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RESUMO 

 

A bromélia Vriesea reitzii, nativa da Mata Atlântica, é afetada pelo 

extrativismo crescente e em virtude da devastação antrópica da sua área 

biogeográfica, levando-a a estar na ”categoria vulnerável” de plantas 

ameaçadas. Para reduzir este impacto, faz-se necessário estudos de 

desenvolvimento de protocolos para a conservação destes recursos 

genético. Desta forma, objetivou-se estabelecer um protocolo de 

criopreservação de sementes de V. reitzii, coletadas de frutos em três 

tempos de maturação, 120, 135 e 150 dias após antese. Foram 

determinados os conteúdos de água, porcentagem de germinação, índice 

de velocidade de germinação (IVG) e quantificados os carboidratos 

solúveis totais. Análises de microscopia óptica e eletrônica de 

transmissão (MET) foram realizadas em sementes criopreservadas, e 

não criopreservadas, como controle. A maior e significativa (p<0,05) 

porcentagem média de umidade (17,6%) presente foi observada em 

sementes coletadas aos 120 dias após a antese, seguidas das sementes 

coletadas aos 135 (14,6%)e 150 (14,4%) dias. Verificou-se, no entanto 

que, a maior e significativa (p<0,01) porcentagem média de germinação 

(89,6%) foi observada com sementes coletadas aos 150 dias após antese, 

independente de serem criopreservadas ou não. O maior e significativo 

(p<0,05) índice de velocidade de germinação médio (GRI) (17) foi 

observado em sementes coletadas aos 150 dias após a antese, 

diferenciando-se de 120 (13,6) e 135 (14,4) dias. A quantificação de 

carboidratos solúveis totais das sementes não revelou diferença 

significativa entre os diferentes períodos de coleta e com ou sem 

criopreservação. Através da análise morfo-histológica das sementes, 

após o processo ou não da criopreservação, não foram observados danos 

celulares e alterações estruturais. Além disto, independente das sementes 

terem passado pelo processo criogênico observou-se a germinação e o 

desenvolvimento das plântulas. A partir destes resultados, pode-se 

inferir que as sementes de V. reitzii podem ser classificadas como 

sementes ortodoxas, e o processo de dessecação natural das mesmas é 

fator importante na germinabilidade e vigor das plântulas. Portanto, a 

metodologia de imersão das sementes de V. reitzii, diretamente no 

nitrogênio líquido (NL), sem necessidade de dessecação artificial previa 

ou uso de crioprotetores, configura-se uma ferramenta eficiente para um 

programa de conservação ex situ desta espécie. 

 

Palavras-chave: Bromeliaceae, Armazenamento de semente, 

Nitrogênio líquido, Vriesea, Germinação, Anatomia.  



 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The native Atlantic Forest Bromeliad Vriesea reitzii is affected 

by increasing extractivism and anthropic devastation of its 

biogeographic area, leading it to be on the “vulnerable category” of 

endangered plants. To reduce this problem, the development of 

conservation protocols of genetic material is necessary. Thus, the aim of 

this study was to establish a cryopreservation protocol for V. reitzii 
seeds collected from fruits at three maturation times, 120, 135 and 150 

days after anthesis. Water contents, germination percentage, germination 

rate index (GRI) and total soluble carbohydrates were determined. 

Optical and transmission electron microscopy (TEM) analyzes were 

carried out on cryopreserved and non-cryopreserved seeds, as a control. 

The highest and significant (p <0.05) mean percentage of moisture 

(17.6%) was observed in seeds collected at 120 days after anthesis, 

follow of 135 (14.6%) and 150 (14.4%) days. Seeds collected 150 days 

after anthesis, regardless of whether they were cryopreserved or not, had 

higher and significant (p <0.01) mean percentages of germination 

(89.6%). The highest and significant (p <0.05) average of GRI (17) was 

observed in the seeds collected at 150 days after anthesis, whereas in 

those collected at 120 (13.6) and 135 (14.4) days no differences were 

observed between them. The quantification of total soluble 

carbohydrates showed no significant difference between the different 

collection periods and with or without cryopreservation of the seeds. 

Morpho-histological analysis of the seeds, cryopreserved or not, showed 

no cellular damage and structural alterations. In addition, seed 

germination and seedling development were observed regardless of 

whether the seeds had passed through the cryogenic process. From these 

results, it can be inferred that the seeds of V. reitzii can be classified as 

orthodox seeds and their natural desiccation process is an important 

factor in germinability and vigor of the seedlings. Thus, the 

methodology of immersion of V. reitzii seeds, directly in liquid nitrogen 

(NL), without artificial desiccation or use of cryoprotectants, is an 

efficient tool for conservation program ex-situ of this species. 

 

Keywords: Bromeliacea. Seed storage. liquid nitrogen, Vriesea, 

Germination, Anatomy. 
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1INTRODUÇÃO 

 

As Bromeliáceas são um dos grupos de plantas mais diversos da 

Mata Atlântica (Stehmannet al., 2009), o qual é um dos biomas mais 

devastados e mais seriamente ameaçados do planeta devido ao rápido 

ritmo das mudanças que apresenta, e restando apenas de 7 a 8% de sua 

floresta original (Galindo-Leal e Câmara, 2005). O extrativismo de 

bromélias, ocasionado pelo aumento de seu uso ornamental, associado 

ao progressivo processo de devastação da Floresta Atlântica, provoca a 

redução da diversidade intra e interespecífica neste grupo de plantas, 

aumentando a ameaça de extinção de várias espécies (Cofanni Nunes, 

2002; Pereira et al., 2008). Entre as espécies de bromélias registradas na 

Mata Atlântica cerca de 40% se enquadram em alguma categoria de 

ameaça (Martinelli et al., 2008). O gênero Vriesea Lindl. apresenta a 

maior riqueza de espécies desse bioma, com um total de 166 espécies, 

das quais 145 são endêmicas, no entanto, 15 espécies estão incluídas na 

categoria Criticamente em Perigo (CR), 18 Em Perigo (EP) e 57 

Vulneráveis (VU), nesta última encontra-se a Vriesea reitzii (Martinelli 

et al., 2008). 

A informação disponível sobre os procedimentos de 

armazenamento ex-situ de espécies de bromélias do Brasil, ainda é 

incipiente, sendo essencial desenvolver programas eficazes para a 

conservação da flora nativa (Rodrigues et al., 2014). Considerando que 

a conservação ex-situ compreende estratégias para possibilitar sua 

propagação e estratégias para a preservação do germoplasma em longo 

prazo, nas bromélias, o modelo baseado na cultura nodular (CNs) se 

apresenta como um método eficaz para a micropropagação em grande 

escala. No entanto, técnicas para a preservação em longo prazo têm sido 

pouco estudadas. Nesses sistemas de propagação o principal problema 

está associado com os elevados custos de trabalho e os requisitos de 

espaço, além dos riscos potenciais de variação somaclonal para algumas 

espécies (Blakesleyet al., 1996). 

A criopreservação é a única técnica que garante a conservação 

segura e eficiente em termos de custo em longo prazo de diversas 

espécies de plantas, incluindo as raras e ameaçadas de extinção 

(Engelmann, 2011).  

O sistema de criopreservação impõe uma série de condições de 

estresse no material vegetal que poderiam induzir mudanças nos tecidos 

criopreservados e nas novas plantas regeneradas. Portanto, antes de usar 

esta técnica rotineiramente para conservação em longo prazo dos 

recursos genéticos vegetais é necessário verificar que a estabilidade 
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genética do material criopreservado não seja perturbada (González-

Arnao e Engelmann, 2013). 

Alguns trabalhos têm relatado que materiais in vitro após a 

criopreservação apresentam melhores respostas no crescimento e 

desenvolvimento, comparados com seus controles não criopreservados 

(Galerneet al., 1992; Aguilar et al., 1993). Isto é devido à seleção 

efetuada pela exposição ao nitrogênio líquido, na qual morrem aquelas 

células mais diferenciadas, que não participam no crescimento da 

cultura, enquanto que as células mais meristemáticas, que são 

responsáveis pelo crescimento, permanecem vivas e reiniciam o 

crescimento muito rápido e intenso após o a elevação da temperatura. 

Ao contrário, as culturas in vitro não criopreservadas crescem mais 

lentamente, devido à grande proporção de células diferenciadas, que não 

proliferam ativamente (Engelmann, 2004). Desta forma, considerando 

que se têm elevadas taxas de indução de CNs a partir de sementes de 

bromélias, elas podem ser consideradas nas técnicas criogênicas. A 

criopreservação limita a perda por contaminação e o risco de variação 

somaclonal, a qual aumenta com a duração da cultura nas condições in 

vitro. 

Apesar do grande interesse na questão da conservação em longo 

prazo mediante a criopreservação, muitas das pesquisas que estão sendo 

realizadas na América Latina, tais como, o desenvolvimento e 

aprimoramento de protocolos, obedecem às necessidades e interesses 

específicos das coleções e instituições que as abrigam. O recente 

desenvolvimento de estratégias para a conservação dos recursos 

genéticos vegetais, em nível regional e para culturas específicas, é 

apresentado como uma oportunidade para desenvolver um plano de ação 

comum para a criopreservação de espécies de interesse regional 

(González-Arnao e Engelmann, 2013). De acordo com isso, o 

desenvolvimento de protocolos de criopreservação de plantas nativas no 

Brasil permanece limitado, sendo que a maioria dos esforços está 

dirigida a espécies economicamente importantes (Pilattiet al., 2011). 

Considerando o grau de ameaça de extinção nas bromélias, é 

importante reconhecer que a conservação do DNA de espécies 

ameaçadas assegura a disponibilidade de "diversidade genética 

molecular", que pode ser usado para estudar a filogenia, a sistemática 

molecular, genômica comparativa, e prospecção de genes (Centro 

Nacional Recursos Genéticos, Embrapa, Brazil 2010; 

http://www.cenargen.embrapa.br). Devido ao importante papel 

ecológico das bromélias, e seus usos etnobotanicos entre eles o uso 

ornamental, é essencial implementar diferentes práticas efetivas e 
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eficientes dirigidas à conservação dessas espécies, as quais beneficiaram 

as populações da região e a humanidade em geral. 

Para as espécies de bromélias nas quais seu sistema de cultura de 

tecidos e micropropagação foram estabelecidos, a criopreservação de 

material in vitro também é uma alternativa viável. Por outro lado, em 

algumas espécies da família Bromeliaceae foram observadas sementes 

com elevada tolerância para secagem e congelamento (Tarré et al., 

2007; Pereira et al., 2010; Rodrigues et al., 2014). Isto também é muito 

conveniente, considerando que a semente usada como explante para 

indução de CNs tem permitido bons resultados (Dal Vesco et al. 2014a; 

Corredor-Prado et al. 2015). 

Diante do exposto, este trabalho tem por objetivos determinar o 

teor de umidade das sementes de V. reitzii coletadas em diferentes 

períodos após a antese, e, em seguida, os efeitos na eficiência 

regenerativa e na constituição anatômica e bioquímica de sementes de V. 

reitzii coletadas em diferentes períodos após a antese e submetidas a 

criopreservação e a conservação a 4ºC. 
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2REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1A família Bromeliaceae e o gênero Vriesea. 

 

No planeta terra, são reconhecidos 25 hotspots ou áreas 

biogeografias de elevada diversidade biológica, sendo o bioma Mata 

Atlântica um deles. Estima-se a existência de 20.000 espécies de 

plantas, das quais 8.000 são endêmicas deste bioma. A Mata Atlântica é 

um dos biomas mais ameaçados, especialmente pela ação antrópica, 

restando apenas de 7 a 8% da sua área de ocorrência original (Myers et 

al., 2000; Galindo-Leal e Câmara, 2005). 

A família Bromeliaceae é um componente importante do bioma 

Mata Atlântica, na qual são conhecidos 58 gêneros e 3.172 espécies e 

subespécies (Luther, 2008) ocorrendo nas regiões tropicais desde a 

América do Norte até a América do Sul. A distribuição no continente 

americano é muito ampla e apresenta a sua maior diversidade nos 

Neotrópicos, presente em altitudes de 0 a 4000 m e englobando diversos 

tipos de vegetação (Smith e Downs, 1974, 1979; Benzing, 2000). 

Somente a espécie Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms e Mildbraed 

apresenta ocorrência no continente africano (Benzing, 2000). Das 803 

espécies registradas na Mata Atlântica, 653 são consideradas endêmicas, 

e, aproximadamente 40% destas se enquadram em alguma categoria de 

ameaça (Martinelli et al., 2008). 

As bromélias são plantas herbáceas, tendo representantes de 

hábitos perenes, terrestres, epífitas e rupícolas (Souza e Lorenzi, 2005; 

Wanderley e Martins, 2007). Com 18 gêneros descritos, as bromélias 

epífitas são as principais representantes da família. Em alguns casos, 

estas têm sido denominadas, erroneamente, como parasitas, muitas 

vezes que é difundido erroneamente que as plantas se aproveitavam da 

seiva das árvores hospedeiras (Hornung-Leoni, 2011; Benzing, 1980). 

Segundo Zotz e Hietz (2001), o habito epífito de algumas 

bromélias leva a diversas modificações e adaptações como a presença de 

ceras na superfície externa das folhas e o metabolismo CAM 

(metabolismo ácido das Crassuláceas). Estas modificações permitem a 

absorção de CO2 durante a noite e a manutenção dos estômatos fechados 

durante o dia, evitando a perda de água por evapotranspiração. Ainda, 

algumas bromélias epífitas apresentam um mecanismo de absorção de 

nutrientes maior ao necessário metabolicamente, afim de obter reservas 

para os tempos de menor disponibilidade, conhecido como “consumo 

redundante” (Carranza-Quiceno e Estévez-Varón, 2008). 
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As bromélias são importantes componentes ecológicos, uma vez 

que estão associadas as mais variadas formas de vida e interações 

biológicas (Reitz, 1983; Rocha et al., 1997). Algumas espécies, devido à 

disposição em roseta de suas folhas, oferecem um local de proteção e de 

acasalamento para diversos organismos e formas de vida, 

principalmente aquelas que formam tanques, além de oferecerem uma 

importante fonte de água e nutrientes (Rocha et al., 1997; Benzing, 

2000; Frank e Lounibos, 2009).  

Para as bromélias, se reportam diferentes usos na cultura da 

América Latina desde tempos ancestrais. Hornung-Leoni(2011) destaca 

variados usos com 78 espécies de acordo com cada país de ocorrência, 

entre eles o uso como fonte de alimento, medicinal, fibra têxtil, uso 

cerimonial, combustíveis e como cercas vivas. No Brasil, os usos mais 

relevantes são o medicinal e como fibra têxtil. Além disso, o mesmo 

autor destaca que, das 78 espécies estudadas, 42,3% são usadas como 

ornamentais e em cerimonias. 

Dentro da família Bromeliaceae, o gênero Vriesea é o mais rico 

em espécies no bioma Mata Atlântica, com um total de 166 espécies 

descritas, das quais 145 são endêmicas. Novos registros e ocorrência nas 

áreas de incidência têm aumentado a cada ano para este gênero, tanto no 

Brasil (Costa et al., 2004; Leme and Ludovic, 2011; Versieux, 2008; 

Gomes da Silva e Souza-Chies, 2017; Kessous et al., 2018;) como na 

Colômbia (Pico-v, 2016; Pico 2016) e na Costa Rica (Morales, 2014).  

Diversos estudos foram desenvolvidos com plantas deste gênero. 

Por exemplo, em termos de multiplicação e propagação, Pulido-Rueda 

et al., (2018) estudaram diferentes tipos de meios de cultura in vitro para 

o estabelecimento de V. incurvata, planta que apresenta dificuldades 

germinativa das sementes. Estes autores encontraram como resultado 

um porcentual meio de 82,8% de estabelecimento de plântula em meio 

de cultura com concentração de sais Murashige e Skoog (MS).  

No entanto, vem se estabelecendo como uma nova metodologia 

de micropropagação protocolos baseados em cultura nodular (CNs), 

sendo descrito para bromélias como V. reitzii (Alves et al., 2006; Rech 

Filho et al., 2009; Dal Vesco e Guerra, 2010; Dal Vesco et al., 2014a, b; 

Corredor-Prado et al., 2015), V. friburgensis var. paludosa (Alves e 

Guerra, 2001; Corredor-Prado et al., 2015), Bilbergia zebrina (Dal 

Vesco et al., 2011) e Ananas comosus var. comosus (Scherer et al., 
2013). As CNs referem-se a um padrão de respostas morfogênicas com 

características distintas aos sistemas regenerativos tradicionais baseados 

na organogênese e embriogênese somática, apresentando um alto 

potencial regenerativo, chegando a regeneração de mais de 5.300 
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microbrotos/g de CNs de V. reitzii após 10 semanas de cultivo in vitro 

(Dal Vesco e Guerra, 2010). Além do estabelecimento de protocolos de 

introdução in vitro, descrições anatômicas e histoquímicas de sementes 

e culturas nodulares de plantas do gênero Vriesea também tem sido 

realizadas (Corredor-Prado et al., 2014; Corredor-prado et al., 2015; 

Corredor, 2012).  

No entanto, a problemática de ameaça de extinção, no qual se 

enquadram grande quantidade de bromélia, onde V. reitzii se encontra na 

categoria VU (Martinelli et al., 2008), junto ao progressivo processo de 

devastação de hábitats, como a Mata Atlântica, associado ao 

extrativismo de bromélias para o uso ornamental, tem sido um dos 

principais motivos para a redução da diversidade específica, 

aumentando a ameaça de extinção de algumas espécies (Cofanni Nunes, 

2002; Pereira et al., 2008). 

 

2.2Estratégias de conservação 

 

Segundo a Convenção sobre a Diversidade Biológica (ONU, 

1992), a conservação in situ e ex situ são consideradas estratégias 

básicas de conservação. A primeira pode ser definida como “a 

conservação de ecossistemas e hábitats naturais e, a manutenção e 

recuperação de populações viáveis de espécies em seu meio natural e, no 

caso de espécies domesticadas ou cultivadas, no meio em que 

desenvolveram suas propriedades distintas” (FAO, 1996). A segunda, 

por sua vez, refere-se à conservação dos componentes da diversidade 

biológica fora do seu hábitat natural (González-Arnao e Engelmann, 

2013). Quanto à conservação ex situ de bromélias no Brasil a 

informação disponível é escassa, ainda que esta informação seja de 

grande importância para o desenvolvimento de programas eficazes para 

a conservação da flora nativa (Rodrigues et al., 2014). 

A criopreservação é considerada um sistema de armazenamento 

de longo prazo, na qual o material vegetal é armazenado em nitrogênio 

líquido a temperaturas ultrabaixas (-196 °C), interrompendo a divisão 

celular e a maioria dos processos metabólicos e físicos (González-Arnao 

e Engelmann, 2013). Muitos protocolos de criopreservação têm sido 

desenvolvidos, mediante o uso de sementes, embriões zigóticos, gemas 

apicais, meristemas entre outros (Engelmann, 2003; Reed, 2008).  

As células de plantas contêm grandes quantidades de água, 

principalmente células de calos, meristemas, botões e embriões. 

Algumas, dependendo da espécie, são extremamente sensíveis ao 

congelamento. Para evitar os danos que causa a cristalização da água 
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intracelular, o material vegetal deverá ser artificialmente desidratado ou 

protegido de alguma forma para evitar a morte celular (Meryman e 

Williams, 1985; Kulus e Zalewska, 2014).  

De acordo com a espécie e tipo de tecido que se pretende 

conservar, diferentes técnicas de criopreservação são empregadas, como 

imersão direta em nitrogênio líquido, desidratação, encapsulamento-

desidratação, vitrificação, encapsulamento-vitrificação, vitrificação-

droplet, etc (Engelmann e Takagi 2000, Sakai 1995, Engelmann, 2004, 

Gonzalez-Arnao et al., 2008). Ainda, pode-se utilizar substâncias 

químicas de proteção, ou crioprotetores, as quais são soluções 

hiperconcentradas que fazem com que a agua congele sem formar 

cristais de gelo, que também interagem e alteram a distribuição de água 

dentro e fora das células, desidratando-as (Uemura et al., 2009). 

A criopreservação, comparada com outras técnicas de 

conservação ex situ, apresenta vantagens muito favoráveis quanto à 

otimização de custos e processos. Uma vez que o material é armazenado 

em tanques criogênicos, o espaço para manter a coleção passa a ser 

muito menor, além disso o custo para o trabalho e a manutenção é 

mínima. Quando armazenadas, as amostras não são constantemente 

manipuladas, o que reduz significativamente o custo de conservação e 

regeneração do material vegetal (Villalobos e Engelmann, 1995). 

Segundo Barbedo e Marcos Filho (1998), durante o período de 

formação e maturação das sementes, a água têm um papel fundamental 

na expansão e divisão celular, bem como no transporte dos 

fotoassimilados para armazenamento ou formação de tecidos. Desta 

maneira, até o final do desenvolvimento das sementes, as mesmas 

podem conter de 30 a 40% de massa representada pela água. Em 

sementes recalcitrantes, observa-se que o teor de água continua elevado, 

enquanto que, em sementes ortodoxas, geralmente ocorre redução rápida 

do teor de água, cujos valores se aproximam a 10% (Barbedo e Marcos 

Filho, 1998). Diante do exposto, a conservação de sementes ortodoxas 

por criopreservação é facilitada por não requerer pré-tratamento, uma 

vez que estas apresentam processos de desidratação natural e reduzida 

formação de gelos intracelular (Tarré et al., 2007). 

 

2.3Alterações bioquímicas e anatômicas 

 

As sementes são indivíduos independentes, que após a dispersão, 

visam desenvolver-se e colonizar um local diferente. Para isto, elas 

armazenam reservas nutritivas durante o processo de formação e 

maturação, principalmente carboidratos, lipídios e proteínas. Tais 
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reservas são usadas pelas sementes para manutenção e desenvolvimento 

do embrião até a formação da planta com capacidade autotrófica 

(Buckeridge et al. 2004). 

As concentrações das principais substâncias de reserva podem 

variar de acordo com a espécie e o estádio de maturação em que as 

sementes se encontram (Motta Leduc, 2007). Entre estas reservas, os 

carboidratos constituem as principais substâncias armazenadas nas 

sementes, e tem como principal função fornecer energia necessária para 

a retomada do desenvolvimento do embrião durante a germinação 

(Barbedo e Marcos Filho, 1998). Os carboidratos solúveis de reserva e 

os de parede celular desempenham papel fundamental nos mecanismos 

de absorção de água, proteção do embrião contra a dessecação e a 

manutenção da viabilidade das sementes (Barbedo e Marcos Filho, 

1998).  Igualmente, aos carboidratos outorga-se a função de aquisição de 

tolerância à dessecação ligada à proteção das membranas durante a 

desidratação, principalmente a sacarose e rafinose pela alta correlação 

da tolerância à secagem e a composição de açucares, como observado 

por Chen e Burris (1990) em sementes de milho quando submetidas a 

diferentes processos de secagem.  

Sun et al., (1994) estudou a relação entre a tolerância à 

dessecação e as modificações das fases de membrana, se tratando da 

retenção de líquidos cristalinos e do conteúdo de sacarose e estaquiose. 

Igualmente, Blackman et al., (1992) em estudos de eixos embrionários 

de sementes de soja que foram submetidos a processos de secagem, 

observaram o aumento nos teores de sacarose e estaquiose. Porém, do 

modo contrário, quando as sementes não foram submetidas à secagem 

ou permaneciam sob umidade relativa elevada, os açúcares mencionados 

permaneciam sem alterações em suas concentrações, apresentando, 

assim, a função dos açúcares no processo de aquisição de tolerância a 

dessecação. 

A conservação por criopreservação pode acarretar em alterações 

anatômicas no material. A alteração anatômica mais problemática em 

tecidos criopreservados é a ruptura do sistema de membranas causada 

pela formação de gelo no meio intracelular, podendo alterar a semi-

permeabilidade e a compartimentação celular. Quando a água é 

submetida a temperaturas abaixo de -130°C, a mesma pode-se 

apresentar em dois estados físicos: o estado cristalino, onde são 

formados cristais de gelo podendo danificar as células; e o estado vítreo, 

no qual a água adquire viscosidade com as propriedades mecânicas de 

um sólido. Este último é formado por sistema biológicos tolerantes à 
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dessecação, ou quando criopreservados sob baixa umidade (Santos, 

2001). 

Apesar da ocorrência de outras alterações estruturais, como a 

degeneração vacuolar e a redução no tamanho de grãos de amido nos 

plastídeos (Rowntree et al., 2007), o sucesso dos protocolos de 

criopreservação é mais dependente da indução de tolerância à 

desidratação do que à tolerância ao resfriamento (STUSHNOFF e 

SEUFFERHELDL, 1995; Santos, 2001; Helliot et al., 2003). 
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3OBJETIVOS 

 

3.1Objetivo geral. 

 

O presente trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo de 

criopreservação de sementes de Vriesea reitzii, bem como avaliar os 

efeitos da criopreservação no material vegetal criopreservado. 

 

3.2Objetivos específicos. 

 

a)  Determinar o teor de umidade das sementes de V. reitzii 
coletadas em diferentes períodos após a antese das infrutescências; 

 

b)  Avaliar os efeitos da criopreservação sobre a capacidade 

germinativa e no índice de velocidade de germinação (IVG) das 

sementes para cada período de coleta das sementes;  

 

c) Caracterizar as possíveis alterações bioquímicas e anatômicas 

das sementes de V. reitzii submetidas ou não à criopreservação. 
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4MATÉRIAS E MÉTODOS 

 

4.1Material Vegetal 

 

Sementes de V. reitzii foram extraídas de frutos fisiologicamente 

maduros, coletados em uma população natural na localidade “Campo da 

Roça de Baixo”, município de Curitibanos (SC) (27º16'12.5"S, 

50º32'09.3"W, 980 m de altitude). Os frutos foram coletados em três 

períodos diferentes: 120, 135 e 150 dias após antese (DAA) das 

infrutescências. Em seguida eles foram armazenados à 4ºC no 

Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal 

(LFDGV), no Centro de Ciências Agrárias, da Universidade Federal de 

Santa Catarina (CCA/UFSC) até a realização dos experimentos. 

 

4.2Análise do teor de umidade das sementes 

 

Para avaliar o teor de umidade total (%) das sementes utilizou-se 

um pool de 1000 sementes de cada período de coleta dos frutos. 

Utilizou-se o método da estufa à 103 ± 2ºC durante 17 ± 1 horas, de 

acordo com ISTA (2004), onde cada tratamento foi constituído de 

quatro repetições de 200 sementes. O teor de umidade expresso em base 

úmida foi obtido por meio da expressão (1): 

 

𝑋% =  
𝑃𝑖−𝑃𝑓

𝑃𝑖
𝑥 100 (1) 

 

Onde: 

Pi: Peso inicial da amostra (g) 

Pf: Peso final da amostra (g) 

X%: teor de água em porcentagem de base úmida (b.u), %. 

 

4.3Criopreservação de sementes 

 

Sementes de V. reitzii foram extraídas dos carpelos e foi realizada 

a excisão dos apêndices plumosos até 4 mm aproximadamente de todas 

elas, em seguida as sementes foram submetidas aos dois métodos de 

conservação estudados. O desenho experimental utilizado foi um fatorial 

3x2 com seis tratamentos: três períodos de coleta (120, 135 e 150 dias a 

partir da antese) e dois sistemas de conservação de semente 

(criopreservação e armazenamento de semente a 4ºC). Cada tratamento 
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contou com quatro repetições dispostas em blocos ao acaso e a unidade 

experimental foi constituída de um criotubo contendo 30 sementes. 

Em relação aos fatores, foram realizados três períodos diferentes 

de coleta de sementes: 120, 135 e 150 dias após a antese (DAA). Em 

relação ao sistema de conservação de sementes, elas foram mantidas em 

geladeira a 4ºC ou foram imersas diretamente em nitrogênio líquido (-

196ºC) e, após 24 horas, efetuou-se o descongelamento em banho-maria 

(2 minutos a 42ºC). 

Após 24 h realizaram-se os procedimentos para avaliar a 

capacidade germinativa e o índice de velocidade de germinação das 

sementes.  Nesse sentido, as sementes foram coletadas dos sistemas de 

conservação, armazenamento a 4ºC e nitrogênio líquido a – 196ºC, neste 

caso efetuou-se o descongelamento em banho-maria (2 minutos a 42ºC). 

Sementes provenientes dos tratamentos avaliados foram desinfestadas 

segundo o método descrito por Alves et al, (2006) e Guerra e Dal Vesco 

(2010), com modificações. Em seringas estéreis de 10 ml, as sementes 

foram imersas em álcool (70%) por 2 minutos, e em solução de 1% de 

hipoclorito de sódio com 1 gota de Tween 20 a cada 100 ml de solução 

por 3 horas sob agitação. Na sequência, foram feitas mais 3 trocas de 10 

min da mesma solução de hipoclorito de sódio para um total de 30 min 

adicionais e três enxágues consecutivos com água deionizada estéril. 

Após a desinfestação as sementes foram inoculadas em placas de 

Petri plásticas estéreis, sobre papel filtro esterilizado e, embebido com 

2ml de meio de cultura líquido composto pela formulação salina de MS 

(Murashige e Skoog, 1962), adicionado de vitaminas de Morel (Morel e 

Wetmore, 1951) e 30g L-1 de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8, antes 

da esterilização do meio de cultura em autoclave por 20 min a 121ºC e 

1,3 atm de pressão. Em seguida o meio foi vertido nas placas de Petri, 

sob assepsia em câmara de fluxo laminar. As culturas foram mantidas 

em câmara BOD (Byosistem Organized Development) à 25ºC ± 2ºC e 

fotoperíodo de 16 horas a uma intensidade luminosa de 55±5μmol m-2 s-

1. 

Todos os dados foram analisados considerando-se os efeitos dos 

dias após antese para colheita e efeito da criopreservação. Dados 

originais foram submetidos a análise de variância (ANOVA) e teste de 

comparação de médias (Tukey, 5%), utilizando o programa estatístico R 

(R Development Core Team, 2011). Quando não observada diferença 

significativa para um dos fatores no modelo bifatorial, utilizou-se o 

critério de seleção de modelos de Akaike, para seleção dos novos 

modelos de comparação de medias (Akaike, 1983; 1987). 
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4.4Avaliação da germinação e IVG in vitro. 

 

Para as avaliações de velocidade de germinação (IVG) e da 

porcentagem total de germinação, foram efetuadas avaliações diárias até 

o 15º dia da inoculação, a partir de cada tratamento descrito no item 4.3. 

Consideraram-se sementes germinadas aquelas que apresentaram em 

conjunto intumescência do embrião, o rompimento do envoltório 

seminal e leve coloração verde como sinal de metabolismo ativo. Ao 

final do teste, foi avaliada a porcentagem de germinação e calculado o 

índice de velocidade de germinação (IVG), onde de acordo com 

Maguire (1962) empregou-se a formula: 

 

IVG= ∑ (Gi/ni) na qual, (2) 

 

Gi =número de sementes germinadas e; ni = dia da contagem. 

 

4.5Teor de carboidratos solúveis totais 

 

O teor de carboidratos totais foi determinado utilizando o método 

fenol-sulfúrico (Dubois et al., 1956). Amostras com 200 mg de 

sementes, provenientes dos diferentes tratamentos descritos no item 4.3, 

foram maceradas com nitrogênio líquido até obtenção de um pó fresco. 

Em seguida, o material macerado foi transferido para o processo de 

extração de carboidratos em tubos falcon de 15 mL, nos quais foram 

adicionados 0,4 ml de etanol (80% a – 22ºC e mantidos em banho-maria 

a 70°C por 5 minutos. Os extratos foram centrifugados a 3.000 rpm por 

10 minutos e ao final foi coletado o sobrenadante. O processo de 

extração foi repetido por 3 vezes. Após estes procedimentos o 

sobrenadante foi filtrado usando lã de vidro e o volume ajustado para 2 

ml com etanol 80% a -22 ºC. Em seguida, adicionou-se 50 μl do extrato 

a 450 μl de água destilada, 0,5 ml de fenol (5%) e 2,5 ml de ácido 

sulfúrico (96%). O teor de carboidratos totais foi estimado a partir de 

uma curva padrão determinada com base em um carboidrato padrão 

Glucose e com absorbância medida a 490 nm em espectrofotômetro 

(Pró-Análise, V-1600). 
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4.6Análises anatômicas 

 

4.6.1Microscopia de luz 
 

Amostras representativas das sementes, provenientes dos 

diferentes tratamentos descritos no item 4.3 antes da inoculação nas 

placas, foram fixadas em solução paraformaldeído (2,5% em tampão 

fosfato 0,2M pH 7,2) por 72 horas à 4°C. Em seguida, o material foi 

lavado em tampão fosfato e desidratado em série etílica crescente (10, 

20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%), com duas trocas de 15 minutos 

em cada concentração. Para a pré-infiltração das amostras, utilizou-se 

uma solução de etanol (100%) e historesina glicol metacrilato (GMA) 

(1:1, v/v) durante 6 horas. Posteriormente, o material foi infiltrado em 

resina pura por 24 horas. Para a inclusão, utilizou-se a mesma resina 

com adição de polimerizador e com ajuda de histo-moldes à 35°C em 

estufa por 24 horas, segundo Arnold et al. (1975) com modificações.   

Secções (5μm) foram obtidas usando micrótomo de rotação 

(Leica RM 2135) equipado com navalhas de tungstênio. As secções 

foram distendidas em lâminas sobre gotas de água destilada e em 

seguida secas a 37°C em placa quente por 30 minutos. Em seguida, 

parte das amostras foram coradas com azul de toluidina (ATO) para 

identificação dos polissacarídeos ácidos, lugol para identificação de 

amido e outra parte com ácido periódico de Schiff (PAS) para 

identificação de polissacarídeos neutros (amido e celulose). 

Os materiais foram analisados em microscópio óptico (Olympus 

BX40) e aspectos relevantes foram registrados por micrografias com o 

uso de sistema de captura de imagem (Olympus Q-Color-3C América 

Ind.). 

 

4.6.2Análises anatômicas por microscopia de transmissão 

 

Amostras representativas das sementes, provenientes dos 

diferentes tratamentos descritos no item 4.3, foram fixadas em solução 

de glutaraldeído (2,5%) em tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2 e 

sacarose 0,2 M a 4°C overnight, de acordo com os procedimentos 

recomendados por Pueschel (1979). Na sequência, realizou-se cinco 

lavagens da solução tampão cacodilato de sódio 0,3 M, pH 7,2, sacarose 

0,6 M e H2O, reduzindo em 25% concentração de sacarose em cada 

lavagem. Em seguida, o material foi pós-fixado em solução de tetróxido 

de ósmio (2%) e cacodilato de sódio 0,2 M, pH 7,2 (1:1, v/v), durante 4 

horas em temperatura ambiente. As amostras foram, então, lavadas em 
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solução tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2 e desidratadas em 

séries crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 100° Gl). Posteriormente, as 

amostras foram pré-infiltradas em série de soluções de acetona e resina 

Spurr (3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3) e infiltradas em resina Spurr (SPURR, 

1969).  

Para a polimerização das amostras, utilizou-se moldes horizontais 

e resina pura, em estufa a 70°C por 24 horas. Secções semifinas, de 

700nm de espessura, foram feitas com navalha de vidro, a fim de 

selecionar as regiões para serem analisadas. Secções ultrafinas, de 60 

nm de espessura, foram feitas com navalha de diamante em 

ultramicrotómo Power Tome XL e contrastadas com acetato de uranila 

(1%) e citrato de chumbo (1%), conforme Reynolds (1963). As 

observações e registro de imagens foram realizadas em Microscópio 

Eletrônico de Transmissão Jeol JEM1011 (Tokio, Japão) no LCME-

UFSC, e os eventos relevantes foram registrados em micrografias. 
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5RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A partir das observações realizadas neste trabalho, foi possível 

descrever as principais inferências sobre os efeitos da coleta dos frutos 

em diferentes dias após antese (DAA) e os efeitos das diferentes 

metodologias de conservação em sementes da bromélia V. reitzii. 
 

5.1Teor de umidade das sementes 

 

A maior e significativa (p<0,05, Anexo 1) porcentagem média de 

água (17,6%) presente nas sementes foi observada em sementes 

coletadas aos 120 DAA, quando comparadas àquelas coletadas aos 135 

(14,6%) e 150 (14,4 %) DAA (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Porcentagem média de água em sementes de Vriesea reitzii coletadas 

em diferentes dias após a antese (120, 135 e 150). *Médias seguidas de letras 

diferentes indicam valores significativos pelo teste Tukey à 5% de significância. 

CV (%) = 11,8% 

 

A partir do teor de água avaliado no presente trabalho, pode-se 

inferir que as sementes de V. reitzii tem um comportamento no conteúdo 

de água observado nas sementes ortodoxas. Observou-se também que, 

este tipo de semente apresenta um processo de dessecação natural e está 

relacionado, diretamente, com o grau de maturidade. Isto está de acordo 

com Barbedo e Marcos Filho (1998) que confirmam que o 

comportamento da quantidade de água nas sementes ortodoxas tende a 

reduzir à medida que a semente passa pelo processo de maturação, a 

dessecação, como observado no presente estudo. 

Em sementes de abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril), 

espécie representante da família Bromeliaceae, Moraes (2007) observou 

baixo conteúdo de água 6 a 15% b.u. e tolerância à dessecação, 
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classificando-as como sementes ortodoxas. Esta classificação corrobora 

com a proposta pelo presente estudo para V. reitzii. 

Embora diferentes autores tenham descrito diferentes variações 

no percentual de umidade das sementes, para considerá-las do tipo 

ortodoxa, Engelman & Dussert, (2000) sugerem que o teor de umidade 

deve permanecer entre 10 a 20%. Porém, Marzalina & Krishnapillay 

(1999) indicam que este deve estar abaixo de 20%; e Stanwood (1985) 

considera que o teor não pode ser superior a 10%. 

 

5.2Germinação de sementes após conservação 

 

O início da germinação das sementes foi observado a partir do 7º 

dia de cultivo (Figura 2). A maior e significativa (p<0,01) porcentagem 

média de germinação foi de 89,6% quando se utilizou sementes 

coletadas aos 150 DAA, diferindo significativamente, quando 

comparado com 120 e 135 DAA (Figura 2 e Tabela 1). Este fator, 

revela que o tempo de coleta pode influenciar no total de sementes 

germinadas. No entanto, não foram observadas diferenças significativas 

na porcentagem de germinação, na interação dos fatores, de acordo com 

a análise de variância (Anexo 2), quando comparou-se a metodologia de 

conservação em determinado tempo de coleta. Ou seja, os processos de 

conservação de sementes estudados (criopreservação ou armazenagem a 

4ºC) não influenciaram significativamente na porcentagem de 

germinação (Tabela 1). 

 

 
Figura 2. Porcentagem média de germinação acumulada de sementes de 

Vriesea reitzii, em relação ao tempo de coletas dos frutos (120, 135 e 150 dias 

após a antese) e ao dia em meio de cultura MS. C= criopreservadas, S= sem 

criopreservação. 
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Tabela 1. Porcentagem média de germinação de sementes de Vriesea reitzii em 

relação a três diferentes tempos de coletas dos frutos (120, 135 e 150 dias após a 

antese) e submetidas a criopreservação e armazenamento a 4ºC (Arm. 4ºC) após 

15 dias em meio de cultura. 

Tratamento  

Dias após antese 

Média  120 135 150 

Criopreservadas 72,5x 75,0 89,2 78,9A 

Arm. 4ºC 67,5x 77,5 90,0 78,3A 

Média 70,0b 76,3b 89,6a 78,60 

CV% 9.3% 
*Médias seguidas de letras diferentes indicam valores que diferem para o teste 

Tukey (5%). Maiúscula para coluna e minúscula para linha. 

Tarré et al. (2007), estudando diferentes espécies de Encholirium 

e Dyckia (Bromeliaceaes), não encontraram efeitos negativos da 

criopreservañáo sobre a germinação das sementes. O que eles 

verificaram é que, para algumas espécies, ocorreu um leve aumento no 

percentual de germinação. Neste estudo, o efeito da criopreservação não 

aumentou as porcentagens de germinação. De qualquer maneira, assim 

como as espécies estudadas por Tarré et al. (2007), as sementes de V. 

reitzii suportaram os efeitos do processo de criopreservação, com a 

diferença de não se apresentar diferença estatística significativa para as 

médias das sementes criopreservadas (78,9%) e não criopreservadas 

(78,3). Desta maneira, pode-se afirmar que o proceso criogênico não 

tem efeito nem positivo nem negativos sobre a germinabilidade das 

sementes do presente estudo, assim como na sobrevivência. 

Caetano (2012) estudou o efeito da criopreservação em sementes 

de Cajuzinho do cerrado (Anacardium othonianum Rizz) em diferentes 

tempos de armazenamento, e concluiu que o comportamento 

germinativo das sementes foi igual ao das sementes não criopreservadas. 

Por outro lado, Martins (2009), em sementes de Ipê-Roxo (Tabebuia 
impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.) observou que nos teores de 

umidade de 12,5, 8,4 e 4,2% as sementes mantiveram o desempenho 

fisiológico quando submetidas ao nitrogênio líquido. Porém, quando o 

teor era de 18,3% foi observado declínio na germinação. No presente 

estudo observou-se que as sementes de V. reitzii com teores de 17,6% de 

umidade, mantiveram um percentual germinativo em mais de 70% (120 

DAA), após o processo de criopreservação, porém, menor que quando 
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as sementes estavam com 14,4%, quando o percentual germinativo foi 

de 89,6%. 

Existem trabalhos que apresentam incremento do percentual 

germinativo de sementes após a criopreservação, nas quais o processo 

de resfriamento a temperaturas ultra baixas pode atuar na quebra de 

dormência. Por exemplo, estudos de Rocha et al. (2009), que 

verificaram que em diferentes períodos de criopreservação as sementes 

de algodão (Gossypium hirsutum L.), tiveram aumento no percentual de 

germinação e no vigor, após as mesmas passarem pelo processo de 

criopreservação. Em sementes deMamona(Ricinus communis L.) com 

teores de água de 4 a 10%, a capacidade germinativa foi incrementada 

quando as sementes passaram pelo processo de criopreservação  por um 

período de 30 dias (Almeida et al., 2002). 

Sementes de V. reitzii só apresentaram incremento no percentual 

de germinação quando submetidas ao processo de desinfestação por 12 

horas causando uma escarificação total na região do embrião (dados não 

apresentados). Vale salientar que este efeito pode estar relacionado 

diretamente com a escarificação das sementes, pois as sementes inteiras 

foram submetidas a assepsia e ao processo criogênico, mas sementes 

podem senescer ou até morrer com a escarificação e a desinfestação.  

Os trabalhos apresentados nesta dissertação podem influenciar 

positivamente quando se tem por objetivo o armazenamento ou 

conservação, pois o uso de sementes com menor conteúdo de água 

inicial pode ser um importante fator quando submetidas ao processo de 

criopreservação, por revelar maior percentual de germinação. Portanto, 

o método de criopreservação se torna um mecanismo eficaz para a 

conservação de sementes para a espécie V. reitzii em sistema ex situ por 

longo prazo.  

O grau de maturidade das sementes, relacionado aos diferentes 

dias de coleta após da antese, pode influenciar significativamente na 

germinação e na sobrevivência das sementes. Com este estudo é 

possível afirmar para sementes de V. reitzii, que elas podem ser 

criopreservadas sem tratamento prévio de dessecação, pois não houve 

alteração no poder germinativo das sementes. 

Trabalhos semelhantes ao presente estudo, que associam a 

coleta das sementes em diferentes períodos de maturação das sementes 

(dias após antese) e criopreservação são raros na literatura científica. No 

entanto, estudos de caracterizações bioquímicas e germinação de 

sementes de Caesalpinia echinata, coletadas no 45º e no 55º dia após a 

antese e armazenadas a temperaturas criogênicas, revelou que estas não 

são tolerantes aos processos de dessecação artificial, sendo este 
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prejudicial para sementes, principalmente para as mais imaturas 

(MELLO, 2013). Este autor verificou que, sementes mais maduras 

apresentaram melhores resultados de germinação após armazenamento. 

Estes resultados corroboram com o presente estudo e revelam ser um 

fator importante na elaboração de um protocolo de criopreservação de 

sementes, tanto de monocotiledôneas quanto de dicotiledôneas. 

Estudos com a presença e/ou ausência de mucilagem em 

sementes das bromélias Nidularium innocentii (Lem.) e Nidularium 
procerum (Lindm) em diferentes estádios de maturação revelaram 

incremento nos porcentuais de germinação, quando as sementes 

imaturas de N. innocentii permaneceram com a mucilagem, comparadas 

com as sementes que tiveram esta retirada (Pereira, 2009). Este autor 

verificou também que, em sementes mais maduras, não se observa 

diferença significativa com a retirada ou não da mucilagem e que 

provavelmente, há outros fatores como os conteúdos e disponibilidade 

de reservas que podem influenciar no processo de germinação. Segundo 

este mesmo autor, não foi verificada diferença na germinação de 

sementes de N. procerum em quatro estádios de maturação, atribuindo 

os resultados à possiblidade de não serem muito diferentes entre si, já 

que os mesmos foram selecionados por aparência externas dos frutos. 

Os resultados, em ambas as espécies estudadas pelo autor, corroboram 

que os estádios ou grau de maturação das sementes, podendo influenciar 

diretamente na germinação, como observado no presente estudo.  

 

5.3Índice de velocidade de germinação (IVG) 

 

O maior e significativo (p<0,05) índice de velocidade de 

germinação médio (17) foi observado quando se utilizou sementes 

coletadas aos 150 dias, quando comparado com 120 e 135 dias após a 

antese (Tabela 2). Novamente, o uso do processo ou não da 

criopreservação não influenciou significativamente no IVG (Anexo 4). 

O período de coleta das sementes teve efeito significativo sobre a 

IVG, por isto, foi utilizado um novo modelo de análise onde avaliou-se 

o IVG em função do tempo de maturação e dessecação dos frutos, em 

dias após a antese (Tabela 2; Anexo 5). 

A partir deste resultado pode-se inferir que o período de coleta 

dos frutos e extração das sementes é um importante fator a ser 

observado, onde o aumento do tempo após a antese proporciona maiores 

percentuais de germinação e IVG em virtude do menor conteúdo de 

água, maior maturação ou formação do embrião e acúmulo de reservas. 
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Tabela 2. Índice de velocidade de germinação de sementes de Vriesea reitzii 

em três diferentes tempos de coletas dos frutos (120, 135 e 150 dias após a 

antese) e submetidas a criopreservação e armazenamento a 4ºC (Arm. 4ºC), 

após 15 dias em meio de cultura. 

Tratamento  

Dias após antese 

Média  120 135 150 

Com crio 13,8x 14,3x 16,9x 15,0A 

Arm. 4ºC 13,5x 14,5x 17,0x 15,0A 

Média 13,6b 14,4b 17,0a 15,0a 

CV% 13,2%  
*Médias seguidas de letras diferentes indicam valores que diferem para o teste 

Tukey (5%). Maiúscula para coluna e minúscula para linha. 

Neste contexto, pode-se inferir que a dessecação natural das 

sementes decorrentes dos estádios de desenvolvimento interfere 

diretamente na qualidade e vigor das sementes para serem utilizados em 

programas de conservação, tal como, o uso na criopreservação e/ou 

processos biotecnológicos. 

Estas mesmas variáveis, foram estudadas por Souza (2012) e 

Souza et al., (2015) para sementes de duas espécies do Hymenaea, as 

quais mostraram diferenças em percentuais de germinação e IVG 

quando foram armazenadas por diferentes períodos de tempo e 

diferentes temperaturas. Corroborando então, que o IVG pode ser 

afetado nas mesmas famílias e espécies por diferentes aspectos. Deste 

modo, o IVG é uma característica que, ao ser analisada conjuntamente 

com outros parâmetros como germinação e umidade, fornece 

informações importantes sobre o vigor e a capacidade das sementes de 

suportar tratamentos como a dessecação e a criopreservação. 

 

5.4Teor de carboidratos solúveis totais 

 

O teor médio de carboidratos totais solúveis para sementes de V. 

reitzii, em relação ao período de coleta, dias após a antese e submetidas 

ou não a criopreservação, revelaram valores não significativos (Tabela 

3, Anexo 6). No entanto, observa-se uma tendência no acúmulo do 

conteúdo de carboidratos solúveis nas sementes em relação ao aumento 

do período de coleta. 

Os carboidratos estão associados a capacidade da semente de 

suportar dessecações e armazenamentos a temperaturas negativas, dentre 

outras características estruturais e bioquímicas (Barbedo & Marcos 
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Filho, 1998). A partir disto pode-se inferir que, uma maior permanência 

dos frutos após a antese representa um maior acúmulo de carboidratos, 

uma vez que, de acordo com os resultados do presente estudo quanto 

maior os DAA para a coleta dos frutos de V. reitzii, maior a perda de 

água nas sementes. Ressalta-se também que talvez seja necessário para o 

estudo desta variável, realizar análises complementares dos diferentes 

tipos de carboidratos em relação ao processo de criopreservação e tempo 

de coleta com um maior número de amostras para cada tratamento. Em 

estudo de sementes de Caesalpinia echinata, foram analisados os 

conteúdos de carboidratos solúveis totais em sementes, antes e após da 

criopreservação, como resultado os autores não constataram diferença 

em carboidratos do citoplasma e carboidratos estruturais (Zanotti et al., 

2012). Este estudo apresentou um resultado semelhante, pois o conteúdo 

de carboidratos solúveis totais não foi diferente em sementes 

criopreservadas e não criopreservadas (Tabela 3). 

 
Tabela 3. Conteúdos médios de carboidratos totais solúveis (mg/g) de sementes 

de Vriesea reitzii em três diferentes tempos de coletas dos frutos (120, 135 e 

150 dias após a antese) e diferentes métodos de conservação (criopreservação e 

armazenamento a 4ºC). 

 mg/g*  

Tratamento  

Dias após antese 

Média 120 135 150 

Com crio 0,40x 0,410x 0,47x 0,43A 

Arm. 4ºC 0,34x 0,390x 0,46x 0,40A 

Média 0,37a 0,40a 0,47a 0,41X 

CV% 30,5% 
*Valores expressados em mg de glucose equivalente (GE) por cada 1g de 

sementes, a partir de curva padrão com R2 = 0.9989. Médias seguidas de letras 

diferentes indicam valores que diferem para o teste Tukey (5%). Maiúscula para 

coluna e minúscula para linha. 

 

Segundo Mollo et al., (2011), os carboidratos em adaptações ao 

frio, em Alcantarea imperialis (Bromeliaceae), sofrem mudanças 

apreciáveis. Os autores descrevem que os conteúdos de sacarose em 

plantas em condições de frio podem ser trocados por trealose, rafinose e 

estaquiose. Também relatam, que as concentrações de amido mudaram 

com a presença do frio, possivelmente reduzido para carboidratos 

associados a tolerância e proteção da planta ao frio. Neste contexto, há 

necessidade também, de realizar análises complementares quanto a 
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caracterização dos diferentes tipos de carboidratos em relação ao tempo 

de coleta e processo de armazenamento de sementes em nitrogênio 

líquido. 

 

5.5Análises anatômicas por microscopia de luz. 

 

Os resultados da composição anatomia das sementes de V. reitzii, 

nos diferentes dias após a antese, e nos dois sistemas de conservação de 

sementes estudados revelaram que não existiu dano mecânico, ruptura 

de parede celular ou dano no sistema de membranas. No entanto, foram 

observadas diferenças nos conteúdos de compostos químicos entre as 

regiões do tegumento, do endosperma, da camada de aleurona e do 

embrião (Figura 3a-f). 

A partir desde trabalho foi observado que as sementes 

apresentaram duplo tegumento, o primeiro denominado testa (tegumento 

externo) e o segundo tégmen (tegumento interno), sendo assim 

classificadas como bitegumentadas (Souza, 2009; Corredor, 2012). As 

secções longitudinais tratadas com ATO mostraram coloração 

esverdeada no tégmen, o que indica a presença de compostos de 

natureza fenólica, como lignina; coloração verde escuro na testa, 

indicando presença de compostos tânicos; e, coloração roxa nos 

apêndices plumosos, indicando composição rica em pectinas (Figura 

3a, b) (Corredor, 2012; Ventrella et al., 2013). 

Na região do endosperma foram observados grãos que reagiram 

ao teste Lugol (Figura 4a - f) e ao PAS (Figura 5a - f), os quais foram 

identificados como amido e polissacarídeos neutros, respectivamente. 

Os grãos de amidos encontraram-se distribuídos em alta concentração 

formando amiloplastos simples e compostos no citoplasma (Figura 5e, 

f).  Os polissacarídeos neutros foram observados como constituintes da 

parede celular, como visto também para a camada de aleurona, 

indicando a presença de celulose (Figura 5a - f). 

Na região do embrião, foi observada a reação metacromática ao 

ATO apresentando presença de compostos ácidos (Figura 3a - f), onde 

os núcleos das células embrionárias reagiram com uma coloração roxa 

escura. Quando tratadas com PAS, observou-se uma reação positiva nas 

paredes das células, indicando, assim, conteúdo de polissacarídeos 

estruturais (imagem não apresentada). Na sequência, com o teste do 

Lugol, observou-se ausência de conteúdos de amido nesta região. 

A camada de aleurona apresentou-se rodeando o endosperma e o 

embrião como uma camada de células de parede engrossada, que 

quando tratadas com ATO reagiram metacromaticamente indicando a 
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presença de polissacarídeos ácidos no citoplasma e na parede celular 

(Figura 3), como também foi observado por Corredor (2012). De acordo 

com os testes histoquímicos realizados com PAS, foi evidente a 

ausência de grãos de amido nas células da camada de aleurona (Figura 

4c e 5a), assim como a presença de polissacarídeos neutros fazendo 

parte da parede celular da camada de aleurona (Figura 5a - f). As 

sementes criopreservadas, quando comparadas com as armazenadas a 4º 

C, não evidenciam diferenças nos compostos bioquímicos nas células da 

camada da aleurona. 
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Figura 3. Secções longitudinais das sementes de Vriesea reitzii submetidas ao 

teste de Azul de toluidina (ATO) nos diferentes tempos de coletas (120, 135 e 

150 dias após a antese) dos frutos comparando sementes criopreservadas (a, c, 

e) e sementes não criopreservadas (b, d, f): sem observar lise celular e danos 

estruturais nas pareces das células do embrião e do endosperma pelo processo 

criogênico. A camada de aleurona rodeando o embrião e o endosperma (cabeça 

de setas) a) sementes de 120 DAA submetidas a criopreservação; b) sementes 

de 120 DAA não criopreservadas; c) sementes de 135 DAA submetidas a 

criopreservação, observa-se a presença do procâmbio (seta); d) sementes de 135 

DAA não criopreservadas; e) sementes de 150 DAA submetidas a 

criopreservação; f) sementes do 150 DAA não criopreservadas; g) sementes de 

V. reitzii, se observa sementes em estado normal (cabeça de seta), apresentando 

efeito de escarificação devido ao processo de desinfestação (seta). ap: apêndices 
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plumosos; end: endosperma; cal: camada de aleurona; emb: embrião. Barra: a-

f): 100 µm; g): 1mm. 

 

Figura 4. Secções longitudinais das sementes de Vriesea reitzii coradas com 

Azul de toluidina (ATO) e Lugol nos diferentes tempos de coletas dos frutos 

(120, 135 e 150 dias após a antese), comparação de sementes criopreservadas 

(a, c, e) e não criopreservadas (b,d,f), sem observar mudanças nas estruturas 

nem lise celular. Observa-se grãos de amido compostos (seta), a) sementes de 

120 DAA submetidas a criopreservação; b) sementes de 120 DAA não 

criopreservadas; c) sementes de 135 DAA submetidas a criopreservação d) 

sementes de 135 DAA não criopreservadas; e) sementes de 150 DAA 

submetidas a criopreservação; f) sementes de 150 DAA não criopreservadas. 

end: endosperma; cal: camada de aleurona. Barra: 50 µm. 
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Figura 5. Secções longitudinais das sementes de Vriesea reitzii submetidas ao 

teste de Ácido periódico de schiff (PAS) nos diferentes tempos de coletas dos 

frutos (120, 135 e 150 dias após a antese). Nas secções das sementes 

criopreservadas não se observa dano estrutural ou lises celular. a) sementes de 

120 DAA submetidas a criopreservação; b) sementes de 120 não 

criopreservadas; c) sementes de 135 DAA submetidas a criopreservação d) 

sementes de 135 DAA não criopreservadas; e) sementes de 150 DAA 

submetidas a criopreservação; f) sementes de 150 não criopreservadas, observa-

se grãos de amido compostos (seta). Cabeças de setas indicando presencia de 

polissacarídeos neutros. end: endosperma; cal: camada de aleurona. Barra: a) -b) 

= 50 µm; c) -f) = 20 µm. 

 

Nos testes bioquímicos realizados, não foram evidentes mudanças 

estruturais nem bioquímicas, corroborando assim, os resultados 

discutidos nos literais 5,2 e 5,3 onde a criopreservação não teve efeito 

sob as sementes. As diferenças atribuídas aos estádios de maturação sob 

a germinação e o IVG, comparadas também com os conteúdos de 
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carboidratos, que também não apresentaram diferenças, poderiam 

indicar que o fator determinante para a sobrevivência das sementes está 

mais relacionado ao conteúdo de água e ao estádio de desenvolvimento 

das sementes ao serem coletadas, do que a mudanças bioquímicas e 

estruturais causadas pelo tratamento criogênico. 

 

5.6Análises anatômicas por microscopia Eletrônica de transmissão 

 

Células do embrião foram observadas mediante microscopia de 

transmissão, puderam ser visualizados corpos protéicos, corpos 

lipídicos, núcleo, parede celular e o espaço intercelular (Figuras 6a, d). 

Estas estruturas foram igualmente encontradas por Moura et al. (2010) 

em células de embrião somático de Acrocomia aculeata (Arecaceae). 

Na observação das estruturas internas das células de sementes de 

V. reitzii sem processo de criopreservação, foi evidenciado o estado 

natural das membranas e organelas, assim como a parede celular das 

células. Comparando com células de sementes criopreservadas (Figura 

6a-c), observou-se que as membranas do núcleo (Figura 6d-f), assim 

como a parede celular, não sofreram danos, modificações ou lises. Em 

ambos os casos, com e sem criopreservação, foram observados corpos 

protéicos e corpos lipídicos fazendo parte da estrutura interna das 

células, além da não ocorrência de injúrias nestas organelas. 

Para a germinação das sementes, os componentes de serverva são 

moléculas importantes. Durante esse processo os compostos são 

degradados e usados para gerar energia e produção de materia-prima 

para construção de novos tecidos e celulas (Mayer e Poljakoff-Mayber, 

1975). As principais fontes de carbono reduzido nas sementes são 

representadas como os lipídios, os óleos e as graxas armazenadas, 

especialmente triglicerídios, que são molculas com três hidroxilos dos 

grupos do glicerol por enlaces ester (Buchanan et al., 2000). As reservas 

de aminoácidos ocorrem em células especializadas em sementes e 

orgãos vegetativos apresentadas como proteínas, entre as mesmas as 

mais comuns são as globulinas presentes nos embriões e as prolaminas 

que se encontram exclusivamente no endosperma dos cereais (Shotwell 

e Larkins, 1988; Hernan e Larkins, 1999). Na análise das sementes de V. 

reitzii por MET foram encontradas grandes concentraçõess de lipídeos e 

proteínas em forma de reserva nas celulas do embrião. 
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Figura 6. Secções transversais de sementes de Vriesea reitzii em microscopia 

de transmissão. Se observam: a) estrutura de células do embrião de sementes 

não criopreservadas, corpos protéicos (setas), a parede celular, núcleo e corpos 

lipídicos (cabeça de seta); b) detalhe de corpos protéicos (seta) e corpo lipídico 

(cabeça de seta); c) detalhe do núcleo das células, e corpos lipídicos (cabeça de 

seta); d) estrutura de células do embrião de sementes criopreservadas, corpos 

lipídicos (seta) e corpos protéicos; e) detalhe do núcleo das células, membrana 

do núcleo em estado normal sem sofrer danos causados pelo processo 

criogênico; f) detalhe de corpos protéicos e corpos lipídicos (seta), se observa 

estado intato das membranas das organelas. ei, espaço intercelular; N, núcleo; 

pc, parede celular. 
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6CONCLUSÕES 

 

As sementes de V. reitzii apresentam um processo de dessecação 

natural em relação ao período de permanência dos frutos nas plantas. 

 

As sementes de V. reitzii, podem ser classificadas como sementes 

ortodoxas, de acordo com a capacidade de suportar o armazenamento e 

conteúdo de água em relação ao período de coleta dos frutos. 

 

O período de coleta, em dias após a antese, revelou ser um fator 

importante em relação a capacidade de germinação e ao índice de 

velocidade de germinação das sementes. 

 

O processo de criopreservação de imersão direta não causou 

danos estruturais nas sementes, independente do período de coleta. e 

podem ser submetidas a um processo de criopreservação simplificado, 

sem serem afetadas estrutural ou bioquimicamente. 

 

As sementes não apresentaram diferenças no conteúdo de 

carboidratos solúveis totais aos 120, 135 e 150 dias após a antese. 

 

Análises anatômicas (óptica e por transmissão) permitiram a 

caracterização das estruturas celulares e a verificação da estabilidade 

estrutural das células, após o processo criogênico. 
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ANEXOS 

 
Anexo 1: Resumo da Anova referente a conteúdos em base úmida % de sementes de 

V. reitzii.  

FV SQ GL QM F P 

F 

Critico  

Dias após a antese 25,411 2 12,705 10,105 0,005 4,256 ** 

Resíduo. 11,316 9 1,257     

Total 36,726 11          

Códigos de significância: ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05   

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Anexo 2: Resumo da ANOVA referente aos efeitos das interações entre 

criopreservação e dias após colheita sob a germinação de sementes de V. reitzii. 

FV SQ GL QM F P F Critico  

Criopreservação 1,85 1 1,85 0,035 0,85386NS 4,413873419  

DAA 1601,00 2 800,50 15,079 0,00014***    3,554557146  

Interação  62,03 2 31,02 0,584 0,56775NS 3,554557146  

Resíduo. 955,56 18 53,09     

        

Total 2620,45 23           

Códigos de significância: ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05  

Anexo 3: Resumo da ANOVA referente ao efeito dos DAA sobre a 

germinação total das sementes de Vriesea reitzii. 

FV SQ GL QM F P   

DAA 1601,00 2 800,50 16,49 4,953E-05  *** 

Resíduo 1019,45 21 48,55     

        

Total 2620,45 23          

Códigos de significância: ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 
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Anexo 4: resumo da ANOVA do IVG em função a criopreservação e ao DAA 

FV SQ GL QM F P 

F 

Critico  

Criopreservação 0,007 1 0,007 0,002 0,967 4,414  

DAA 49,000 2 24,500 6,261 0,009 3,555 ** 

Interação  0,194 2 0,097 0,025 0,975 3,555  

Resíduo  70,438 18 3,913     

        

Total 119,639 23          

Códigos de significância: ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 

 
Anexo 5: Resumo da ANOVA referente a IVG, em sementes de V. reitzii em função 

ao DAA 

FV SQ GL QM F P 

F 

Critico  

DAA 49,000 2 24,500 7,283 0,004 3,467 ** 

Resíduo 70,639 21 3,364     

        

Total 119,639 23         

Códigos de significância: ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 

 
Anexo 6. Resumo da ANOVA referente ao conteúdo de carboidratos totais em 

sementes de V. reitzii 

FV SQ GL QM F P 

F 

Critico  

Criopreservação 0,004 1 0,004 0,263 0,617 4,747  

DAA 0,032 2 0,016 1,026 0,388 3,885  

Interação 0,002 2 0,001 0,069 0,934 3,885  

Resíduo 0,187 12 0,016     

        

Total 0,226 17          

Códigos de significância: ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 

 

 

 

 


