizadas e temperaturas
testadas. Resultados semelhantes foram encontrados por Nunes et al., (2008)
em estudo com espécie ornamental, sendo que sementes de Syngonanthus
elegans Bong., armazenadas em duas temperaturas (5°C e 20°C) e quatro
periodos de armazenamento (0, 4, 8 e 12 meses), nao apresentaram diferencas
na porcentagem de germinacgéao.

Segundo 0os mesmos autores, o fato de ndo haver diferenca, da-
se possivelmente a ocorréncia das sementes estarem maduras no momento da
colheita; sendo assim, ha maior disponibilidade de reservas que seréo utilizadas
para geracdo de energia quando iniciar 0o processo de germinagédo. Estas
reservas estdo diretamente ligadas ao potencial de armazenamento e o vigor
das sementes (HELLMANN et al., 2006).

Houve reducédo na PCG de sementes de D. brevifolia até os 30
dias de armazenamento, posteriormente ocorreu um pequeno aumento até o

final do armazenamento. Esta reducdo apenas no periodo inicial do
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armazenamento pode ser dada a algum tipo de mecanismo de adaptacao a esta
nova condicdo de armazenamento, enquanto 0 aumento durante o
armazenamento pode ser atribuido a superacédo do estado de dorméncia das
sementes (CATUNDA et al., 2003).

O vigor determinado pela PCG das sementes de D. brevifolia
apresentou reducdo quando armazenadas em sacos de papel Kraft e
polipropileno em temperatura controlada. Segundo Cisneiros et al. (2003), o
armazenamento em temperatura ambiente, proporciona deterioracdo das
sementes de forma mais lenta e gradual, ndo ocasionando quedas bruscas.

Desta forma, sdo necessarias padronizacbes e 0
estabelecimento de métodos de armazenamento para sementes de espécies
ornamentais como bromélias do género Dyckia, havendo necessidade de mais
estudos, tendo em vista que é possivel manter a viabilidade das sementes ao

longo do armazenamento.

4.7 CONCLUSOES

O armazenamento de sementes de D. beateae por um periodo
de até 30 dias mostrou-se eficaz quanto a manutencado de seu vigor.

Embalagens de polietileno e polipropileno mantém o vigor da
variavel primeira contagem de germinagdo de sementes de D. beateae e D.
brevofolia ao longo do periodo de armazenamento.

Para as condicdes de armazenamento testadas, ambas
temperaturas mostraram-se eficientes na manutencdo da viabilidade das
sementes de D. beateae.

Sementes de D. brevifolia apresentam maior comprimento de
plantula quando condicionadas por um periodo de até 30 dias. Periodos de 60 e
90 dias de amazenamento em ambas temperaturas testadas proporcionam

maior massa seca de plantulas de D. brevifolia.



59

5 ARTIGO C: Criopreservagdo na conservagao de sementes em nitrogénio

liquido de Dyckia (Bromeliaceae) nativas do Brasil em risco de extin¢ao.

5.1 RESUMO

As bromélias apresentam grande variabilidade de forma e habitats e
desempenham importante papel para evitar ou diminuir a erosao nas margens
fluviais. Conhecimento sobre armazenamento de sementes utilizando a técnica
da criopreservagdo, visa conservar o material biolégico com todas as suas
caracteristicas originais em temperaturas extremamente baixas (-196°C) em
nitrogénio liquido s@o escassos. Neste sentido, objetivou-se avaliar o
comportamento fisiolégico de sementes de bromélias brasileiras do género
Dyckia em risco de extingdo armazenadas em nitrogénio liquido com diferentes
solucdes crioprotetoras. Adotou-se um delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 6x7 sendo seis espécies do género Dyckia (D. excelsa; D.
beateae; D. dusenni; D. delicata; D. distachya; D. brevifolia); e seis tratamentos
com crioprotetores mais um controle: T1 - controle; T2 — sacarose 0,4M; T3 -
glicerol 2M; T4 — PVS1 (19% de glicerol, 13% de etilenoglicol, 6% de dimetil
sulféxido, 0,5M de sorbitol); T5 — PVS2 (30% de glicerol, 15% de etilenoglicol,
15% de dimetil sulféxido e 0,4M de sacarose); T6 — PVS3 (50% de glicerol + 50%
de sacarose); T7 — PVS2 com 1% de floroglucinol. Realizou-se testes para
avaliacdo do potencial fisiolégicos das sementes, os quais foram definidos como:
teste de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo e testes de
comprimento e massa seca de plantulas. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as meédias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Sementes de D. beateae e D. brevifolia apresentam maior
porcentagem de germina¢ao e maior teor de agua inicial. A criopreservacao sem
utilizag&o de crioprotetores nas sementes de D. excelsa; D. dusenni; D. delicata;
D. distachya e D. brevifolia, ndo altera vigor. Os tratamentos com sacarose,
PVS1 e PVS2, visando a conservacao por tempo prolongado, séo alternativas
viaveis e promissoras na manutencédo do vigor de sementes de D. beateae.

Palavras-chave: Armazenamento. Bromélia. Germinacédo. Potencial Fisiologico.

Vigor.

5.2 ABSTRACT

Bromeliads have great variability in shape and habitats and play an important role
in preventing or decreasing erosion on river banks. Knowledge about seed
storage using the cryopreservation technique, aims to conserve biological
material with all its original characteristics at extremely low temperatures (-196°C)
in liquid nitrogen are scarce. In this sense, the objective was to evaluate the
physiological behavior of Brazilian bromeliad seeds of the genus Dyckia at risk of
extinction stored in liquid nitrogen with different cryoprotective solutions. A
completely randomized design in a 6x7 factorial scheme was adopted, with six
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species of the genus Dyckia (D. excelsa; D. beateae; D. dusenni; D. delicata; D.
distachya; D. brevifolia); and six treatments with cryoprotectants plus a control:
T1 - control; T2 - 0.4M sucrose; T3 - 2M glycerol; T4 - PVS1 (19% glycerol, 13%
ethylene glycol, 6% dimethyl sulfoxide, 0.5M sorbitol); T5 - PVS2 (30% glycerol,
15% ethylene glycol, 15% dimethyl sulfoxide and 0.4 M sucrose); T6 - PVS3 (50%
glycerol + 50% sucrose); T7 - PVS2 with 1% floroglucinol. Tests were carried out
to evaluate the physiological potential of the seeds, which were defined as:
germination test, germination speed index and seedling length and dry mass
tests. The data were subjected to analysis of variance and the means compared
by the Tukey test at 5% probability. D. beateae and D. brevifolia seeds have
higher germination percentage and higher initial water content. Cryopreservation
without using cryoprotectants in D. excelsa seeds; D. dusenni; D. delicata; D.
distachya and D. brevifolia, does not alter vigor. Treatments with sucrose, PVS1
and PVS2, aiming at long-term conservation, are viable and promising
alternatives in maintaining the vigor of D. beateae seeds.

Key words: Storage. Bromeliad. Germination. Physiological Potential. Force.

5.3 INTRODUGAO

As bromélias ocorrem praticamente em todos 0s continentes,
apresentam variabilidade de forma e habitats, os quais influenciam no aspecto
da planta, que podem variar em tamanho e coloracao das folhas, assim como na
morfologia das flores (RIZZINI, 1976; BENZING, 2000). Desempenham
importante papel para evitar ou diminuir a eroséo nas margens fluviais (KLEIN,
1979), contudo tem sofrido pressdo antrépica, principalmente devido a
implantacdo de usinas hidrelétricas.

Trata-se de uma familia com 52 géneros, sendo o género Dyckia
considerado o terceiro maior da subfamilia (THE PLANT LIST, 2020). Plantas
deste género ocorrem em todo territério nacional e em paises vizinhos como
Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai (SMITH, DOWNS, 1974). Suas plantas
apresentam folhas coriaceas e suculentas, com frequente desenvolvimento de
espinhos marginais e dispostas em rosetas que nao formam tanque (BENZING;
BURT, 1970).

A propagacdo vegetativa de bromélias Dyckias pode ser
sexuada ou assexuada e o sistema de cruzamento por autogamia ou alogamia,
no entanto, cada espécie possui um modo particular de reproducdo (FREITAS,
2003). Conhecer o mecanismo reprodutivo € de fundamental importancia na
conservacao da espécie (PEREIRA et al., 2008).
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Sua principal importancia econdmica € a ornamentagéo, sendo
utilizada em decoracdes e projetos paisagisticos (MENDONCA, 2002). Em
funcdo da grande procura por bromélias de valor ornamental, o extrativismo de
seus ambientes naturais tem sido fortalecido, causando uma ameaga para
algumas espécies (PEREIRA, CUQUEL; PANOBIANCO, 2010). Uma
possibilidade para preservacédo € a producdo de mudas via sementes, sendo
uma alternativa que preserva a diversidade genética das espécies, com baixo
custo e impacto ambiental (TILLICH, 1995).

Conhecimento sobre fisiologia das sementes ainda é escasso,
uma vez que ndao ha recomendacdes para bromélias do género Dyckia nas
Regras de Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Ha& escassez também de
informacdes sobre armazenamento de sementes utilizando a técnica da
criopreservacdo, que visa conservar o material biologico em temperaturas
extremamente baixas (-196°C) em nitrogénio liquido com a manutencao das
caracteristicas originais do material apos o descongelamento (SANTOS, 2000).
Conforme Bajaj (1995) € possivel conservar por um longo periodo diversos
materiais vegetais como pélen, sementes, embrides, raizes, bulbos, gemas e
meristemas, de forma que por outros métodos nao seria possivel.

Para protecéo destas células contra danos mecanicos durante o
congelamento, surgiram os crioprotetores, que sao substancias de classe
organica variada, agindo na célula durante o periodo de armazenamento a
baixas temperaturas, prevenindo a formacao de gelo intra e extracelular e danos
causados pela desidratacdo (HAN et al., 2009).

Estudos com criopreservacdo de sementes de bromélias sédo
escassos, havendo necessidade do desenvolvimento de pesquisas que
envolvam estes testes com espécies desta familia. Neste sentido, objetivou-se
avaliar o comportamento fisiologico de sementes de bromélias Brasileiras do
género Dyckia em risco de extincdo armazenadas em nitrogénio liquido com

diferentes solucdes crioprotetoras.

5.4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em Londrina PR, com sementes de

bromélias de seis espécies do género Dyckia (D. excelsa; D. beateae; D.
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dusenni; D. delicata; D. distachya; D. brevifolia). As sementes foram coletadas
de plantas de uma populacdo natural do mesmo municipio 23°19'42” S,
51°12’11” W e 574 metros de altitude.

A colheita das sementes ocorreu de forma manual, no momento
em que as bagas abrissem e entdo a dispersao ocorresse de forma natural.
Apoés, as mesmas foram armazenadas em uma camara fria (9°C com variacao
de 1°C) até o momento da realizacdo dos testes (60 dias). Antes da realizacéo
dos testes, foram desinfetadas em solugéo de hipoclorito de sédio 0,5% de cloro
ativo por 20 minutos em camara de fluxo laminar e em seguida lavadas trés
vezes com agua destilada.

Para caracterizacdo do lote, determinou-se o teor de agua das
sementes; sendo destinadas 0,2 g de sementes de cada espécie em estufa a
105 + 3°C durante 24 horas, e o resultado final obtido através da pesagem inicial
e final das sementes, obtendo da diferenca o teor de agua (BRASIL, 2009).

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, em fatorial
6Xx7, sendo seis espécies do género Dyckia (D. excelsa; D. beateae; D. dusenni;
D. delicata; D. distachya; D. brevifolia) seis tratamentos com crioprotetores mais
um tratamento controle (T1 - controle; T2 — sacarose 0,4M; T3 - glicerol 2M; T4
— PVS1 (19% de glicerol, 13% de etilenoglicol, 6% de dimetil sulfoxido, 0,5M de
sorbitol); T5 — PVS2 (30% de glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% de dimetil
sulféxido e 0,4M de sacarose); T6 — PVS3 (50% de glicerol + 50% de sacarose);
T7 — PVS2 com 1% de floroglucinol).

Para cada tratamento, pesou-se 50 mg de sementes, e
colocadas em criotubos de plastico contendo 2mL de cada crioprotetor, onde
permaneceram em contato com as solu¢des por 20 minutos, sendo que para as
solucbes de sacarose ficaram em temperatura ambiente (25°C) e para as
solucgdes vitrificantes PVS1, PVS2, PVS3 e PVS2 + 1% de floroglucinol a 0°C,
para posteriormente imersao em nitrogénio liquido (NL), a -196°C.

Ao final do 15° dia de congelamento as sementes foram
submetidas ao descongelamento rapido em banho maria a 40°C durante 1,5
minutos. A remocao das solucdes crioprotetoras foi realizada com auxilio de uma

peneira e agua destilada.
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Em seguida foram realizados os testes para avaliagdo do
potencial fisiologicos das sementes: teste de germinacao, indice de velocidade
de germinacao e testes de comprimento e massa seca de plantulas.

No teste de germinacao (GER), 4 repeticbes de 50 sementes
foram semeadas sobre papel mata borrdo (10,5 x 10,5 cm) umedecido com agua
destilada na quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco no
interior de caixas transparentes de plastico (gerbox) (11,5 x 11,5 x 3,5 cm). Apos
serem acondicionadas em sacos plasticos, foram mantidas em cameras de
germinacao tipo BOD conforme recomendacdes das Regras de Andlise de
Sementes RAS (BRASIL, 2009), para outras espécies de sementes pequenas e
avaliadas conforme as mesmas recomendacdes, sendo consideradas normais
as plantulas que mostraram potencial para continuar seu desenvolvimento e dar
origem a plantas normais. Os resultados expressos em porcentagem (BRASIL,
2009).

O indice de velocidade de germinacéao (IVG) utilizou-se 0 mesmo
teste de germinacgéo, onde, a contagem de sementes germinadas foi realizada
diariamente até o final do teste de germinacdo, considerando aquelas com no
minimo 2 mm de comprimento de radicula seguindo equacdo descrita por
Maguire (1962): IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn, em que: G1, G2 e Gn =
namero de plantulas normais, computadas na primeira, segunda e Ultima
contagem; N1, N2, Nn = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda e
altima contagem (NAKAGAWA, 1999).

Adicionalmente, ao final do teste de germinacao foi realizado
avaliacdo do comprimento de plantulas (COMP) por meio da medicdo de 10
plantulas normais com auxilio de régua graduada em centimetro (cm), com
resultados expressos em cm.plantula* (NAKAGAWA, 1999).

A massa seca de plantula (MS) realizada ap6s a medicao do
comprimento, as plantulas foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e
mantidas em estufa de circulagédo forcada de ar a 65 °C até atingirem peso
constante, e os resultados expressos em mg.plantula® (NAKAGAWA, 1999).

Os dados foram analisados pelo Excel quanto a normalidade e
homogeneidade e ao atenderem seus pressupostos foram submetidos a andlise
de variancia pelo teste F (p<0,05) e as médias comparadas pelo teste Tukey a
5% de probabilidade utilizando o software Sisvar.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 9 apresenta os valores de quadrado médio das
variaveis GER, IVG, COMP e MS de sementes de bromélia D. excelsa; D.
beateae; D. dusenni; D. delicata; D. distachya e D. brevifolia armazenadas no
nitrogénio liquido com solucdes crioprotetoras. Verifica-se diferenca significativa
(p=<0,05) entre espécies para a variavel GER. Também houve interacdo entre os

dois fatores estudados para as caracteristicas de IVG, COMP e MS.

Tabela 9 — Analise de variancia com valores do quadrado médio das variaveis
germinacao (G), indice de velocidade de germinacao (IVG), comprimento de
plantula (COMP) e massa seca de plantula (MS) de bromélias (D. excelsa; D.
beateae; D. dusenni; D. delicata; D. distachya; D. brevifolia) em funcéo do
comportamento fisiol6gico das sementes armazenadas no nitrogénio liquido com

solugdes crioprotetoras. Londrina — PR, 2021.

Quadrado Médio

Fonte de Variacao GER VG COMP MS
Tratamento (T) 89,25 30,29** 3,07 5,60**
Espécie (E) 5665,79** 706,51** 29,03** 132,04**
TXE 82,44"s 8,66* 1,98** 4,68**
CcVv 13,41 19,27 9 12,6

**Significativo a 1%; *Significativo a 5%; "s N&o significativo pelo teste F (p<0,05).
Fonte: préprio autor.

Sementes de D. excelsa; D. beateae; D. dusenni; D. delicata; D.
distachya e D. brevifolia apresentaram, respectivamente, 6,8; 8,2; 6; 7,6; 8 e
8,7% de teor de agua. O teor inicial de dgua € um dos principais fatores para
criopreservacao, ele também garante a sobrevivéncia das sementes ap0s serem
retiradas do nitrogénio liquido (STEGANI et al., 2017). Conforme Silva et al.
(2011) o ideal é o teor inicial de agua abaixo de 10% antes do congelamento,
valor atingido no presente estudo.

A porcentagem ideal de &gua para 0 processo de
criopreservacao difere entre as espécies. Pereira et al. (2010) em estudo com a
bromélia Pitcairnia albiflos Herb., conservaram a viabilidade das sementes
criopreservadas por um ano com 5-7% de teor de agua, porém, observaram que

a reducéo do teor para 3% prejudicou a longevidade das mesmas.
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Para a técnica de criopreservacdo, pode-se utilizar diferentes
partes da planta (sementes, meristemas, suspensdes celulares, embrides),
porém, as sementes possuem vantagens perante aos outros materiais em
relacdo a sobrevivéncia e regeneracdo quando criopreservadas, uma vez que o
tamanho reduzido favorece a desidratagdo, sendo assim, o congelamento ocorre
de forma mais rapida e uniforme, além de ser material jovem, que apresenta
células pequenas e citoplasma denso com poucos vacuolos, 0 que significa
menos agua livre e disponivel para o congelamento (CARVALHO; VIDAL, 2003).

A tabela 10 apresenta a porcentagem de germinacao das
sementes apos a criopreservacao. Os maiores valores para esta variavel foram
observados em sementes de D. beateae (97%) e D. brevifolia (96%), e a menor
porcentagem de germinacao para a espécie D. dusenni (61%). Possivelmente
estes resultados estejam ligados ao teor de agua inicial das sementes, sendo
este um fator determinante para viabilidade das mesmas. As espécies que
apresentaram maior poder germinativo possuiam maior teor de agua inicial (D.
beateae, 8,2% e D. brevifolia, 8,7%), e a espécie com menor valor de
germinacgao, apresentou teor inicial de agua inferior (D. dusenni, 6%) as demais.

Tabela 10 - Efeito isolado da espécie sobre a variavel germinacao de plantulas
de bromélias (D. excelsa; D. beateae; D. dusenni; D. delicata; D. distachya; D.
brevifolia), e teor de 4gua inicial. Londrina-PR, 2021.

Espécie Germinacéo (%) Teor de agua inicial (%)

Excelsa 70,89 C 6,8
Beateae 96,57 A 8,2
Dusenni 60,85 D 6,0
Delicata 81,57 B 7,6
Distachya 87,00 B 8,0
Brevifolia 96,28 A 7,8

Médias seguidas na mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
significancia.

Para as variaveis de vigor IVG, COMP e MS, nas espécies D.
excelsa; D. dusenni; D. delicata; D. distachya e D. brevifolia, nenhum dos
crioprotetores utilizados apresentou melhor ou pior resposta, logo, a

criopreservacao destas espécies pode ser feita sem utilizacéo de crioprotetores
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(tratamento controle T1), mantendo assim a viabilidade das sementes (Tabela
11).

A causa dessas sementes manterem seu vigor apos
congelamento em nitrogénio liquido (-196°C) é explicado por Stanwood e Ross
(1979), conforme autores, sementes ortodoxas, como sao classificadas as
sementes em estudo, toleram dessecacao e podem chegar a um baixo grau de
umidade (5- 7%) sem que haja prejuizos ou formacéo de cristais de gelo. Com
isso, 0 baixo teor de agua livre nas sementes foi essencial para impedir o
rompimento do sistema de endomembranas e causar perda da
semipermeabilidade e da compartimentalizacdo celular (KAVIANI et al., 2009).

Walters et al. (2001), ressaltam que as sementes, mais
especificamente as ortodoxas, apresentam um mecanismo capaz de manter 0os
sistemas de membranas das células, as estruturas das macromoléculas e as
substancias de reserva em condicdes de restabelecer suas funcdes fisiologicas
apos um periodo de congelamento e desidratacao.

Estes resultados corroboram com Tarré et al. (2007), em estudo
com sementes de Encholirium heloisae, E. pedicellatum, E. magalhaesii,
E.reflexum, E. subsecundum, E. scrutor, Dyckia sordida e D. ursina, nao
observaram efeito negativo na porcentagem de germinacao quando as sementes
foram imersas em nitrogénio liquido sem o uso de crioprotetores. Alba et al.
(2014), ao estudarem criopreservagdo de sementes de bromélias endémicas da
Mata Atlantica (Alcantarea imperialis, Nidularium ferdinando-coburgii, Pitcairnia
albiflos, Pitcairnia encholiriodes, Pitcairnia flammea, Vriesea cacuminis, Vriesea
friburgensis e Wittrockia gigantea), mantiveram a viabilidade das sementes com
baixo teor de agua (5- 7%) durante um ano de armazenamento no nitrogénio

liquido sem a utilizacao de substancias crioprotetoras.
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Tabela 11 — Interag&o entre os fatores espécie (E) (D. excelsa; D. beateae; D.

dusenni; D. delicata; D. distachya; D. brevifolia) e solu¢des crioprotetoras (T) (T1
- controle; T2 — sacarose 0,4M; T3 - glicerol 2M; T4 — PVS1 (19% de glicerol,
13% de etilenoglicol, 6% de dimetil sulféxido, 0,5M de sorbitol); T5 — PVS2 (30%
de glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% de dimetil sulféxido e 0,4M de sacarose);
T6 — PVS3 (50% de glicerol + 50% de sacarose); T7 — PVS2 com 1% de

floroglucinol) para as variaveis indice de velocidade de germinacédo (IVG),

comprimento de plantula (COMP) e massa seca de plantula (MS). Londrina - PR,

2021.
D. . D. D.
TXE D. excelsa D. beateae dusenni D. delicata distachya brevifolia
IVG
T1 4,7 Ac 6,92 Cbc 9,37 Ab 6,10 Bbc 18,1 Aa 10,3 Aa
T2 5,05 Ac 11,97 ABb 8,7 Abc 10,10 ABb 18,9 Aa 13,2 Ab
T3 4,55 Ad 9,33 BChc 85Acd 8,35ABcd 20,25Aa 13,92 Ab
T4 4,78 Ad 13,61 ABbc 12,82 Abc 10,42 Abc 18,95 Aa 16,72 Aab
T5 5,18 Ad 14,83 Aab 8,3Acd 11,10Abc 18,27 Aa 17,55 Aa
T6 588Ad 10,80 ABCbc 9,7Acd 10,92 Abc 21,8 Aa 15,05 Ab
T7 6,48 Ad 10,36 ABCcd 11,5Abc 10,30 Abcd 21,5Aa 15,97 Ab
D. . D. D.
D. excelsa D. beateae dusenni D. delicata distachya brevifolia
COMP (cm)
T1 8,22 ABab 7,97 Cb 6,97 Abc 7,07 Bbc 9,7 Aa 5,87 Ac
T2 7,60 ABc 10,45 ABa 7,67 Ac 8,32 ABbc 9,32 Aab 6,85 Ac
T3 8,35 ABabc 9,02 BCab 7,9 Abc 8,02 ABbc 9,75 Aa 7,00 Ac
T4 8,70 Abc 11,10 Aa 8,25 Abc 8,50 ABbc 9,24 Ab 7,22 Ac
T5 6,81 Bcd 11,07 Aa 8,25 Abc 8,37 ABb 9,45 Ab 6,67 Ac
T6 8,96 Aa 9,07BCa 7,17Abc 8,57 ABab 8,57 Aab 6,87 Ac
T7 8,50 Aab 8,30 Cab 8,3 Aab 9,07 Aa 8,97 Aa 6,97 Ab
D. . D. D.
D. excelsa D. beateae dusenni D. delicata distachya brevifolia
MS (mg)
T1 6,47 Aab 7,65 Ca 3,42 Ac 5,32 Ab 6,57 Aab 2,45 Cc
T2 7,25 Ab 10,27 Aa 3,3 Ac 6,42 Ab 6,47 Ab 4,22 Bc
T3 7,1 Aabc 8,35 Ca 3,5 Ad 5,65 Ac 6,52 Abc 7,77 Aab
T4 6,95 Ab 10,20 ABa 3,5Ad 5,45 Ac 5,97 ABbc 2,67 Cd
T5 6,12 Ab 11,35 Aa 3,5 Acd 6,07 Ab 4,87 BCbc 2,62 Cd
T6 7,27 Aab 8,67 Bca 3,47 Acd 6,27 Ab 4,62 BCc 2,5Cd
T7 7,3 Aa 8,02 Ca 3,75 Ac 5,75 Ab 4,4 Cbc 2,17 Cd

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas nas colunas e minasculas nas linhas diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: préprio autor.
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Para sementes da espécie D. beateae, a utilizacdo dos
crioprotetores T2 (sacarose 0,4M); T4 (PVS1l (19% de glicerol, 13% de
etilenoglicol, 6% de dimetil sulféxido, 0,5M de sorbitol)) e T5 (PVS2 (30% de
glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% de dimetil sulfoxido e 0,4M de sacarose))
mantiveram o vigor (IVG, COMP e MS) das sementes apoés criopreservacao. O
tratamento controle (T1) sem utilizacdo de crioprotetor afetou negativamente
estas variaveis.

Para esta espécie D. beateae, a utilizacdo de crioprotetores foi
eficaz para manutencdo da viabilidade das sementes, pois estas substancias
ligadas ao hidrogénio e a molécula de agua, reduziram a formacéao de cristais de
gelo, além de promoverem o fortalecimento da estrutura quaternaria das
proteinas de membrana, preservando-as da desidratagao (SAKAI, 1995). Alguns
tecidos vegetais, ndo sdo capazes de resistir em baixas temperaturas (-196°C)
sem a protecdo de substancias especificas (VEIGA et al., 2006).

Vale ressaltar que os crioprotetores, reduzem os danos celulares
ocasionados durante o processo de criopreservacao, na literatura estas solugdes
sdo bem sucedidas, porém, vale ressaltar que algumas solucdes de vitrificacdo
podem manifestar efeito toxico para as plantas, o que requer cautela na
utilizagdo destas substancias (VENDRAME; FARIA, 2011). As diversas
substancias presentes nestas solucdes de crioprotetores, possuem diferentes
mecanismos, o etilenoglicol, por exemplo, evita a cristalizacdo da 4gua e atua na
remocao dos radicais livres liberados durante o processo de descongelamento.
(SUSUKI et al.,, 2018). A sacarose e o sorbitol sdo acglUcares que quando
absorvidos pelas células, o ponto de congelamento é abaixado e a quantidade
de agua livre nos tecidos decresce, evitando a formacado de cristais de gelo
(PANIS et al., 1996).

Como é possivel observar ao longo do trabalho, as espécies de
bromélias D. excelsa; D. dusenni; D. delicata; D. distachya e D. brevifolia,
apresentaram resisténcia ao congelamento em nitrogénio liquido sem a
utilizagcdo de crioprotetores, entretanto, a espécie D. beateae, mostrou
resultados adversos. Dessa forma, verifica-se que a técnica de criopreservacao

depende da interacédo de diversos aspectos, como por exemplo, a composicéo
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da solucéo de criopreservacao, o volume e também a taxa de resfriamento de
cada espécie (SUZUKI et al., 2018).

5.6 CONCLUSOES

Sementes de D. beateae e D. brevifolia apresentam maior
porcentagem de germinacdo e maior teor de agua inicial se comparadas as
sementes de D. excelsa; D. dusenni; D. delicata e D. distachya.

O uso de crioprotetores nao altera o vigor das sementes de D.
excelsa; D. dusenni; D. delicata; D. distachya e D. brevifolia, dessa forma, as
mesmas podem ser criopreservadas em nitrogénio liquido (-196°C) sem
solugdes crioprotetoras.

Os tratamentos com os crioprotetores, sacarose, PVS1 e PVS2,
sdo alternativas promissoras para conservacado do vigor de sementes de D.

beateae em nitrogénio liquido (-196°C).
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6 CONSIDERACOES GERAIS

Neste trabalho, verificou-se que tanto o armazenamento
convencional quanto o armazenamento por criopreservacao por um periodo de
90 dias mantiveram a qualidade das sementes de D. beateae e D. brevifolia, com
iSSo a técnica de criopreservacao para este periodo de armazenamento, torna-
se inviavel para manutencéo destas espécies, tendo em vista que sua utilizacédo
requer maior custo que o armazenamento convencional, entretanto, este estudo
contribuiu para o conhecimento aprofundado da técnica e pode tornar-se viavel,
guando o armazenamento for por um periodo maior.

Para preservacdo de sementes de D. excelsa; D. dusenni; D.
delicata; D. distachya e D. brevifolia, a criopreservagao pode ser realizada sem
utilizag&o de crioprotetores, mantendo assim, o vigor e garantido menor custo.

Por se tratar de sementes ortodoxas, pode-se observar que 0
armazenamento de bromélias Dyckias, € uma ferramenta viavel para
manutencdo da viabilidade de suas sementes, com isso, outros estudos

relacionados devem ser realizados.
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