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DE PAULA, Jean Carlo Baudraz. Criopreservacdo em nitrogénio liquido de sementes de
Dyckias (Bromeliaceae) nativas do Brasil. 2019. 67f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

As bromélias desempenham papel fundamental na biodiversidade dos ecossistemas além de
sua importancia econémica, uso ornamental e farmacéutico. Devido principalmente ao
extrativismo, queimadas e desmatamento, diversas espécies estdo em risco de extin¢do. Entre
estas especies estdo Dyckia brevifolia e Dyckia delicata, consideradas ameacadas devido ao
desequilibrio e destruicdo de seu habitat, sendo fundamental uma técnica de preservacao
destes materiais. A criopreservacdo € um processo de preservacdo em que o material
bioldgico é submetido a temperaturas extremamente baixas utilizando nitrogénio liquido
(-196°C). Para que se tenha bons resultados durante a fase de congelamento, é necessaria a
adicdo de substancias crioprotetoras. O trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de
diferentes solucdes crioprotetoras na criopreservacdo em nitrogénio liquido de sementes das
espécies de bromélias brasileiras ameacadas de extingdo D. brevifolia e D. delicata. O
experimento foi realizado com sementes das espécies citadas utilizando dez tratamentos e
quatro repeticGes por tratamento, sendo estes: sem adicdo de solucdo crioprotetora e sem
imersdo em nitrogénio liquido; imersdo em nitrogénio liquido sem adicdo de crioprotetor;
glicerol 1M; glicerol 2M; sacarose 0,4M; sacarose 0,8M; PVS1; PVS2; PVS2 + 1%
floroglucinol e PVS3. As sementes permaneceram congeladas em nitrogénio liquido por 15
dias e posteriormente foram descongeladas e colocadas para germinar em camara de
crescimento. Durante a germinacdo foi avaliado o indice de velocidade de germinacédo e ao
décimo dia foram avaliados o percentual de germinacéo e de plantulas anormais, além do
comprimento de plantulas e determinacdo de massa seca. Seis meses apos o plantio das mudas
foram avaliados o comprimento da parte aérea e do sistema radicular, além da determinagéo
de massa seca da parte aérea e radicular. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado e os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Os dados
foram processados utilizando o software R, e submetidos ao teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Na avaliacdo das plantulas e das mudas, ndo houve diferenca entre a utilizagédo
ou ndo de solucdo crioprotetora durante a criopreservacao. Para as espécies a porcentagem de
germinacdo apds a criopreservacdo variou de 79 a 94%. Para o tratamento sem o0 uso de
crioprotetores, as sementes de D.brevifolia e D. delicata apresentaram, respectivamente, 92%
e 79% de porcentagem de germinacdo. O uso de crioprotetores ndo prejudicou a viabilidade
das sementes. Sementes de Dyckia brevifolia com 6,8% de teor de dgua e Dyckia delicata
com 8,9% podem ser criopreservadas em nitrogénio liquido sem a necessidade de solucdes
crioprotetoras.

Palavras-chave: Conservacdo. Crioprotetores. Vitrificacao.



DE PAULA, Jean Carlo Baudraz. Cryopreservation in liquid nitrogen of seeds of Dyckias
(Bromeliaceae) native to Brazil. 2019. 67p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Bromeliads play a key role in the biodiversity of ecosystems beyond their economic
importance, ornamental and pharmaceutical use. Due mainly to the extractivism, burning and
deforestation, several species are in danger of extinction. Among these species are Dyckia
brevifolia and Dyckia delicata, considered threatened due to imbalance and destruction of
their habitat, being a fundamental technique in the preservation of these materials.
Cryopreservation is a preservation process in which biological material is subjected to
extremely low temperatures using liquid nitrogen (-196 ° C). In order to achieve good results
during the freezing phase, the addition of cryoprotective substances is necessary. This work
aimed to evaluate the influence of different cryoprotectant solutions on liquid nitrogen
cryopreservation of seeds of endangered Brazilian bromeliads D. brevifolia and D. delicata.
The experiment was carried out with seeds of the mentioned species using ten treatments and
four replicates per treatment, as follow: without addition of cryoprotectant solution and
without immersion in liquid nitrogen; immersion in liquid nitrogen without addition of
cryoprotectant; 1M glycerol; 2M glycerol; 0.4M sucrose; 0.8M sucrose; PVS1; PVS2; PVS2
+ 1% floroglucinol and PVS3. The seeds remained frozen in liquid nitrogen for 15 days and
were later thawed and placed to germinate in a growth chamber. During the germination the
germination speed index was evaluated and at the 10th day the germination percentage and
abnormal seedlings were evaluated, as well as seedling length and dry mass determination.
Six months after planting the seedlings, the length of the aerial part and the root system were
evaluated, besides the determination of aerial part and root dry mass. The experimental design
was completely randomized and obtained data were submitted to analysis of variance (p
<0.05). Data were processed using software R and submitted to the Tukey test at 5%
probability. In the evaluation of seedlings and plantlets, there was no difference between the
use or not of cryoprotectant solution during cryopreservation. For the species the percentage
of germination after cryopreservation ranged from 79 to 94%. For the treatment without the
use of cryoprotectants, D.brevifolia and D. delicata seeds presented, respectively, 92% and
79% of germination percentage. The use of cryoprotectants did not affect the viability of the
seeds. Dyckia brevifolia seeds with 6.8% water content and Dyckia delicata seeds with 8.9%
may be cryopreserved in liquid nitrogen without cryoprotective solutions.

Key words: Conservation. Cryoprotectants. Vitrification.
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1 INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae estd distribuida quase que exclusivamente na
Ameérica do Sul, sendo o Brasil importante centro de biodiversidade, com a presenca de
espécies em praticamente todos os biomas. As bromélias sdo muito utilizadas como plantas
ornamentais e algumas tém importancia econdémica, como o abacaxi (Ananas comosus), e
outras sdo importantes na producdo de medicamentos e xaropes caseiros. Alem disso,
apresentam um papel relevante na biodiversidade de ecossistemas, servindo de abrigo,
alimentacdo e reproducdo para uma enorme quantidade de organismos (KUBTZKI, 1998;
CHWEE; AHMAD, 2008).

Porém, devido a mudancas em seu habitat causadas pelo desmatamento,
gueimadas e extrativismo, muitas espécies estdo seriamente ameacadas de extin¢do. O Brasil
neste cendrio apresenta numeros preocupantes visto que, entre as espécies consideradas
ameacadas de extingdo, de acordo com a Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira
Ameacadas de Extincdo (BRASIL, 2008), 38 sdo bromélias e entre elas, estdo espécies
endémicas.

Entre as espéecies que se encontram em ameaga, sete pertencem ao género
Dyckia, o qual apresenta sua maior concentracdo no Brasil, responséavel por abrigar cerca de
80% das espécies deste género (LEME; RIBEIRO; MIRANDA, 2012). Entre as espécies,
estdo Dyckia delicata e Dyckia brevifolia, endémicas e presentes exclusivamente no sul do
Brasil. Devido ao seu habitat restrito e sua baixa populacdo na natureza, estas devem ser
mantidas sob cuidado. Visto a importancia das bromélias na biodiversidade, associada a
ameaca de extin¢do, estudos relacionados a preservacdo e manutencdo deste material na
natureza sdo imprescindiveis.

Avancos tecnologicos e cientificos permitiram estudos que possibilitam
encontrar formas de preservacdo de materiais biolégicos criando bancos de manutencdo. A
criopreservagdo é apresentada como alternativa viavel e de baixo custo, que consiste na
preservacao do material bioldgico em temperaturas extremamente baixas, de até -196°C. Este
método possibilita a redugdo do metabolismo a tal ponto que a qualidade do material siga
intacta e com capacidade para retomar suas atividades metabolicas apds seu descongelamento
(SANTOS, 2000).
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Para o sucesso da criopreservacgdo, é fundamental o conhecimento das fases
de congelamento e descongelamento do material, reduzindo a0 maximo os danos no processo.
As perdas ocorrem por conta do congelamento e formacdes de cristais de gelo, pois levam a
danos celulares podendo ocasionar a morte das mesmas e por este motivo devem ser evitados
(SANTOS, 2000).

Para obtencdo de bons resultados, a garantia de um material intacto ap6s o
congelamento é fundamental. Nesse contexto, o0s crioprotetores desempenham papel
primordial na protecdo do material bioldgico, ja que sua funcéo € reduzir a0 maximo os danos
durante o periodo de congelamento. Embora estes agentes confiram protecdo ao material
bioldgico, sdo constituidos de substancias toxicas, sendo fundamental o conhecimento e a
acao dos mesmos.

Cada uma destas substancias possui um mecanismo diferente de acdo na
célula, o que confere sua classificacdo em dois grupos: as extracelulares, ou seja, as que irdo
agir fora da célula, como os agucares (sacarose, trealose e glicose) e os intracelulares, ou seja,
aqueles que vao agir no interior da célula, como o glicerol, o dimetilsulfoxido, etileno glicol,
entre outros (MAZUR, 1980).

O método de criopreservacgdo por vitrificacdo é hoje o mais utilizado e trata-
se de um método simples, econdmico e com excelentes resultados. Baseia-se na utilizacao de
solugdes crioprotetoras concentradas, que irdo desidratar o tecido a ponto de impedir a
cristalizacdo e congelamento do mesmo, garantindo alto restabelecimento do material apds o
descongelamento (VATJA et al., 1998).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de
diferentes solucGes crioprotetoras na criopreservacdo em nitrogénio liquido de sementes das

espécies de bromélias brasileiras ameacadas de extingdo D. brevifolia e D. delicata.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A FAMILIA BROMELIACEAE

A histéria das bromélias teve inicio em 1493 com a segunda viagem de
Cristévdo Colombo ao Novo Mundo. Colombo teria visto na ilha de Guadalupe, no mar das
Antilhas, a planta que viria a ser a mais famosa e difundida da familia Bromeliaceae, 0
Ananas comosus (L.) Merr., hoje popularmente conhecido por abacaxi. As plantas eram
conhecidas pelos nativos como “Karatas”. O nome bromélia foi proposto somente no final do
século XVII pelo explorador e botéanico francés Charles Plumier, em homenagem ao botéanico
sueco Olaf Bromel devido as diversas coletas que havia feito em conjunto com Charles
Plumier (GRANT; ZIJLSTRA, 1998; ENGLERT, 2000; PAULA, 2000; LUTHER, 2008).

A familia Bromeliaceae Juss. é constituida por 58 géneros e 3.140 espécies
(GIVNISH et al., 2011). Séo distribuidas exclusivamente no continente americano (Figura
2.1.1), exceto por Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms e Mildbr., uma espécie de origem
africana (SMITH; DOWNS, 1974; BENZING, 2000). S&o trés os importantes centros de
diversidade genética e dispersdo das espécies de bromélias: a regido andina com
prolongamentos em dire¢cdo ao México e Antilhas, a costa leste do Brasil, representado pela
Floresta Atlantica e o Escudo das Guianas (SMITH; DOWNS, 1974).

Figura 2.1.1 - Distribuicdo geografica da familia Bromeliaceae.

Fonte: Benzing (2000)

As bromélias séo plantas que se distribuem em varios habitats, geralmente
epifitas, mas podem ser terricolas ou rupicolas/saxicolas (JUDD et al., 2009). As plantas

podem ser de pequeno porte, como Tillandsia recurvata (L.) L., com alguns centimetros de
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comprimento, até plantas como Puya raimondii Harms, com 10 metros de altura (REITZ,
1983). Podem ser encontradas desde o nivel do mar até altitudes de 4.000 metros, em desertos
até regides propensas a inundac6es. De modo geral, as bromélias se desenvolvem bem entre
15° e 30°C, locais ventilados e com alta umidade relativa (PAULA, 2000).

A maioria das bromélias apresenta folhas simples, alternas, podendo ser
fortemente serreadas e espiraladas, além de apresentarem entrends muito curtos. Estas
caracteristicas permitem formar em algumas espécies uma roseta basal em forma de “vaso” ou
“tanque”, denominado de filotelmo, que pode acumular agua e detritos organicos, por onde
elas podem absorvem &gua e nutrientes, através de tricomas peltados (REITZ, 1983;
BENZING, 2000).

Os tricomas peltados presentes principalmente nas folhas das bromélias sao
formados por pélos escamosos com um escudo central de células, circundado por um anel de
células mortas. Estes desempenham importante papel na absorcdo de &gua, auxiliando
também na reflexdo da luz e protecdo contra a transpiracdo excessiva. Além disso, a epiderme
e a cuticula retardam a perda de &gua, atuando como um filtro de densidade neutra, reduzindo
a intensidade da luz que atinge as células internas. As bromélias podem apresentar
metabolismo CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceas), que promove a economia de agua
com a captacdo de CO, apenas a noite, além de ser uma peca chave ligada a ocupacdo de
habitats aridos (BENZING, 2000).

As inflorescéncias das bromélias podem ser terminais ou laterais, simples ou
compostas, dispostas em panicula, racemo ou capitulo. As flores geralmente s&o
hermafroditas, de simetria radial, com perianto diferenciado em célice e corola, dispostas na
axila de bracteas e frequentemente brilhantes e coloridas. Os frutos sdo do tipo capsula ou
baga e as sementes podendo ser aladas e plumosas (SOUZA; LORENZI, 2008; JUDD et al.,
2009).

A reproducdo das bromélias é assexuada ou sexuada. A reproducdo
vegetativa € considerada uma estratégia vantajosa em diferentes situacfes, em especial na
ocupacdo de novos ambientes, favorecendo muitas vezes a formagdo de grandes colbnias.
Essa propagacdo ocorre por brotos axiais procedentes das folhas da roseta, e por rizomas,
formando touceiras em torno ou afastando-se da planta-mae, também podem formar estolhos,
principalmente em espécies terrestres (REITZ, 1983; BENZING, 2000).

Reitz (1983) e Benzing (2000) relataram que para que a reproducgéo sexuada
através de sementes ocorra € necessaria a polinizacdo das flores. Apesar de apresentarem

flores hermafroditas, o processo de autofecundacdo é incomum nas bromélias, pois
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geralmente as flores sdo protandricas, sendo necessaria a polinizagdo cruzada através de
agentes polinizadores.

De acordo com Fischer (1994), a maioria das especies é polinizada por
beija-flores, devido a atracdo causada pelas bracteas vistosas e coloridas além da presenca de
néctar abundante. Estudos apontam que 61% das espécies de bromélias nos Andes bolivianos
sdo polinizadas pelos beija-flores, e na Mata Atlantica chega a 85% (FISCHER, 1994;
VARASSIN, 2002). Assim como as bromélias, os beija-flores também obtém beneficio dessa
relacdo, como observado na Mata Atlantica, onde 30% das flores incluidas na alimentacdo dos
beija-flores sdo de bromélias (BUZATO; SAZIMA; SAZIMA, 2000).

Os morcegos também sdo importantes agentes polinizadores, sendo atraidos
devido a presenca de forte odor em flores que sé abrem durante a noite. Além da ornitofilia e
quiropterofilia, sdo encontrados outros tipos de polinizadores, como borboletas, abelhas e
besouros (REITZ, 1983; LEME; MARINGO, 1993). A dispersdo das sementes esta
diretamente relacionada aos diferentes tipos de frutos presentes na familia. As sementes
aladas ou plumosas presentes no fruto tipo capsula sdo dispersas com o auxilio de vento
(anemofilia), enquanto as bagas suculentas, cujas sementes ndo possuem apéndices, Sao
dispersas por animais (zoocoria) (MARTINELLI, 1997; BUZATO; SAZIMA; SAZIMA,
2000; VARASSIN; SAZIMA, 2000).

A familia Bromeliaceae possui uma classificacdo dividida em trés
subfamilias: Tillandsioideae, Bromelioideae e Pitcairnioideae (SMITH; DOWNS, 1974, 1977,
1979), classificacdo esta baseada em caracteres florais, habito e morfologia de frutos e
sementes. Vale lembrar que ainda existe muita controvérsia em relacdo a esta classificagdo,
devido a analises moleculares, que apontam Pitcairnioideae como um grupo polifilético
(CRAYN et. al. 2000; HORRES et al., 2000; BARFUSS et al., 2005). Assim, estudos recentes
propbem uma nova divisdo em oito subfamilias: Brocchinioideae, Bromelioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitacairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae
(GIVNISH et al., 2004; GIVNISH; BERRY; SYTSMA, 2007). Mas ainda hoje é adotada a
classificacdo baseada em trés subfamilias.

Tillandsioideae € considerada a maior subfamilia, compreendendo 1.131
especies em 9 géneros: Alcantarea (E.Morren) Harms (16 spp.), Catopsis Griseb. (21 spp.),
Glomeropitcairnia (Mez) Mez (2 spp.), Guzmania Ruiz &, Pav. (176 spp.), Mezobromelia
L.B. Sm (9 spp.), Racinaea Spencer Smith (56 spp), Tillandsia L. (551 spp.), Vriesea Lindl.
(227 spp.) e Werauhia Grant (73 spp.) (SMITH; DOWS, 1977; TILL, 2000; LUTHER, 2008).

As espécies geralmente sdo epifitas, com folhas de margens inteiras, ovario supero ou
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raramente semi-infero e sementes com tufos de apéndices plumosos nas extremidades
(REITZ, 1983).

Bromelioideae possui 31 géneros e 724 espécies (CRONQUIST, 1988;
SMITH; TILL, 1998; KUBITZKI, 1998). As espécies podem ser epifitas, terricolas ou
rupicolas. As sementes ndo apresentam apéndices, e a maioria das espécies possui ovario
infero e frutos do tipo baga indeiscente, diferente das subfamilias Pitcairnioideae e
Tillandsioideae que apresentam sementes com apéndices, ovario em parte ou completamente
supero e frutos capsulares (REITZ, 1983; BARFUSS et al., 2005).

A subfamilia Pitcairnioideae possui 16 géneros e aproximadamente 1050
espécies, geralmente epifitas, mas podendo ser terricolas, saxicolas ou rupicolas, apresentam
folhas aculeadas, com margens inteiras, frutos do tipo capsula e sementes com apéndices néo
plumosos (REITZ, 1983; CRONQUIST, 1988; SMITH; TILL, 1998; KUBITZKI, 1998;
LUTHER, 2008). Os géneros mais importantes dessa subfamilia sdo: Pitcairnia, com cerca
de 320 espécies; Puya, com aproximadamente 190 espécies; Dyckia, apresentando por volta
de 200 especies e Navia com 105 espécies (LUTHER, 2008).

2.2 BROMELIAS NO BRASIL

O Brasil € um dos trés principais centros de diversidade genética e de
dispersdo das bromélias (SMITH; DOWNS, 1974), distribuindo-se pelo territorio, 46 géneros
e 1.341 espécies, sendo 20 géneros e 1.117 espécies endémicas (REFLORA, 2018). O pais
representa cerca de 40% das bromélias ja catalogadas (LEME; MARINGO, 1993), e entre 0s
estados com a maior presenca de espécies destacam-se a Bahia (356), Espirito Santo (325),
Rio de Janeiro (323) e Minas Gerais (307) (REFLORA, 2018).

Apesar de serem encontradas em todos os biomas brasileiros (Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal) (Figura 2.2.1), est4d na Mata Atlantica
sua maior diversidade, com 923 espécies, sendo 653 endémicas deste bioma (MARTINELLI
etal., 2008; REFLORA, 2018).
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Figura 2.2.1- Distribuicdo de espécies da familia Bromeliaceae por bioma brasileiro.
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Fonte: Adaptado de www.floradobrasil.jbrj.gov.br (2018)

Entretanto, a Mata Atlantica é considerada uma das maiores areas em risco
de extincdo no mundo (HERINGER; MONTENEGRO, 2000) e, segundo listas oficiais de
espécies ameacadas, cerca de 40% das espécies de bromélia neste ambiente estdo inclusas em
alguma categoria de ameaca (MARTINELLI et al., 2008).

No Brasil, o trabalho taxondmico mais abrangente e relatado para a familia
Bromeliaceae foi realizado por Smith (1955) na obra “The Bromeliaceae of Brazil”, na qual
foram citadas cerca de 1.350 espécies. Outros trabalhos mais especificos por estado também
foram realizados. Um levantamento das bromélias no Rio de Janeiro encontrou 245 espécies
distribuidas em 20 géneros (FONTOURA; COSTA; WENDT, 1991). J& em Santa Catarina e
em Sé&o Paulo, importantes trabalhos taxonémicos sobre as bromelidceas foram realizados.
Reitz (1983), na obra “Flora Catarinense”, citou 105 espécies distribuidas em 16 géneros e em
Sdo Paulo um estudo identificou 160 espécies em 18 géneros (WANDERLEY; MARTINS,
2007).

No Parana sdo citadas 112 espécies distribuidas praticamente por todo o
estado. Poucos s&o os estudos relacionados a familia Bromeliaceae, apenas com géneros
especificos (TARDIVO; CERVI, 1997). Uma das poucas informacBes é o levantamento
floristico de epifitas vasculares no Parque Barigui (Curitiba), identificando 11 espécies sendo
quatro do género Tillandsia (DITTRICH; KOZERA; SILVA, 1999). Estevan (2010), em
estudos no nordeste do estado identificou 35 espécies pertencentes a dez géneros, sendo em

maior nimero de espécies os géneros Tillandsia (11) e Dyckia (8).


http://www.floradobrasil.jbrj.gov.br/

17

Vale ressaltar a importancia do Brasil como centro de diversidade dessa
familia. De acordo com a Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de
Extingdo, instrucdo normativa do Ministério do Meio Ambiente (MMA) n° 6/2008 (BRASIL,
2008), 38 espécies sao de bromélias, o que demonstra a importancia de serem realizados

estudos para a preservacdo deste material.

2.3 GENERO DyckKiA

O género Dyckia Schult. & Schult. f. pertence a subfamilia Pitcairnioideae,
composto por 164 espécies (GOUDA; BUTCHER; GOUDA, 2014), que caracterizam-se pela
auséncia de tanques de armazenamento e de tricomas efetivos de absorcdo (SMITH;
DOWNS, 1974; REITZ, 1983; FORZZA, 2001). As espécies deste género podem ser
encontradas na América do Sul (Brasil, Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai) ocorrendo
especialmente no Brasil (Figura 2.3.1) (SMITH; DOWNS, 1974; REITZ, 1983).

Figura 2.3.1 - Area de ocorréncia do género Dyckia Schult. & Schult.f.
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Fonte: Krapp, Pinange, Benko-iseppon, Leme, Weising (2014)

No Brasil, sdo registradas 141 espécies e, destas, 133 sdo endémicas
(REFLORA, 2018). O pais é responsavel por abrigar aproximadamente 83% das espécies,

com ocorréncia desde o nivel do mar até aproximadamente 1.000 metros de altitude (LEME;
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RIBEIRO; MIRANDA, 2012). O género apresenta seu centro de diversidade no cerrado
(KRAPP et al., 2014) com 82 espécies, mas pode ser encontrado também na Mata Atlantica
(39), Pampa (17), Caatinga (11), Amazénia (4) e Pantanal (3). A maior ocorréncia do género é
no estado de Minas Gerais com 36 espécies, seguido de Goias (30) e Rio Grande do Sul (28).
Para o Parana séo referenciadas 12 espécies (REFLORA, 2018).

As espécies sdo principalmente terrestres ou rupicolas e crescem em solos
bem drenados ou afloramentos rochosos. Algumas possuem a capacidade de sobreviver em
ambientes frequentemente inundados (LEME; RIBEIRO; MIRANDA, 2012), conhecidas
como reofitas. Estas sdo plantas confinadas as margens de cdrregos e rios de fluxo rapido,
sujeitas a acdo de inundagdes frequentes. Algumas destas espécies sdo caracteristicas do sul
do Brasil (KLEIN, 1979), entre elas D. brevifolia, D. distachya, D. ibiramensis e D.
microcalyx (KLEIN, 1979; FORZZA, 2005).

De acordo com Ab’Saber (2003), as populacbes de Dyckia sempre ocorrem
em ambientes xéricos. Estes ambientes impedem condi¢des de crescimento de plantas de
grande porte que poderiam sombrea-las, ou de plantas herbaceas que poderiam concorrer com
as plantas jovens, impedindo a formacao de novas touceiras. Para Kranz (2013), as plantas
que vivem exclusivamente nesses locais sdo chamadas de relictas e as popula¢bes sdo sempre
reduzidas e limitadas ao ambiente em que se encontram, e muitas vezes estdo reduzidas a
poucos metros quadrados.

As plantas se multiplicam pela divisdo do caule principal, pela producédo de
estoles e por sementes. Foram observadas que poucas espécies possuem crescimento
monopodial, isto é, ndo dividem o caule principal, como em D. aurea. Por outro lado, em
espécies como D. brevifolia e D. distachya é frequente a divisdo do caule principal e
abundante a emissdo de estol@es, formando grandes aglomerados de plantas. O nimero ou
col6nias de plantas em todos os locais de ocorréncia € reduzido (KRANZ, 2013).

A producdo de sementes férteis é abundante em todas as populacBes
observadas. Porém, as condi¢des climaticas atuais muito aridas nos ambientes em que
ocorrem as Dyckias, ndo permitem que as sementes germinem e as plantulas se fixem no
substrato e sobrevivam. Com isso, plantas jovens, com até cerca de trés anos raramente sdo
observadas. Quando as sementes germinam, morrem antes de se fixarem ao substrato e terem

condicdes de sobreviver durante o periodo de uma pequena estiagem (KRANZ, 2013).
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Apresentam folhas suculentas com grande quantidade de espinhos rigidos,
raizes funcionais e escamas foliares pouco eficientes na absorcdo de agua e nutrientes
(PAULA; SILVA, 2004). As bainhas sdo, em sua maioria, carnosas com laminas triangulares,
geralmente espinhosa-serradas e rigidas. As flores apresentam coloracdo variada entre
amarelo e vermelho (REITZ, 1983; FORZZA, 2001). Sua estrutura reprodutiva e pigmentagéo
floral sugerem polinizagdo por insetos (BENZING, 1980; VARADARAJAN; BROWN,
1988), e 0s poucos estudos realizados com especies deste género indicam os beija-flores como
0os principais  polinizadores (BERNARDELLO; GALETTO; JULIANI, 1991;
VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006).

Entre 1995 e 2013, Kranz (2013) estudou 129 populacgdes nativas de Dyckia,
distribuidas nos seguintes Estados: Mato Grosso (40); Parana (22); Goias (22); Mato Grosso
do Sul (14); Santa Catarina (9); Minas Gerais (8); Rio Grande do Sul (7); Tocantins (5) e Sdo
Paulo (1). Segundo Martinelli et al. (2008), o género Dyckia possui ainda um grande nimero
de espécies indeterminadas ou com identificacdo imprecisa, sugerindo a realizagdo de uma
revisao urgente. Ressalta-se que das espécies presentes no Brasil que se encontram em risco

de extincao, sete pertencem a este género (BRASIL, 2008).

2.3.1 Dyckia brevifolia

A espécie Dyckia brevifolia Baker. € originaria do Brasil, sendo considerada
uma espécie redfita por ocorrer em ambientes especificos como leito de rios, corredeiras e
rochas expostas (Figura 2.3.1.1) de &reas montanhosas do estado do Parana e Santa Catarina
(FORZZA et al., 2011). De acordo com Rogalski (2007), esta espécie ocorre acima do nivel
da agua, mas regularmente sdo atingidas pelas cheias. Pode ser encontrada em uma extensdo
de cerca de 80 km ao longo do Rio Itajai-Acu, de Lontras até Blumenau, porém ocorre de

forma desuniforme.
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Figura 2.3.1.1 - Dyckia brevifolia Baker. registrada em seu habitat.
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Fonte: Walter Miguel Kranz (2018)

De acordo com Klein (1979) e Reitz (1983) é também caracterizada como
espécie heliofila, ou seja, capaz de tolerar a luz solar intensa e também adaptar-se aos
extremos do fluxo do rio, seja por estar submersa durante as inundacées, ou sofrer com a
desidratacdo durante os periodos de seca levando a baixa da maré. Dyckia brevifolia é uma
planta com folhas abundantes, em densa roseta basal, de 10 a 20 cm de comprimento, laminas
lanceolado-triangulares, agudas, muito grossas, com 25 a 35 mm de largura, glabras em cima

e serradas nas bordas com presenca de espinhos (Figura 2.3.1.2) (KLEIN, 1979).

Figura 2.3.1.2 - Visdo geral da roseta de Dyckia brevifolia Baker.

Fonte: Ghislaine Mario Lobo (2007)
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Em decorréncia do desmatamento e da construgdo de represas, a espécie esta
ameacada de extingdo (ROGALSKI, 2007). Em virtude disto, foi classificada como "Em
Perigo” (EN) pela Lista de Espécies Ameacadas do Parana (SEMA/PR, 1995) e do Rio
Grande do Sul (CONSEMA-RS, 2002). Recentemente, em 2014, através da Avaliacdo do
Estado de Conservacdo de Espécies Flora - RS (FZB/RS, 2014), a espécie manteve a
classificagdo “Em Perigo” (EN). Esta classificacdo indica que a espécie provavelmente sera
extinta num futuro proximo. Este é o segundo estado de conservacdo mais grave para as
espeécies na natureza (O ECO, 2014).

2.3.2 Dyckia delicata

A espécie Dyckia delicata Larocca & Sobral. é endémica do Brasil. Presente
apenas na Mata Atlantica, sobre os floramentos rochosos, a espécie tem habitat rupicola. E
encontrada exclusivamente no Estado do Rio Grande do Sul (Figura 2.3.2.1) (LAROCCA,;
SOBRAL, 2002; FORZZA et al., 2011; REFLORA, 2018).

Figura 2.3.2.1 - Mapa de Ocorréncia de Dyckia delicata Larocca & Sobral.
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Fonte: CNCFlora (2012)
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Foi descrita em 2002 por Larocca & Sobral, e caracteriza-se
morfologicamente por folhas glabras, espinhos macios, inflorescéncias simples ou compostas,
e sementes em formato triangular (Figura 2.3.2.2) (LAROCCA; SOBRAL, 2002; GIULIETTI
et al., 2009).

Figura 2.3.2.2 - Dyckia delicata Larocca & Sobral. representada em (A) Espécime in habitat

(B) Inflorescéncia.

Fonte: Henrique Mallmann Bineker (2015)

Devido a degradacdo no entorno de seu habitat, a espécie foi avaliada como
“Criticamente em perigo” (CR) pelo Centro Nacional de Conservacdo da Flora (CNCFlora,
2012). Esta classificacdo foi mantida em 2014 pela Avaliagdo do Estado de Conservacao de
Espécies Flora - RS (FZB/RS, 2014). Esta é categoria de maior risco atribuida pela Lista
Vermelha de Espécies Ameacadas. Sao aquelas espécies que enfrentam risco extremamente

elevado de extin¢do na natureza (O ECO, 2014).

2.4 IMPORTANCIA ECOLOGICA E ECONOMICA

E conhecido ha muito tempo o potencial ornamental trazido pelas bromélias.
Na década de 80 as bromélias ja ganhavam destaque por sua variedade de forma, cor e folhas,
que geralmente séo dispostas em rosetas, alem da presenca de inflorescéncias com bracteas
coloridas (REITZ, 1983).

As bromélias sdo utilizadas como plantas ornamentais devido a beleza e
durabilidade de suas inflorescéncias, e entre elas, destacam-se as espécies dos géneros
Guzmania, Vriesea e Aechmea, bem como seus hibridos (MURARO, 2006). Cerca de 40
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espécies desses géneros foram introduzidas nos EUA, sendo tradicionalmente cultivadas para
vendas em vasos ou na forma de flores de corte (CATHCART, 1995).

Além do potencial ornamental, as bromélias apresentam expressiva
importancia econdbmica como alimentos, remédios e producéo de fibras (MURARO, 2006).
Entre as bromélias, o abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr.) é a espécie de maior importancia
econdbmica, muito apreciada na alimentacdo humana. O abacaxi ainda tem importancia
farmacéutica, na extracdo da enzima “bromelina” (KUBTZKI, 1998; CHWEE; AHMAD,
2008). Outra especie de grande importancia € a Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez,
utilizada como fonte de fibras (KUBTZKI, 1998), e na medicina natural destaca-se a
Bromelia antiacantha Bertol. na producéo de xaropes caseiros (ZANELLA et al., 2011).

As bromélias tém grande importancia no cenario nacional da conservacgédo da
biodiversidade (MARTINELLI et al., 2008), desenvolvendo complexas interagcbes com outros
vegetais, animais e microrganismos. Estes por sua vez, sdo parcialmente ou totalmente
dependentes do micro-habitat aquatico formado em seus “tanques”, sendo fonte importante
para a alimentacdo, abrigo e reproducdo destes organismos (DELCLARO, 2012), e participa
também dos processos de ciclagem de minerais e &gua (BENZING, 2000; OLIVEIRA, 2004).

Os microambientes formados pelo acimulo de &gua e detritos nos tanques
das bromélias sdo muito utilizados por diversas espécies, que utilizam este ambiente como
fonte de alimento e abrigo para a reproducdo, pois necessitam de agua em seus primeiros
estadios de vida (WITTMAN, 2000; SILVA, 2009). Esses microambientes formados nas
bromélias abrigam varios tipos de organismos como: aracnideos, crustaceos, platelmintos,
oligoquetos, nematoides, moluscos e miridpodes (ROMERO, 2005).

Dentre os diversos tipos de interagdes planta-animal, sdo comuns estudos
que abordam a relacdo entre flores e seus visitantes. De acordo com Barbosa-Filho e Araujo
(2007), a familia Bromeliaceae esta entre as poucas em que a polinizacdo por vertebrados
predomina sobre a entomofilia. Destacam-se entre os vertebrados, os beija-flores e morcegos,
que além de encontrarem nas bromélias sua fonte de alimentacdo, acabam fazendo o
importante papel de polinizacao.

Em virtude da grande procura das bromélias, o extrativismo ilegal
intensificou-se , contribuindo para o aumento do nimero de plantas vulneraveis, ameacadas
ou atée mesmo em extingdo (BERED et al., 2008). Gonzalez-Astorga et al. (2004),
confirmaram que perturbagdes antrépicas como desmatamento, queimadas, extracdo de
bromélias em &reas de preservacgdo sdo formas de interferéncia capazes de interromper o fluxo

génico entre populagdes de uma espécie. Com isso a recomposic¢ao do bioma de forma natural
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ndo ocorre, levando a uma interferéncia nas relagdes existentes nessa area, podendo acarretar
na extin¢do das espécies e outras que estejam associadas a estas.

Apesar da importancia econdmica e ecologica dessa familia e do nimero de
trabalhos referentes & mesma estar aumentando, os trabalhos cientificos ainda s&o
consideravelmente reduzidos (ZANELLA et al., 2012), o que demonstra que ainda h& muito

no que avangar e conhecer sobre as bromélias.

2.5 SEMENTES ORTODOXAS E RECALCITRANTES

O armazenamento tem por objetivo basico a preservacdo da qualidade
fisioldgica das sementes, sendo fundamental para a manutencdo dos bancos de germoplasma e
para a semeadura de plantio comercial ou também da reocupacdo da vegetacdo em areas
degradadas (KOHOMA et al., 2006). Dependendo do objetivo, pode ser necessaria a
preservacao das sementes por periodos curtos ou longos de tempo (FLORIANO, 2004).

Para a eficacia da preservacdo e armazenamento de sementes, € necessario
que sua qualidade seja mantida por um longo periodo de tempo e, devido a sua complexa
fisiologia, é fundamental um prévio conhecimento destas etapas (HONG; LININGTON;
ELLIS, 1996). Diversas técnicas tém sido estudadas visando melhores condicbes de
armazenamento, sendo o objetivo principal a reducdo do metabolismo da semente, obtida
através da dessecacao ou diminuicdo da temperatura (KOHOMA et al., 2006).

A tolerancia a dessecacdo, que permite as sementes serem armazenada por
um longo periodo sem perda de viabilidade, na maior parte, é adquirida durante a maturacéo.
Essa capacidade de armazenamento varia entre as espécies, mesmo em um lote comum de
sementes (GROOT et al., 2003). Essa tolerancia esta relacionada a capacidade do organismo
em enfrentar o estresse da quase completa perda de agua e, posterior reidratacdo dos tecidos
das sementes (HOEKSTRA; GOLOVINA; NIJSSE, 2003).

Para Hong e Ellis (1991), a classificacdo das sementes quanto a sua
tolerdncia ao armazenamento depende de continuos estudos quanto & dessecacdo e ao
armazenamento a baixas temperaturas. Seguindo isto, Nery et al. (2014) classificam as
sementes em ortodoxas, recalcitrantes ou intermediarias, baseado na maior ou menor
tolerancia a dessecagdo e ao seu armazenamento em baixas temperaturas.

Ortodoxas sdo sementes que conseguem suportar um grau de umidade entre
5 a 7 % e armazenamento sob baixas temperaturas (-18°C) e por um longo periodo de tempo,

preservando sua qualidade fisioldgica. As que séo sensiveis a dessecacdo, ou seja, ndo toleram
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baixos contetdos de agua (<10%), o que impede seu armazenamento por um longo prazo, séo
as sementes classificadas como recalcitrantes (ROBERTS, 1973). As sementes de bromélia
comportam-se como ortodoxas, sendo possivel seu armazenamento em baixa umidade e
temperatura. Marcos Filho (2005) caracteriza este tipo de semente como tolerante a secagem a
um baixo teor de umidade, sem prejudicar seu metabolismo e assim ser realizado seu
armazenamento por um longo periodo de tempo.

Sementes ortodoxas, durante sua formacéo, apresentam trés fases principais,
a histo-diferenciacdo, maturacdo e secagem, o que lhes conferem tolerancia a dessecacéo, a
qual é mantida apos a dispersao, reassumindo seu metabolismo assim que séo reidratadas e
fornecidas condigdes favoraveis de germinacdo (BEWLEY; BLANCK, 1994). Por outro lado,
as espécies recalcitrantes ndo apresentam a fase de secagem durante o desenvolvimento,
sendo dispersas com alto contetdo de agua e estdo metabolicamente ativas no momento da
dispersdo, 0 que as tornam sensiveis a dessecacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2000).

Existe um grupo de sementes que tolera a desidratagdo entre 7-10% de
umidade e podem ser armazenadas a baixas temperaturas (geralmente acima de 0 °C). Estas
podem ser conservadas por um periodo ndo prolongado, sendo as sementes conhecidas como
intermediérias (HONG; LININGTON; ELLIS, 1996; SACANDE et al., 2004).

2.6 HISTORICO DA CRIOPRESERVACAO

A criobiologia, ou seja, a ciéncia dedicada ao estudo dos efeitos das baixas
temperaturas em tecidos, 6rgdos ou organismos vivos é utilizada desde 2500 a.C. no Egito
para fins medicinais (BARBOSA; SANVITTO, 1973). Porém, a ampliacdo de estudos na area
de criobiologia sé ocorreu no inicio de 1950.

Em 1949 foi criopreservado pela primeira vez sémen de touro por uma
equipe de cientistas liderada pelo Bidlogo Christopher Polge (BATISTA, 2006), fato este que
desencadeou um aceleramento de pesquisas na area. Durante este estudo foi feita a descoberta
acidental da acédo crioprotetora do glicerol, que revolucionou os métodos de criopreservacao
em diversas células e tecidos (POLGE; SMITH; PARKERS, 1949).

Em 1950, Dr. Audrey Smith realizou com sucesso a criopreservacao de
hemécias usando como crioprotetor o glicerol a - 80°C (VALERI; RAGNO, 2005). Outras
substancias passaram a ser utilizadas como crioprotetores. Lovelock e Bishop (1959)
utilizaram o dimetilsulféxido (DMSO) como agente crioprotetor na preservacdo de sémen de

touro e hemécias humanas e bovinas, ja& que o mesmo conferia maior variabilidade a tipos
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celulares em relacdo ao glicerol. Entretanto, na década de 80, Fahy (1986) em seus estudos
considerou o efeito toxico desse agente e isso se tornou um obstaculo. Outras substancias
como o etileno glicol, metanol, acucares, entre outras vieram a ter a mesma finalidade
crioprotetora.

No caminho contrario, a criopreservacdo vegetal progrediu lentamente se
comparada com os trabalhos envolvendo tecidos animais, e somente nos anos 60 0s primeiros
trabalhos foram relatados. Sakai (1960) relatou a sobrevivéncia de tecidos vegetais quando
expostos a baixissimas temperaturas (-196°C) por meio da utilizacdo de brotos de amoreira
desidratados imersos em nitrogénio liquido e, demonstrou a viabilidade dos mesmos ap0s seu
descongelamento.

Na década de 70 foi publicado o primeiro protocolo de criopreservacédo
vegetal, estabelecido através de células de cenoura utilizando o método de congelamento
lento. Este método é considerado uma metodologia classica, partindo do principio de
desidratacdo, adicdo de solugdes crioprotetoras, congelamento lento seguido da imerséo
rapida em nitrogénio liquido. Este método predominou até meados da década de 80
(ENGELMANN, 1997; SILVEIRA, 2015), com pouca utilidade nos dias de hoje.

Na busca de maior eficiéncia na protecdo das células durante o
congelamento, Fahy et al. (1984), através do estudo de criopreservacdo de embrides de
camundongos, desenvolveram o chamado método contemporéneo de criopreservagdo. Este
método se baseia na vitrificacdo, ou seja, na transformacdo de uma solucdo aquosa num
liqguido amorfo com aspecto vitreo devido a um congelamento muito rapido, evitando a
formacdo dos cristais de gelo que causam injarias as membranas celulares, dificultando assim
danos no material congelado.

No inicio da década de 1990, novos estudos em relacdo a criopreservagédo
foram desenvolvidos. Dumet et al. (1993) utilizaram a desidratacdo em silica gel em embrides
somaticos de uma palmeira hibrida. Dereuddre et al. (1994) descreveram o método do
encapsulamento em alginato de calcio, obtendo altas taxas de restabelecimento de embrides
somaticos de café, &pice caulinar de péra e macd. Recentemente, em 2011, foi publicado o
primeiro trabalho que constatou a eficiéncia do floroglucinol como aditivo crioprotetor de
protocormos de orquideas (VENDRAME; FARIA, 2011).
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2.7 CRIOPRESERVACAO: CONCEITO E FUNDAMENTOS

A criopreservacdo consiste em um método de preservacdo do material
biologico em temperaturas extremamente baixas, de até -196°C em nitrogénio liquido ou em
sua fase de vapor a -150°C com a manutencdo do material ap6s o seu descongelamento
(SANTQOS, 2000). Possui como principio basico a reducdo de temperatura a fim de reduzir o
metabolismo celular, possibilitando que as células ou os tecidos sejam preservados por um
periodo indeterminado de tempo e permitindo a posterior retomada do desenvolvimento
celular (PEGG, 2007).

A preservacdo de sementes em nitrogénio liquido foi inicialmente
desenvolvida com a finalidade de garantir recursos genéticos de espécies de importancia
agricola, porém seu foco vem mudando, sendo muito utilizada para a manutencdo de espécies
vegetais ameacadas de extin¢do, utilizando-se além de sementes, outras partes vegetais como:
embrides, pélen, bulbos, gemas, raizes, entre outros (JUNIOR, 2013).

Os estudos sobre a criopreservacdo de materiais vegetais foi sendo
intensificado e diversos resultados mostram o sucesso desta forma de preservagdo das mais
variadas espécies, tais como Jatropha curcas L. (GOLDFARB; DUARTE; MATA, 2010),
Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl. (MARTINS et al., 2009) e Ricinus communis
L. (SANTQOS, 2010), entre outras.

O sucesso da criopreservacdo envolve a necessidade de um controle
rigoroso de procedimentos para a desidratagdo, permeabilidade crioprotetora e duracdo
adequada da exposicdo a solugdes crioprotetoras, para a prevencdo de injdrias causadas pelo
estresse osmotico e toxicidade dos componentes quimicos das solucGes crioprotetoras durante
este processo (VAJTA et al., 1998; JUNIOR, 2013).

Para Benson et al.(2008), e Simione (2013), as etapas de congelamento e
descongelamento do material sdo fundamentais ja que estes afetam estruturas e
propriedades coligativas da agua, que resultam em rupturas e injarias letais. Existem dois
tipos de injarias decorrentes do processo de congelamento que devem ser evitadas a fim de
alcancar sucesso na criopreservacdo: a formacdo de gelo intracelular e a cristalizacdo de gelo
extracelular, que podem vir a provocar a ruptura da membrana, levando a lise celular e
consequente morte da célula (DAY et al., 2008; VIEIRA, 2013).

Um ponto fundamental ¢ a diminuicdo do contetdo de agua das células e
tecidos antes da imersdao em nitrogénio liquido, j& que a maioria das células ou explantes

contém quantidades elevadas de agua (ENGELMANN, 2011). De acordo com Vendrame et
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al. (2014), se houver pouca agua nos tecidos, estes sofrerdo desidratacdo excessiva e nao
sobreviverdo. Por outro lado, se houver uma grande quantidade de &gua, havera a formacao de
cristais de gelo no interior das células que podem ocasionar o rompimento da membrana
celular e levar a morte das mesmas e, para isto deve-se obter um teor de agua ideal no
processo de congelamento.

Nessas condicfes de baixas temperaturas, o material é levado a um estado
em que praticamente ndo ocorre divisdo celular e 0 metabolismo é paralisado permitindo a
preservacdo desse material por um tempo prolongado (VIEIRA, 2000). Uma vez colocadas
em nitrogénio liquido, as amostras criopreservadas poderdo ser mantidas por periodo
indefinido, sendo que os protocolos disponiveis na literatura com variados tipos de plantas
diferem em relacdo ao tempo de estocagem em nitrogénio liquido, sendo encontrado desde
periodos de 30 minutos até dois meses armazenados para fins experimentais (HIRANO et al.,
2009).

As vantagens desse método em relacdo a conservacao in vitro, é que, além
do tempo de preservar ser maior, 0s riscos de perda do material e 0s custos para sua

manutencdo sdo menores (VIEIRA, 2000).

2.8 CRIOPROTETORES

Para o sucesso da criopreservacdo e obtencdo de uma maior taxa de
sobrevivéncia dos tecidos, € necessario entender a complexidade do processo e sua correlacdo
com diversos fatores como o teor de agua nas células e o uso de crioprotetores durante a fase
de congelamento (BENSON et al., 2008).

Os crioprotetores sdo definidos como substancias de classe organica variada,
agindo na célula durante o periodo de armazenamento a baixas temperaturas e prevenindo a
formacdo de gelo intra e extracelular e possiveis danos causados pela desidratacdo (HAN et
al., 2009). Segundo Mazur (1980) os crioprotetores podem ser classificados em dois grandes
grupos: os extracelulares (ndo penetrantes) e os intracelulares (penetrantes).

Os crioprotetores extracelulares ttm como modo de a¢do formar um meio
hipertbnico que promove a saida de &gua das células, o que leva & sua desidratacdo,
protegendo o material vegetal durante o congelamento. Esses agentes atuam fora da célula
reduzindo a chance de formacdo de cristais de gelo no interior das células, sendo
representados por macromoléculas de alto peso molecular como os aguUcares (sacarose,

trealose, lactose, glicose), lipidios, além de alguns aminoacidos e proteinas, como as proteinas
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do leite e as lipoproteinas da gema do ovo, que atuam na estabilizacdo de membranas
(AMANN; PICKETT, 1987).

Acredita-se que durante a criopreservacao alguns agucares como a sacarose
e a trealose, estabilizam a bicamada de fosfolipidios e garantam a manutencao dos lipidios
numa fase fluida na auséncia de agua (CROWE; CROWE; CARPENTER, 1987;
WOELDERD; MATHINS; ENGEL, 1997).

Os crioprotetores intracelulares sdo solventes organicos de baixo peso
molecular que possuem a capacidade de penetrar na célula (POLGE; SMITH; PARKERS,
1949). Estas substancias conseguem fazer ligacbes de hidrogénio com a molécula de agua,
diminuindo assim a formacdo de cristais de gelo ou reduzindo o aumento de tamanho desses
cristais, criando assim um ambiente menos nocivo para as células (DALIMATA; GRAHAM,
1997). Entre os comumente utilizados estdo o etileno glicol, propileno glicol,
dimetilsulféxido, glicerol, metanol e etanol (NEVES, 2008).

O glicerol e o etileno glicol sdo &lcoois com capacidade de penetrar as
células, sendo o glicerol altamente permeavel (SILVA et al., 2003). O glicerol age penetrando
a membrana celular através da difusdo passiva, permanecendo tanto na membrana quanto no
citoplasma (PARKS; GRAHAM, 1992). J4 o etileno glicol, devido as suas caracteristicas de
baixo peso molecular e ponto de fusdo é amplamente empregado (NEWTON et al., 1998) por
apresentar uma baixa toxicidade e uma maior capacidade de penetracdo nas células (SILVA,
2007).

O dimetilsulfoxido (DMSO), por ser um alcool dipolar, é capaz de interagir
ou combinar-se com &cidos nucléicos, carboidratos, lipideos e proteinas sem alterar a
configuracdo das moléculas (SOJKA et al., 1990). Porém, Simione (2013) mostrou em seus
estudos indicios de efeitos danosos quando o DMSO ¢é utilizado a temperatura ambiente. O
floroglucinol é um benzenotriol conhecido por proteger as células contra danos oxidativos por
radicais livres e possuir efeito crioprotetor contra o stress oxidativo e metabdlitos
relacionados (BENSON; BREMNER, 2004; KANG et al., 2006), sendo utilizado com o
intuito de melhorar o desempenho de solugdes crioprotetoras (VENDRAME; FARIA, 2011).

Os agentes crioprotetores intracelulares sdo ditos como moderadamente
toxicos (SILVEIRA, 2015), mas para Denniston, Michelet e Godke (2000) a utilizacéo
conjunta destes com os de acdo extracelular (glicose, sacarose, trealose) vem sendo utilizado
para minimizar os danos osmoticos e toxicos. Tendo conhecimento do beneficio da interacéo
entre os diferentes crioprotetores, foram desenvolvidas as solu¢bes PVS (Plant vitrification

solution), muito utilizadas na criopreservacdo por terem em sua composicdo diferentes
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crioprotetores em concentragdes distintas.

O PVS1 foi inicialmente desenvolvido para suspensdes de células de
aspargo (URAGAMI et al., 1989; URAGAMI, 1990). O PVS2, originalmente desenvolvido
para o tratamento de suspensfes celulares de citrus (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA,
1990), ja é utilizado com sucesso para explantes de cerca de 200 espécies (SAKAI, 2003). O
PVS3 foi inicialmente desenvolvido para wasabi (MATSUMOTO et al., 1995), aspargos
(NISHIZAWA et al., 1993) e também alho (MAKOWSKA; KELLER; ENGELMANN,
1999), sendo utilizado para diferentes espécies.

Teixeira et al. (2014) realizaram algumas alteracGes nestas solugdes no
intuito de melhorar a capacidade de transicdo destas solugdes para o estado vitreo e entdo
maximizar o potencial de preservacdo do material quando submetido ao congelamento. Os
crioprotetores em altas concentracfes podem causar toxicidade as células ocasionando danos
irreversiveis, sendo uma alternativa de minimizar estes efeitos uma breve exposi¢do aos

mesmos ou através de resfriamento rapido (VAJTA et al., 1998).

2.9 METODOS DE CRIOPRESERVACAO

A tolerancia a baixas temperaturas e a desidratacdo dos tecidos vegetais
influenciam diretamente na taxa de sobrevivéncia dos mesmos, sendo importante conhecer 0s
mecanismos bioquimicos e biofisicos que sdo responsaveis por garantir a manutencdo do
material congelado (STUSHNOFF; SEUFFERHELD, 1995).

O resfriamento pode ser realizado de duas maneiras: o congelamento lento
(metodologia classica), no qual baixas taxas de resfriamento e baixas concentragdes de
crioprotetores sdo utilizados, e o congelamento rdpido (metodologia contemporanea), que
utiliza altas taxas de resfriamento e altas concentracdes de crioprotetores (SARAGUSTY;
ARAV, 2011).

2.9.1 Congelamento Lento

Segundo Engelmann (1997), um dos primeiros métodos de criopreservacao
desenvolvidos foi o congelamento lento. Neste, o resfriamento e congelamento do material
vegetal ¢ feita de forma lenta até atingir temperatura em torno de -40°C a uma velocidade de 1
a 10°C hora™, utilizando um congelador programavel e, na sequéncia, a imersao direta em

nitrogénio liquido.
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De forma mais detalhada podemos analisar este método com base nos
eventos fisico-quimicos que ocorrem durante o processo de congelamento em condicBes
naturais (Figura 2.9.1.1). A medida que a temperatura vai se aproximando de zero, a célula e
seu meio externo atingem um estado de super-resfriamento e, posteriormente, ocorre a
formacgdo de gelo no meio extracelular. O conteldo da célula super-resfriada permanece
descongelado, possivelmente porque a parede celular e a membrana plasmatica impedem que
os cristais de gelo, nos espacos intercelulares penetrem na célula e desencadeiem o
congelamento do citoplasma (MAZUR, 1969).

Figura 2.9.1.1 - Eventos fisico-quimicos que ocorrem durante o método de congelamento
lento.
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Fonte: Adaptado de (Barbosa et al.,2009)

Se o congelamento ocorre lentamente, a agua se difunde do interior da
célula para o meio externo devido a diferenca de pressao de vapor de adgua. Esse fenémeno é
chamado de desidratacdo induzida por congelamento. Com isso a célula se desidrata,
reduzindo a um minimo ou removendo completamente a agua livre presente e evitando,
assim, a formacéo de gelo em seu interior. Como resultado, a concentracdo da solucgéo celular
aumenta e a célula perde turgor. Quando o potencial hidrico das células parcialmente
desidratadas iguala-se aquele do gelo extracelular, é estabelecido um equilibrio e a
desidratacéo para, desde que a temperatura permaneca constante (MAZUR, 1969).

Entretanto, se o congelamento da célula for muito rapido, a desidratacéo por
congelamento ndo ocorre e as células se tornam cada vez mais super-resfriadas e,
eventualmente, a solugdo intracelular, que contém alto teor de &gua livre, congela-se,

formando cristais de gelo e causando injdrias mecanicas as células (MAZUR, 1969).
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Quando as ceélulas atingem a temperatura de pré-congelamento, a maior
parte da agua congelével ja escapou, formando gelo no meio externo. Assim, a exposi¢do a
temperatura do nitrogénio liquido tem muito pouco efeito adverso (KARTHA, 1985). Apos o
descongelamento, as células intactas podem reabsorver agua e ganhar turgor novamente
(SAKAI; LARCHER, 1987). As etapas do processo de congelamento lento séo representadas
abaixo (Figura 2.9.1.2):

Figura 2.9.1.2 - Desenho esquematico que ilustra a sequéncia de etapas dos procedimentos
para o congelamento lento no processo de criopreservacao.
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Fonte: Adaptado de lzulmé R.I. Santos (2001)

Um dos pontos negativos desta técnica de criopreservacdo € a necessidade
de um congelador programavel que eleva os custos para a realizacdo da mesma (SANTOS et
al., 2010). Aléem disso, a baixa concentracdo de crioprotetores neste método nao € suficiente
para impedir a formacdo de cristais de gelo (ARAV et al., 2002), ja que pode manter uma

quantidade de agua livre para formacédo de cristais de gelo e levar a danos celulares.

2.9.2 Vitrificagéo

O método de preservacdo por vitrificagdo € hoje o método mais utilizado
para a criopreservacao dos diferentes materiais biologicos, ja que € de simples execucdo, ndo
necessitando do uso de equipamentos sofisticados, trazendo rentabilidade, além de apresentar

alta taxa de restabelecimento do material criopreservado (VATJA et al., 1998)
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Trata-se de um eficiente processo contra 0 congelamento sendo
caracterizado pela alta concentragdo das solucGes crioprotetoras proporcionando viscosidade a
solucdo fazendo a mesma se comportar como um sélido, porém sem cristalizacdo (ALI;
SHELTON, 1993; DOBRINSKI et al., 2000; RUBINSKY, 2003; CHIAN et al., 2004).
Quanto maior a concentracdo de crioprotetores, maior sera a temperatura de transicéo para o
estado vitreo, diminuindo assim a chance de cristalizacdo da agua e a formacdo de gelo
(SARAGUSTY; ARAV, 2011).

O efeito provocado pela vitrificagdo pode ser explicado seguindo a lei da
termodindmica que, se um liquido é resfriado muito rapidamente, pode-se evitar o
congelamento, por se transformar em um estado viscoso e amorfo (vitreo sélido), ou seja, é
essencialmente um fluido com propriedades mecanicas de um sélido (RUBINSKY, 2003;
NAIK et al., 2005; BALABAN et al., 2008).

Porém, esta alta concentracdo de crioprotetores necessaria na vitrificacao
pode ser um ponto desvantajoso desta técnica. Estas solugfes concentradas podem promover
uma toxicidade quimica podendo interferir na viabilidade e capacidade de restabelecimento
do material congelado (VAJTA, 2000; KULESHOVA; LOPATA, 2002). Para Santos (2000),
esta técnica leva a um estado de quase paralisacdo das atividades metabdlicas e, devido a isso,
a deterioracdo de sistemas biologicos é suprimida, assegurando a estabilidade durante este
periodo.

A vitrificacdo é obtida com o processo de desidratacdo dos tecidos até certo
teor de umidade que ndo permite agua livre para a cristalizacdo, o que pode ser alcancado por
dessecacdo em fluxo laminar ou dessecador com silica gel e também por tratamento com
solugbes quimicas altamente concentradas, tais como o DMSO, etileno glicol e glicerol
(SAKAI, 1995). As etapas do processo de congelamento rapido sdo representadas abaixo
(Figura 2.9.2.1):
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Figura 2.9.2.1 - Desenho esquematico que ilustra a sequéncia de etapas dos procedimentos
para o congelamento répido no processo de criopreservacao.

Tratarments com
crioprotores

- e
1 Gema apical S0
.

— ML {-19EC)

)
Congelamenio rapido

Descongelamentn
répido

Remogdo do
Cultivg in vitro crioprofetor

Fonte: Adaptado de Izulmé R.I. Santos (2001)

O PVS2 - Solucéo de Vitrificacdo de Plantas (Plant Vitrification Solution 2)
é uma das solucGes mais utilizadas no processo de vitrificacdo para materiais vegetais. A
solucdo é composta de 30% de glicerol (v/v), 15% de etilenoglicol (v/v), 15% de DMSO (v/v)
e 0,4 mol L™ de sacarose (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990; NISHIZAWA et al.,
1993).

Kartha (1985) e Sakai (1995) relataram que aglUcares como a sacarose,
trealose e glucose tém sido também utilizadas com essa finalidade, por serem excelentes
agentes vitrificantes e por ndo apresentarem toxicidade para as células vegetais mesmo
guando se acumulam em grande quantidade nas células.

O estado vitreo tem muitos outros efeitos benéficos para a célula
desidratada, além de evitar a cristalizacdo, tais como: limitacdo da perda de agua, limitagdo da
cristalizacdo de sais e proteinas no citoplasma, protecdo contra mudancas no pH e prevencao
de colapso celular durante intensa perda de agua (LEOPOLD, 1990; KOSTER, 1991).

Ap0s o tratamento com solugdes crioprotetoras, 0 material vegetal € imerso
em nitrogénio liquido. Posteriormente, o processo de descongelamento ocorre através da
imersdo em banho-maria a 40°C, seguido pela remocdo dos crioprotetores e testes que
verifiguem a viabilidade do material descongelado (BAJAJ, 1995; VENDRAME et al., 2014).



35

2.10 CRIOPRESERVAGAO DE BROMELIAS

Trabalhos envolvendo a criopreservacdo de materiais em relacdo as
bromelidceas ainda sdo escassos. Resultados obtidos por Ferrari et al. (2016), utilizando
sementes da especie endémica da caatinga brasileira Encholirium spectabile Martius ex
Schultes, mostraram ndo ser necessaria a utilizacdo de solugdes protetoras obtendo niveis de
germinacdo acima de 90% mesmo sem a protecdo das sementes.

Também foram realizados estudos com sementes das espécies Encholirium
heloisae, E. pedicellatum, E. magalhaesii, E.reflexum, E. subsecundum, E. scrutor, Dyckia
sordida e D. ursina, em que Tarré et al. (2007), observaram que nao houve efeito negativo na
porcentagem de germinacdo, quando as mesmas foram dissecadas em silica gel antes da
imersdo em nitrogénio liquido.

Pereira et al. (2010), trabalhando com Pitcairnia albiflos mantiveram a
viabilidade por um ano das sementes com 5-7% de teor de agua apds o processo de
criopreservacao (-196°C), mas o baixissimo teor de agua (3%) teve um efeito prejudicial na
longevidade das sementes.

Espécies endémicas e vulnerdveis da Mata Atlantica brasileira (Alcantarea
imperialis (Carriere) Harms, Nidularium ferdinandocoburgii Wawra, Pitcairnia albiflos
Herb., Pitcairnia encholiriodes L.B.Sm., Pitcairnia flammea Lindl., Vriesea cacuminis
L.B.Sm., Vriesea friburgensis L.B.Sm., Wittrockia gigantea (Baker) Leme) tiveram sementes
preservadas com baixo teor de agua (5-7%), apds o congelamento em nitrogénio liquido,
mantendo a viabilidade por um ano (ALBA; RAFAELA; ANTONIO, 2014).

E necessario salientar que estudos envolvendo a criopreservacdo em
nitrogénio liquido de espécies de bromélias ainda sdo pouco desenvolvidos, para os quais €

necessario o aprofundamento de pesquisas envolvendo as diversas espécies desta familia.
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3 ARTIGO - CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DAS BROMELIAS
BRASILEIRAS AMEACADAS DE EXTINCAO Dyckia brevifolia E Dyckia delicata

3.1 RESsumMO

As espécies Dyckia brevifolia e Dyckia delicata sdo endémicas do Brasil e correm risco de
extincdo em futuro proximo devido a destruicdo de seus habitats. A criopreservagdo surge
como uma estratégia de preservacgdo destas espécies. O trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia de diferentes solucGes crioprotetoras na criopreservacdo em nitrogénio liquido de
sementes das espécies de bromélias brasileiras ameacadas de extingdo D. brevifolia e D.
delicata. O experimento foi realizado utilizando dez tratamentos e quatro repetigdes por
tratamento, sendo estes: sem adicdo de solucdo crioprotetora e sem imersdo em nitrogénio
liquido; imersdo em nitrogénio liquido sem adicdo de crioprotetor; glicerol 1M; glicerol 2M;
sacarose 0,4M; sacarose 0,8M; PVS1; PVS2; PVS2 + 1% floroglucinol e PVS3. As sementes
permaneceram congeladas em nitrogénio liquido por 15 dias. Foram avaliados os percentuais
de germinacdo e plantulas anormais, indice de velocidade de germinagdo, comprimento e
massa seca de plantulas e seis meses ap06s o plantio das mudas, foi avaliado o comprimento da
parte aérea e do sistema radicular, além da massa seca da parte aérea e radicular. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os dados obtidos foram submetidos
ao teste de Tukey considerando 5% de probabilidade. Na avaliacdo das plantulas e das mudas,
ndo houve diferenca entre a utilizacgdo ou ndo de solucdo crioprotetora durante a
criopreservacao. Para as espécies a porcentagem de germinacao ap0s a criopreservacao variou
de 79 a 94%. Para o tratamento sem o uso de crioprotetores, as sementes de D.brevifolia e D.
delicata apresentaram, respectivamente, 92% e 79% de germinacdo. O uso de crioprotetores
ndo prejudicou a viabilidade das sementes. Sementes de Dyckia brevifolia com 6,8% de teor
de agua e Dyckia delicata com 8,9% podem ser criopreservadas em nitrogénio liquido sem a
necessidade de solugOes crioprotetoras.

Palavras- chave: Banco de Sementes. Bromeliaceae. Nitrogénio liquido. Solucgdes
crioprotetoras.
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3.2 ABSTRACT

Dyckia brevifolia and Dyckia delicata are endemic to Brazil and are in danger of extinction in
the near future due to the destruction of their habitats. Cryopreservation appears as a strategy
to preserve these species. This work aimed to evaluate the influence of different
cryoprotectant solutions on liquid nitrogen cryopreservation of seeds of endangered Brazilian
bromeliads D. brevifolia and D. delicata. The experiment was carried out using ten treatments
and four replicates per treatment, as follow: without addition of cryoprotectant solution and
without immersion in liquid nitrogen; immersion in liquid nitrogen without addition of
cryoprotectant; 1M glycerol; 2M glycerol; 0.4M sucrose; 0.8M sucrose; PVS1; PVS2; PVS2
+ 1% floroglucinol and PVS3. Seeds remained frozen in liquid nitrogen for 15 days. The
percentages of germination and abnormal seedlings, germination velocity index, seedling and
six months after planting of the seedlings length and dry mass were evaluated, aerial part and
root system length, as well as the aerial part and radicular dry mass. The experimental design
was completely randomized and the data obtained were submitted to the Tukey test
considering a 5% probability. In the evaluation of seedlings and plantlets, there was no
difference between the use or not of cryoprotectant solution during cryopreservation. For the
species the germination percentage after cryopreservation ranged from 79 to 94%. For the
treatment without the use of cryoprotectants, seeds of D.brevifolia and D. delicata presented,
respectively, 92% and 79% of germination. The use of cryoprotectants did not affect the
viability of the seeds. Dyckia brevifolia seeds with 6.8% water content and Dyckia delicata
seeds with 8.9% may be cryopreserved in liquid nitrogen without cryoprotective solutions.

Key words: Bromeliaceae. Cryoprotection solutions. Liquid nitrogen. Seed Bank.



38

3.3 INTRODUCAO

As bromélias pertencem a familia Bromeliaceae e sdo agrupadas em 58
géneros e 3.140 espécies (GIVNISH et al., 2011), distribuidas quase que exclusivamente pelo
continente americano. No Brasil € possivel encontrar 83% das espécies do género Dyckia,
sendo as espécies Dyckia brevifolia e Dyckia delicata endémicas do sul do pais (LEME et al.,
2012). As bromélias apresentam importante papel no ecossistema e na manutencdo da
biodiversidade. Devido a agdo do homem e também a mudancas no habitat onde elas vivem,
espécies de bromélias como as citadas se encontram ameacadas de extincdo (MARTINELLI,
MORAES, 2013).

Visando a manutencdo destas e de outras espécies, a criopreservacao surge
como ferramenta para preservacdo de materiais vegetais. Trata-se de um método de
preservacdo em que o material bioldgico é submetido a temperaturas extremamente baixas
(-196 °C) em nitrogénio em fase liquida, ou em sua fase de vapor (-150°C) e, ap0s o
descongelamento, mantém suas caracteristicas intactas. Dessa maneira, o material vegetal
preservado nao sofre danos e pode se desenvolver normalmente apdés o descongelamento
(SANTOS, 2000).

Durante o processo de criopreservacao € fundamental evitar a formacéo de
gelo intracelular, além de cristais de gelo que causariam danos celulares e até mesmo a morte
das células preservadas. Para isto, durante o processo, se utilizam substancias crioprotetoras.
Estas atuam na célula durante o periodo de armazenamento a baixas temperaturas e previnem
a formacdo de gelo intra e extracelular, além de evitar possiveis danos causados pela
desidratacdo (HAN et al., 2009).

Cada uma destas substancias possuem diferentes mecanismos de acdo na
célula, o que confere a classificacdo destas em dois grupos: os extracelulares ou nao
penetrantes e os intracelulares ou penetrantes (MAZUR, 1980). No grupo dos crioprotetores
intracelulares, ou seja, aqueles que véo agir no interior da célula se encontram o glicerol, o
dimetilsulfoxido e o etileno glicol. Entre os crioprotetores extracelulares, ou seja, que
possuem seu mecanismo de acdo fora da célula temos principalmente os aglcares, tais como a
trealose e a glicose (ENGLAND, 1993).

Para minimizar os possiveis danos osmaticos e toxicos com 0 uso destas
substancias, faz-se o uso da utilizagdo combinada de varios crioprotetores, ou também a
associacdo entre os crioprotetores intracelulares com os de acdo extracelular. Encontram-se

nas solucbes PVS (Solugbes de vitrificagdo de plantas) esta variada composicdo de
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crioprotetores e com isso sua grande utilizagdo no processo de criopreservagdo (DENNISTON
et al., 2000).

Porém, alguns crioprotetores, principalmente aqueles que agem
intracelularmente, sdo ditos como moderadamente toxicos. Para isso é essencial conhecer o
mecanismo de acdo e possiveis danos que estas substancias causem ao material bioldgico a
ser congelado (SILVEIRA, 2015).

Algumas espécies acabam tendo mecanismos internos que possibilitam o
congelamento das sementes sem nenhuma protecdo. Resultados obtidos por Ferrari et al.
(2016) utilizando sementes da bromélia Encholirium spectabile Martius ex Schultes,
mostraram ndo ser necessaria a utilizacdo de solucBes protetoras. Outras seis espécies do
género Encholirium e duas de Dyckia ndo apresentaram efeito negativo na porcentagem de
germinacdo das sementes apds a imersao em nitrogénio liquido sem utilizacdo de
crioprotetores (TARRE et al., 2007).

Dentre os métodos de criopreservacdo, a vitrificacdo é hoje o0 método mais
utilizado para a preservacao dos diferentes materiais bioldgicos, ndo exigindo equipamentos
especificos, o que diminui seu custo, além de apresentar alta taxa de restabelecimento do
material congelado (VATJA et al., 1998; KUWAYAMA et al., 2005) . Este método apresenta
como principio a alta concentracdo de substancias, fazendo com que a célula passe para um
estado vitreo antes que os cristais de gelo sejam formados no seu interior, diminuindo a
formacdo dos mesmos (SARAGUSTY; ARAV, 2011).

Tendo isto em vista, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
influéncia de diferentes solucGes crioprotetoras na criopreservacdo em nitrogénio liquido de
sementes das espécies de bromélias brasileiras ameacadas de extingcdo D. brevifolia e D.

delicata.

3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Departamento de Agronomia da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Sementes de Dyckia brevifolia Baker e Dyckia
delicata Larocca & Sobral. foram coletadas de plantas matrizes (Figura 3.4.1 e 3.4.2) na
propriedade do colecionador Sr. Walter Miguel Kranz, localizada no municipio de
Londrina/PR.
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Figura 3.4.1 - Detalhe da planta (A), inflorescéncia (B) e sementes (C) de Dyckia brevifolia.

Fonte: o proprio autor
Figura 3.4.2 - Detalhe da planta (A), inflorescéncia (B) e sementes (C) de Dyckia delicata.

Fonte: o proprio autor

As sementes foram extraidas manualmente de cépsulas maduras e
armazenadas em sacos de papel a 10 £ 2°C durante duas semanas. Para a caracterizacdo do
lote, ap0s a coleta das sementes, foi determinado o teor de &gua bem como a viabilidade das
sementes pelo teste de tetrazolio, ambos seguindo as especificacfes das Regras para Anélise
de Sementes (BRASIL, 2009).

Para obtencdo do teor de &gua, 0,2 g de sementes de cada espécie foram
colocadas em estufa a 105 + 3°C durante 24 horas. Na realizacdo do teste de tetrazolio, foram
utilizadas 4 repeticdes de 50 sementes cada. Para cada espécie, as sementes foram colocadas
em criotubos (2 mL) e adicionada agua destilada, sendo mantidas por 24 horas a 25°C em
camara de germinacdo. Em seguida, a agua foi retirada e adicionada solucdo de sal de
tetrazdlio a 1%, e as sementes mantidas em B.O. D na auséncia de luz, por 24 horas, a 30°C.
Apbs este periodo, foi avaliada a porcentagem de sementes viaveis com o auxilio de uma
lupa. Para o célculo da porcentagem de sementes viaveis ndo foram consideradas as sementes

vazias, ou seja, que ndo apresentavam embrido.
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Para a montagem dos tratamentos, as sementes foram colocadas em
criotubos com capacidade para 2 mL, e utilizados 4 criotubos com 50 sementes por tratamento
para cada espécie avaliada. Os tratamentos consistiram de: glicerol 1M; glicerol 2 M; sacarose
0,4M; sacarose 0,8M; PVS1; PVS2; PVS2 + 1% floroglucinol e PVS3, além de um
tratamento onde as sementes foram imersas em nitrogénio liquido sem adicdo de substancias
crioprotetoras. Também foi utilizado um controle, sem a adicdo de crioprotetores nem a
imersdo em nitrogénio liquido.

A solucdo de PVS1 é composta por 19% de glicerol (v/v), 13% de etileno
glicol (v/v), 6% de dimetilsulféxido (v/v) e sorbitol 0,5 M, diluido em meio MS
(MURASHIGE;SKOO0OG,1962) modificado com a metade da concentragdo de
macronutrientes. A solucdo de PVS2 contém 30% de glicerol (v/v), 15% de etileno glicol
(v/v), 15% de dimetilsulfoxido (v/v) e sacarose 0,4 M, diluido em meio MS com metade da
concentracdo de macronutrientes, e a solugdo PVS3 é composta por 50% glicerol (v/v) e 50%
sacarose (v/v) diluido em &gua destilada. Todas as solu¢fes foram preparadas em volume de
100 mL.

No tratamento controle, as sementes foram armazenadas dentro de criotubos
a 10 + 2°C, até serem colocadas em camara de germinacdo. No tratamento sem protecao, as
sementes foram imersas em nitrogénio liquido sem adicdo de substancia crioprotetora. Os
demais tratamentos foram constituidos da adicdo de 2 mL das diferentes solucdes
crioprotetoras nos criotubos, com auxilio de uma pipeta de Pasteur.

Os tratamentos com glicerol 1M, glicerol 2M, sacarose 0,4M e sacarose
0,8M ficaram expostos as solu¢des por 20 minutos a temperatura ambiente (25+2°C), e na
sequéncia mergulhados em nitrogénio liquido. Nos tratamentos com PVS1, PVS2, PVS2 +
1% floroglucinol e PVS3 as sementes com as soluc¢des ficaram por 10 minutos em banho de
gelo (0°C), e em seguida mergulhadas em nitrogénio liquido.

Os criotubos permaneceram armazenados em nitrogénio liquido (-196°C)
durante 15 dias. Apos a retirada das sementes, foi realizado o descongelamento rapido em
aparelho banho-maria da marca Evlab®, modelo EV: 015 com precisdo de 0,1 °C, a
temperatura de 40°C durante 1 minuto e meio. As solugdes crioprotetoras foram removidas
dos criotubos com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Em seguida, as sementes foram lavadas
com &gua autoclavada por trés vezes e posteriormente submetidas ao teste de germinagéo.
Antes da realizacdo do teste, as sementes foram desinfectadas em solugdo de hipoclorito de

sodio 1% durante 1 minuto e posteriormente lavadas com agua autoclavada.
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O teste de germinacdo foi conduzido sobre papel germitest umedecido com
agua destilada na quantidade de 2,5 vezes a massa do papel ndo hidratado, e as sementes
acondicionadas em caixas de poliestireno cristal (Gerbox®) de dimensdes 11 cm x 11 cm x 3
cm. Foram utilizadas 50 sementes por caixa e quatro repeti¢cbes por tratamento, mantidas em
camara de crescimento (tipo B.O.D.) a temperatura de 25 + 2 °C, sob luz constante, conforme
recomendacdes das Regras de Anélise de Semente para outras espécies de sementes pequenas.

O teste de germinacéo se procedeu a partir do 3° dia da semeadura até o 10°
dia. A porcentagem de germinacéo foi quantificada computando-se todas as plantulas normais
(BRASIL, 2009). Foram consideradas como normais as plantulas que mostraram potencial
para continuar seu desenvolvimento e dar origem a plantas quando desenvolvidas sob
condicdes favoraveis. Considera-se que uma plantula normal tenha a propor¢do de 1:2 (uma
parte de parte area para duas partes de raiz).

Simultaneamente ao teste de germinacdo, foi realizada a contagem do
nimero de sementes germinadas, para estabelecer o indice de velocidade de germinacéo
(IVG), obtido através da formula descrita por Maguire (1962). IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... +
Gn/Nn, em que: G1, G2 e Gn = numero de plantulas normais, computadas na primeira,
segunda e ultima contagem; N1, N2, Nn = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda
e Ultima contagem.

Ao 10° dia do teste de germinacdo, foram determinados os percentuais de
germinacdo e de plantulas anormais, e o resultado expresso em porcentagem, além da
determinacdo do comprimento das plantulas (mm) com o auxilio de um paguimetro, através
da selecdo aleatoria de vinte plantulas. Posteriormente, foi determinada a massa seca das
plantulas, que foram colocadas em sacos de papel e mantidas em estufa com circulacéo
forcada de ar a 65 °C, até atingirem massa constante (periodo de cinco dias). As plantulas
foram pesadas em balanca analitica (precisdo = 0,0001g), e o resultado expresso em
miligrama.

Ao final do teste de germinacéo, foi realizada a aclimatizacdo das plantulas,
e as mesmas permaneceram em camara de crescimento por trinta dias. Posteriormente, foram
selecionadas aleatoriamente dez plantulas por tratamento e transplantadas para bandejas de
polipropileno com 200 células, utilizando Carolina Soil® como substrato. As plantas foram
mantidas em casa de vegetagdo climatizada, modelo Van der Hoeven® coberta com placas de
policarbonato transparente e difusor, com retencdo luminosa de 50%, através de tela de
sombreamento Aluminet® e temperatura controlada de 28°C + 3°C. A irrigacdo foi manual,

adicionando uma lamina de agua de 6 mm, diariamente, no periodo da manha. Apds 180 dias
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foram avaliados o comprimento da parte aérea, do sistema radicular (cm) considerando o
comprimento da maior raiz, além da determinacdo de massa de seca da parte aérea e radicular
(mg).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e 0s pressupostos
de normalidade e homogeneidade de variancias foram testados por Shapiro-Wilk e Hartley
(p<0,05) respectivamente, e posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05). Os
dados foram processados utilizando o software R (R CORE TEAM, 2018), e submetidos ao

teste de Tukey considerando um nivel de significancia de 5% de probabilidade de erro.
3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de Dyckia brevifolia e Dyckia delicata, apresentavam,
respectivamente, 6,8% e 8,9% de teor de &4gua e 98% e 94% de viabilidade (Figura 3.5.1)
antes de passar pelo processo de criopreservagéo.

Figura 3.5.1 - Sementes de Dyckia brevifolia (A) e Dyckia delicata (B) submetidas ao teste
de tetrazolio antes da criopreservagdo em nitrogénio liquido.

Fonte: o proprio autor

O baixo teor de agua presente nas sementes e fator fundamental para sua
sobrevivéncia apés serem retiradas do nitrogénio liquido (STEGANI et al., 2017), e este € um
dos principais fatores que influéncia o processo da criopreservacdo (WALTERS; WHEELER,;
STANWOOD, 2004). Para as espécies estudadas, o teor de &gua estd de acordo com a
recomendacédo de Silva et al. (2011), que recomendam um teor abaixo de 10%, porem, o

intervalo de umidade ideal para o congelamento difere entre as especies.
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A criopreservagdo torna-se uma alternativa para o armazenamento do
material biolégico por prazo indeterminado, sendo vantajoso por se tratar de um método
simples e eficiente quando comparado aos tradicionais métodos de preservacao
(VENDRAME et al., 2014).

Dentre 0s materiais utilizados, as sementes possuem vantagem em relacéo a
sobrevivéncia e regeneragdo quando criopreservadas, uma vez que a desidratacdo e
congelamento ocorrem de forma mais rapida e uniforme, por ser um material jovem e de
tamanho reduzido, que apresentam células pequenas e citoplasma denso com poucos
vacuolos, o que significa pouca agua livre disponivel para o congelamento (SANTQOS, 2002).

Para Dyckia brevifolia a porcentagem de germinacdo permaneceu alta ap6s
a criopreservacdo, variando de 87 a 94%, ndo havendo diferenca estatistica entre o0s
tratamentos (Tabela 3.5.1).

Tabela 3.5.1 - Porcentagem de germinacdo (GERM) e plantulas anormais (PA), indice de
velocidade de germinacédo (IVG), comprimento (CP) e massa seca de plantulas (MSP) de D.
brevifolia. Londrina/PR, 2018.

Tratamentos GERM  PA IVG CP MSP
(%) (%) (mm) (mg)
Sem crioprotetor e sem nitrogénio 953" la 668a 659a 373a
Sem :?il;:jrc;tetor 92 ab 3a 683a 6,26ab 3,22 abcd
Glicerol 1M 88 ab 2a 7,04a 583ab 3,04 bcd
Glicerol 2M 87b 2a 28lb 585ab 298cd
Sacarose 0,4M 93 ab 2a 7,11a 6,0lab 354ab
Sacarose 0,8M 87b 43 704a 5,78ab 2,74d
PVS1™ 91ab 3a 683a 59ab 34labc
PVS2™ 91 ab 5a 688a 572b 3,27 abcd
PVS2 + 1% E™ 94 ab la 768a 6,12ab 3,47 abc
PVS33 88 b 2a 6,20a 6,00ab 3,18 bed
CV (%) 334 7297 10,31 5,65 6,86

“Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

“PVS1 [19% de glicerol (v/v), 13% de etileno glicol (v/v), 6% de dimetilsulfoxido (v/v) e sorbitol 0,5 M,
diluido em % meio MS]; PVS2 [30% de glicerol (v/v), 15% de etileno glicol (v/v), 15% de dimetilsulféxido (v/v)
e sacarose 0,4 M, diluido em % meio MS]; PVS2 + 1% floroglucinol e PVS3[50% glicerol (v/v) e 50% sacarose
(v/v) diluido em agua destilada]. Fonte: o proprio autor.
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No tratamento sem passar pelo processo de criopreservagdo, a porcentagem
de germinacdo foi de 95% para D. brevifolia. Segundo Nikishina et al. (2007), as taxas de
germinacdo de sementes ap0s sua exposicao ao nitrogénio liquido variam conforme a espécie,
e podem ser menores ou maiores do que no controle, sendo a eficiéncia dos crioprotetores
variavel em funcdo da estrutura (célula ou tecido) a ser criopreservada, além do tipo,
concentragéo e tempo de exposi¢éo utilizado antes do processo de criopreservagéo.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi menor com a utilizagéo de
glicerol 2M (2,81), sendo inferior aos demais tratamentos, o que pode indicar um efeito toxico
deste nas sementes. Em trabalhos encontrados na literatura, foi relatado resultados no qual o
glicerol pode afetar a organizagdo citoplasmaética e alterar a permeabilidade e estabilidade da
bicamada lipidica (HAMMERSTEDT; GRAHAM, 1992).

Em relacdo as variaveis porcentagem de plantulas anormais (PA),
comprimento (CP) e massa seca de plantulas (MSP) em comparagcdo com os tratamentos
testados, 0s mesmos apresentaram 0 mesmo comportamento, ndo evidenciando um melhor
tratamento.

Também foram realizados estudos com sementes das espécies Encholirium
heloisae, E. pedicellatum, E. magalhaesii, E.reflexum, E. subsecundum, E. scrutor, Dyckia
sordida e D. ursina, em que Tarré et al. (2007), relataram ndo haver efeito negativo na
porcentagem de germinacdo, quando as mesmas foram imersas em nitrogénio liquido.

Espécies de bromélias endémicas da Mata Atlantica (Alcantarea imperialis
(Carriere) Harms, Nidularium ferdinandocoburgii Wawra, Pitcairnia albiflos Herb.,
Pitcairnia encholiriodes L.B.Sm., Pitcairnia flammea Lindl., Vriesea cacuminis L.B.Sm.,
Vriesea friburgensis L.B.Sm., Wittrockia gigantea (Baker) Leme. tiveram sementes
preservadas com baixo teor de agua (5-7%), apds o congelamento em nitrogénio liquido,
mantendo a viabilidade por um ano sem a presenca de substancias crioprotetoras (ALBA,
RAFAELA; ANTONIO, 2014).

Pereira et. al (2010), trabalhando com a bromélia Pitcairnia albiflos
mantiveram a viabilidade por um ano das sementes com 5-7% de teor de agua apOs 0 processo
de criopreservacao (-196°C), mas observaram que o teor de &gua em 3% teve um efeito

prejudicial na longevidade das sementes.
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As sementes de D. delicata apresentaram resposta semelhante (Tabela
3.5.2), ndo apresentando um melhor tratamento a ser utilizado durante o processo de

congelamento.

Tabela 3.5.2 - Porcentagem de germinacdo (GERM) e pléantulas anormais (PA), indice de
velocidade de germinacédo (IVG), comprimento (CP) e massa seca de plantulas (MSP) de D.
delicata. Londrina/PR, 2018.

Tratamentos GERM  PA IVG CP MSP

(%) (%) (mm) (mg)
Sem crioprotetor e sem nitrogénio g7 5 1b 406a 623a 9,26 a

liquido

Sem crioprotetor 79b 5a 213b 532D 597f
Glicerol 1M 86 ab 4ab 346ab 5,42ab 7,68 bc
Glicerol 2M 82 ab 5ab 428a 575ab 7,53 bc
Sacarose 0,4M 88 ab 3ab 409a 6,18ab 6,24 ef
Sacarose 0,8M 87 ab 4 ab 404a 6,10ab 8,01b
PVS1™ 87 ab 2ab  43la 554ab 7,940
PVS2™ 86 ab 3ab 394ab 594ab 6,70 de
PVS2 + 1% E™ 88 ab 2ab 459a 6,04ab 8,96 a
PVS3™ 86 ab 2ab  417a 559ab 7,13 cd

CV (%) 748 5751 19,33 6,95 3,93

"Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

“PVS1 [19% de glicerol (v/v), 13% de etileno glicol (v/v), 6% de dimetilsulfoxido (v/v) e sorbitol 0,5 M,
diluido em % meio MS]; PVS2 [30% de glicerol (v/v), 15% de etileno glicol (v/v), 15% de dimetilsulfoxido (v/v)
e sacarose 0,4 M, diluido em % meio MS]; PVS2 + 1% floroglucinol e PVS3[50% glicerol (v/v) e 50% sacarose
(v/v) diluido em &gua destilada]. Fonte: o proprio autor.

O percentual de germinacdo na testemunha foi de 92%, diferindo apenas do
tratamento submetido ao congelamento sem crioprotetor. O teor mais alto de agua presente
nas sementes de D. delicata em comparacdo com D.brevifolia pode ter levado a uma reducao
na qualidade das sementes apds o processo de criopreservacdo quando ndo utilizados os
crioprotetores. Ndo houve diferenga na germinacédo entre os demais tratamentos, com variagdo
de 79% para o tratamento submetido ao nitrogénio liquido sem protecdo e de 88% para o
tratamento com PVS2+1%F.

Na variavel porcentagem de plantulas anormais (PA), o tratamento sem
crioprotetor apresentou destaque em comparacdo aos outros tratamentos e diferiu

significativamente da testemunha (sem crioprotetor e sem nitrogénio liquido).
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Para o indice de velocidade de germinacdo (IVG), o tratamento sem
crioprotetor ndo diferiu dos tratamentos com glicerol 1M e PVS2, apresentando diferenga para
0s demais tratamentos. A testemunha apresentou melhores resultados para a variavel
comprimento de plantulas (CP) diferindo significativamente do tratamento sem crioprotetor.

A massa seca de plantula apresentou os maiores valores na testemunha (sem
crioprotetor nem submetido a nitrogénio liquido) com 9,26 mg, ndo diferindo apenas do
tratamento com a solucdo de PVS2+1%F (8,96 mg), apresentando estes maior massa seca em
relacdo aos demais.

O fato das sementes das espécies estudadas manterem sua qualidade
fisioldgica quando em nitrogénio liquido (-196°C) é explicado por Stanwood e Roos (1979).
De acordo com esses autores, sementes ortodoxas, como € o caso das espécies trabalhadas,
podem ser desidratadas a um grau de umidade muito baixo sem a ocorréncia de danos por
congelamento ou por formacéo de cristais de gelo, e sem prejuizo a viabilidade.

As sementes de ambas as espécies apresentaram alta germinagdo e

desenvolvimento inicial normal mesmo sem a utilizacdo de crioprotetores (Figura 3.5.2).

Figura 3.5.2 - Plantulas de Dyckia brevifolia (A) e Dyckia delicata (B) apds 30 dias em
camara de germinagéo.

Fonte: o proprio autor

O baixo teor de agua livre presente nas sementes foi fundamental para evitar
a formacdo de cristais de gelo intracelular durante o congelamento, que poderiam causar a
ruptura do sistema de endomembranas e resultar na perda da semipermeabilidade e da

compartimentalizacdo celular (KAVIANI et al., 2009).



48

Além disso, as sementes, principalmente as ortodoxas, possuem
mecanismos de protecdo capazes de manter os sistemas de membranas das células, as
estruturas das macromoléculas e as substancias de reserva em condi¢cdes de restabelecer suas
funcdes fisiologicas apos um periodo de desidratacdo (WALTERS et al., 2001).

Porém, observa-se que a utilizacdo de crioprotetores também foi eficiente
para a manutencdo da viabilidade e do alto potencial germinativo. Isto se deve ao fato de que
as ligacGes de hidrogénio entre os crioprotetores e a molécula de agua diminuem a formacéo
de cristais de gelo, além de promover a estabilizacdo da estrutura quaternaria das proteinas de
membrana, preservando-as da desidratacdo (SAKAI, 1995).

Entretanto, esses crioprotetores, principalmente os intracelulares, podem ser
toXicos ou causar estresse osmotico, levando as células a morte ou modificando sua resposta
morfogenética (SAKAI, 1995). Para isso, & sempre necessario ajustes em relacdo ao tipo de
crioprotetor e o material vegetal em estudo, notando-se neste caso ndo haver um efeito toxico
para estas espécies.

Para poder garantir que as plantulas apés o descongelamento tenham um
desenvolvimento normal, estudos posteriores a germinacdo sdo essenciais. Os resultados
indicaram que, apds seis meses de cultivo, para ambas as espécies, ndo houve influéncia da
adicdo ou ndo de substancias crioprotetoras, e também ndo foi verificada alteracdo no
desenvolvimento de raizes, parte aérea e massa seca entre 0s crioprotetores utilizados. Para
todos os tratamentos, as mudas tiveram desenvolvimento satisfatério de suas partes (Tabela
3.5.3).

Tabela 3.5.3 - Comprimento da parte aérea (CPA) e raiz (CR), massa seca da parte aérea
(MSPA) e raiz (MSR) de D. brevifolia e D. delicata ap6s 180 dias de cultivo em casa de
vegetacdo. Londrina/PR, 2018.

D. brevifolia

Tratamentos CPA CR MSPA MSR

cm)  (cm) (mg) (mg)
Sem crioprotetor e sem nitrogénio liquido ~ 3:64a  4,74a  108,66a 127,744
Sem crioprotetor 3,20ab 4,82a 104,30a 118,04 ab
Glicerol 1M 290b 487a 8482a  99,14ab
Glicerol 2M 28b 480a 103,28a 99,66 ab
Sacarose 0,4M 295b 487a 939%a 84,82 ab

Sacarose 0,8M 297b 4,73a 86,40a 79,96 ab
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PVS1™ 315ab 5,05a 8530a 76,02 ab
PVS2™ 294b 491a 10280a 8540ab
PVS2 + 1% E™ 3,18ab 5,02a 95,02 a 75,84 ab
pVS3™ 282b 491a 9938a  7530b
CcV (%) 971 542 2213 26,77
D. delicata
Sem crioprotetor e sem nitrogénio liquido ~ 3.04 a= 525a 11408a 8816a
Sem crioprotetor 3,10a 5,13a 110,08a 77,28a
Glicerol 1M 2,79a 4,73a 98,38a 70,96 a
Glicerol 2M 289a 478a 8636a 6582a
Sacarose 0.4M 286a 4,72a 8464a 6492a
Sacarose 0,8M 283a 4,69a 8256a 6642a
PVST™ 306a 509a 97,32a 69,94a
pVS2™ 287a 507a 107,22a 6598a
PVS2 + 1% F~ 297a 506a 10448a 68,98a
PVS3™ 285a 491a 97,08a 66,82 a
CV (%) 508 646 1818 19,30

“Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

“PVS1 [19% de glicerol (v/v), 13% de etileno glicol (v/v), 6% de dimetilsulfoxido (v/v) e sorbitol 0,5 M,
diluido em % meio MS]; PVS2 [30% de glicerol (v/v), 15% de etileno glicol (v/v), 15% de dimetilsulféxido (v/v)
e sacarose 0,4 M, diluido em % meio MS]; PVS2 + 1% floroglucinol e PVVS3[50% glicerol (v/v) e 50% sacarose

(v/v) diluido em &gua destilada]. Fonte: o proprio autor.

As sementes de ambas as espécies mostraram ndo haver necessidade de

utilizar crioprotetores durante o congelamento (Figura 3.5.3), onde se pode observar o

desenvolvimento das plantulas de D. brevifolia (A) e D.delicata (B) nos tratamentos com e

sem aplicacdo de nitrogénio liquido.

Com isso, torna-se viavel a aplicacdo da técnica de criopreservacdo de

maneira simples e a baixo custo, visto que ndo ha necessidade da utilizacdo destas solucbes

(STEGANI et al., 2017).



Figura 3.5.3 - Desenvolvimento de plantas de Dyckia brevifolia (A) e Dyckia delicata (B)
apos 180 dias submetidos (+NL) ou ndo (-NL) a criopreservacdo em nitrogénio liquido.

+NL

Fonte: o proprio autor
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3.6 CONCLUSAO

O uso de crioprotetores ndo prejudicou a viabilidade das sementes. As
sementes de Dyckia brevifolia com 6,8% de teor de agua e Dyckia delicata com 8,9% podem

ser criopreservadas em nitrogénio liquido sem a necessidade de solugdes crioprotetoras.

4 CONSIDERACOES GERAIS

A partir desta pesquisa foi possivel conhecer e entender a importancia das
bromélias no meio ambiente e dos riscos que muitas espécies estdo de desaparecer da
natureza.

Através da técnica da criopreservacdo foi possivel encontrar uma forma de
se preservar as sementes de Dyckia delicata e Dyckia brevifolia sem o uso de substéncias
protetoras. As sementes apresentaram um alto poder germinativo e manutencdo da sua
viabilidade ap06s o congelamento, além das mudas apresentarem um desenvolvimento normal
apos o processo de criopreservacao.

Outros estudos envolvendo mecanismos de protecdo destas sementes
durante o congelamento e analises mais detalhadas apds o descongelamento devem ser

realizadas para estas espécies.
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