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RESUMO

O progressivo processo de devastacdo da Mata Atlantica, e os efeitos
ornamentais e paisagisticos das bromélias, tém ocasionado a diminuicéo
de suas populacbes até ter atualmente muitas espécies sob ameaca de
extincdo. Assim, considerando a importancia das Bromelidceas no
cenario nacional, bem como, da conservacdo da biodiversidade faz-se
necessario continuar com os estudos de propagacdo destas espécies.
Portanto, este trabalho objetivou avaliar os aspectos morfoldgicos e
histoquimicos da germinacao in vitro e o desenvolvimento pés-seminal
em Vriesea friburgensis var. paludosa, assim como da formacdo de
culturas nodulares (CN) a partir de sementes e explantes foliares das
bromélias Vriesea friburgensis var. paludosa e Vriesea reitzii. As
sementes foram coletadas de frutos maduros de V. friburgensis var.
paludosa, mantidas na colecdo de bromélias do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina. Também foram
utilizadas brotacOes jovens de Vriesea reitzii, pertencentes a Colecédo de
Bromélias in vitro do Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e
Genética Vegetal (LFDGV). O meio de cultura usado foi constituido
pela formulagdo de nutrientes minerais de MS, adicionado de vitaminas
de Morel e sacarose. Para a germinagdo das sementes, usou-se meio de
cultura isento de reguladores de crescimento, ao contrario dos meios
usados para indugdo de CN os quais foram suplementados com
diferentes concentracdes de ANA, BAP e 2IP. Entre os resultados
obtidos, observou-se em V. friburgensis var. paludosa uma germinacao
epigea criptocotiledonar, com porcentagem acima de 97%, peso de mil
sementes de 683,8 mg, e um IVG de 21,43. Suas sementes sao pequenas
medindo 4,4 + 0,06 mm de comprimento e 0,5 + 0,01 mm de largura,
fusiformes, com apéndices plumosos e tegumento de cor castanho.
Observou-se a germinacéo no dia 3° apds a inoculacdo no meio. No dia
12° iniciou-se a emergéncia do primeiro eofilo e no dia 18° do segundo
eofilo. As sementes sdo bitegumentadas e observou-se no seu tegumento
principalmente compostos fenolicos. No citoplasma das células do
endosperma observou-se 0 acimulo de amido como principal composto
de reserva, distribuido em amiloplastos e que junto com as proteinas
mostraram uma diminui¢do gradual durante a formacdo da plantula. O
endosperma esta rodeado pela camada de aleurona, com células que
apresentam grande quantidade de proteinas e lipidios. Identificou-se
também no endosperma uma camada de células empilhadas préximas ao
embrido, indicando que também poderia desempenhar um papel na
regulagdo do crescimento embrionério. O embrido apresentou-se pouco



diferenciado na semente madura, com um cotilédone haustorial que
além da funcdo de absorver e conduzir as reserva do endosperma para o
embrido, possivelmente também esteja relacionado com o fornecimento
de enzimas hidroliticas. Enquanto a maior taxa de indugdo de CN a
partir de sementes de V. friburgensis var. paludosa, a suplementacéo de
ANA (4uM) no meio de cultura resultou em 72%. Observou-se que
primeiro o embrido inicia o processo de germinacdo, e ap0Os este
processo da inicio ao desenvolvimento das culturas nodulares. A partir
da observacdo destes eventos pode-se inferir que a origem das CN a
partir da semente esta relacionada com os meristemas radicular e
caulinar, e quando formadas a partir dos explantes foliares estdo
envolvidos os meristemas intercalar e marginal. Portanto, o presente
estudo contribui para a ampliagdo da base de conhecimentos sobre as
bromélias nativas da Mata Atlantica, especialmente nos processos de
estabelecimento das plantulas e sobre a propagagéo in vitro mediante o
sistema regenerativo das culturas nodulares. Estas informacdes
constituem ferramentas Uteis para estudos biolégicos, taxonémicos,
ecologicos e de tecnologia de sementes e também podem auxiliar o
aprimoramento nos processos de micropropagacao. Estes conhecimentos
sdo importantes para o estudo aplicado a conservacao, propagacéo € ao
manejo das bromélias.

Palavras-chave: bromélia, cultura nodular, micropropagacdo, plantula,
semente, Vriesea.



ABSTRACT

The gradual process of destruction of the Mata Atlantica and the
landscape and ornamental effects of the bromeliads have caused the
decline of their populations, leading many species to be under threat of
extinction. Thus, considering the importance of Bromeliaceae on the
national scene, as well as the biodiversity conservation, it is necessary to
continue the propagation studies of these species. Therefore, this study
aimed to evaluate the morphological and histochemical aspects of the in
vitro germination and post-seminal development of Vriesea friburgensis
var. paludosa, as well as the formation of nodular cultures (NC) from
seeds and foliar explants from the bromeliad Vriesea friburgensis var.
paludosa and Vriesea reitzii. Seeds were collected from mature fruits of
Vriesea friburgensis var.paludosa, kept in the collection of bromeliads
at the Center for Agricultural Sciences, Federal University of Santa
Catarina. Young shoots of Vriesea reitzii were also used, belonging to
the collection of in vitro bromeliads of the Laboratory of Developmental
Physiology and Plant Genetics (LFDGV). The culture medium used was
constituted by the formulation of mineral nutrients MS supplemented
with vitamins Morel and sucrose. For germination, it was used growth
regulators-free culture medium. Differently, the culture mediums used to
induce NC were supplemented with different concentrations of NAA,
BA and 2iP. For the induction of NC from foliar explants of V. reitzii,
NAA (4uM) + BAP (2uM) were added into the medium. Among the
results, it was observed a cryptocotyledonary epigeal germination in
V. friburgensis var. paludosa, with percentages above 97%, thousand
seed weights of 683.8 mg and speed germination index of 21.43. The
seeds of this species are small, measuring 4.4mm (+ 0.06) length and
0.5mm (+ 0.01) wide, fusiform, with feathery appendages and show
brown seed coat. On the third day after inoculation in the medium, it
was observed seed germination. In the twelfth day, it was observed the
emergence of the first eophyll and in the eighth day the second
eophyll. The seeds are bitegmic and their tegument show phenolic
compounds. In the cytoplasm of the endosperm cells it was observed an
accumulation of starch as the main reserve compound, distributed in
amyloplasts and, as the proteins it showed a gradual decrease during the
formation of the seedling. The endosperm is surrounded by the aleurone
layer, with cells that show large amounts of proteins and lipids. It was
also found in the endosperm a layer of stacked cells next to the embryo,
indicating that it could also play a role in regulating the embryo growth.
The embryo was poorly differentiated in the mature seed, and showed a



haustorial cotyledon that besides the function of absorbing and
conducting the reserve of the endosperm to the embryo, possibly it could
be related to the supply of hydrolytic enzymes. The induction rate of the
nodular culture (NC) from the seeds of V. friburgensis var.paludosa in
culture medium with supplementation of ANA (4uM) resulted in 72%. It
was observed that the embryo initiates the germination process and then
the development of the NCs starts. From the observation of these events
it can be inferred that the origin of NC from the seed is related to the
stem and root meristems, and when formed from leaf explants are
involved intermediate and marginal meristems. Therefore, this study
helps to expand the knowledge base of native bromeliads on the Mata
Atlantica, especially in the processes of seedling establishment and the
propagation in vitro by NC regenerative system. These informations are
useful tools for biological, taxonomic, ecological and seed technology
studies and can also assist in the improvement of micropropagation
processes. This knowledge is important for the study applied to the
conservation, propagation and management of bromeliads.

Keywords: bromeliad, nodular culture, micropropagation, seedling,
seed, Vriesea.
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1 INTRODUCAO

O bioma Mata Atlantica contém alta biodiversidade e endemismo
de espécies e esta entre 0s 25 hotspots em riqueza e em nimero de
espécies do planeta, estimando-se nele a existéncia de 20.000 espécies
de plantas, das quais 8.000 (40%) s&o endémicas (MYERS et al., 2000).
Porém, este bioma ¢ um dos mais ameagados e, como consequéncia do
avanco dos maiores centros urbanos e rurais do Brasil, foi 0o que mais
sofreu com perdas florestais (SILVA & TABARELLI, 2000;
METZGER, 2009). O progressivo processo de devastagdo observado
neste bioma e seus ecossistemas associados causaram reducdo
significativa em sua biodiversidade. Esta perda também foi observada na
flora epifita, rica em espécies da familia Bromeliaceae (COFFANI
NUNES, 2002).

As bromélias sdo importantes componentes da Floresta Tropical
Atlantica, encontrando-se associadas as mais variadas formas de vida
(REITZ, 1983). Elas consistem em um subsistema ecolégico complexo
gue contribui para a manutencdo da estabilidade dos ecossistemas
florestais, por apresentarem alto grau de especializacdo em funcdo de
sua adaptacdo as condicdes climaticas e oligotréficas extremas
(PADILHA, 1978). O corpo de tamanho reduzido, habito rizomatoso,
caule fitotélmico, tricomas para absorcéo foliar, adaptacGes especificas
de seu metabolismo (fotossintese via CAM), suculéncia e outras
adequacbes xeromorficas sdo caracteristicas que determinam o sucesso
de colonizagdo das bromélias em ambientes e situagdes tdo diversos e,
frequentemente estressantes (BENZIG, 2000). De acordo com Hay &
Lacerda (1980), as bromélias tem um potencial importante para o
estabelecimento e crescimento de diferentes espécies que se
desenvolvem em pequenas areas, pois elas apresentam fonte de agua
acumulada em seu tanque, nutrientes e protecdo fisica para as plantulas
(FIALHO & FURTADO, 1993). Assim, permitem interacbes de
diferentes modos com diversos tipos de organismos, conferindo a elas
um importante papel ecolégico (ROCHA et al., 1997).

Pelo menos nove categorias de usos ndo exclusivos podem ser
associadas a esta familia, incluindo ser fonte de fibras, alimentos,
forragem e medicamentos, além de uso ornamental e mistico
(BENNETT, 2000). Estas categorias refletem, principalmente, antigas
aplicagdes e percepgdes indigenas e nem sempre coincidem com o seu
uso moderno (BENZIG, 2000). Nas Gltimas décadas, suas belas formas
e cores, baixa manutencgdo e facil adaptacdo a pequenos jardins levou as
bromélias ao uso como plantas ornamentais no mundo inteiro. Porém,
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enquanto o comércio pode fazer contribuicBes significativas para as
economias domésticas em zonas rurais, 0 mesmo pode representar uma
ameaca significativa em alguns dos paises hotspot da biodiversidade de
bromélias como o Brasil, Bolivia e Coldmbia (NEGRELLE et al., 2012).

A familia Bromeliaceae apresenta 58 géneros e 3.172 espécies e
subespécies (LUTHER, 2008). Ocorrem preferencialmente nas zonas
tropicais, estendendo-se desde a América do Norte até a América do
Sul, sendo apenas uma espécie de ocorréncia no continente africano, a
Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbraed (BENZING, 2000).
O Brasil detém um elevado nimero de representantes de Bromeliaceae,
estimando-se a ocorréncia de cerca de 70% dos géneros e 40% das
espécies, distribuidos especialmente na regido Sudeste (WANDERLEY
& MARTINS 2007). Taxonomicamente as bromélias estdo divididas em
trés subfamilias: Pitcairnioidae, Bromelioideae e Tillandsioidae,
baseando-se em analises comparativas entre as estruturas reprodutivas
(REITZ, 1983).

No Estado de Santa Catarina, sdo encontradas 137 espécies de
bromélias, que estdo presentes desde a restinga no litoral até a Mata
Pluvial Subtropical do Rio Uruguai (REITZ, 1983). Das espécies
citadas, 31 sdo endémicas sendo portanto, um grupo taxondmico de alta
rigueza em diversidade genérica e especifica (MARTINELLI et al.,
2008). Porém, em funcgdo de seus efeitos ornamentais e paisagisticos,
elas tém sido extraidas desordenadamente de seus habitats naturais e
comercializadas em todo o pais (COFFANI NUNES, 2002). E, como
decorréncia do progressivo processo de devastagdo de seu bioma, muitas
destas espécies estdo ameacadas de extincdo (BRASIL-MMA, 2008).

A propagacdo vegetativa das bromélias na natureza é lenta,
devido ao baixo nimero de brotos laterais produzidos pelas plantas ap6s
o florescimento (MERCIER & KERBAUY, 1995; CARNEIRO et al.,
1999). Por outro lado, 0 uso de sementes também ndo supre as
necessidades de propagacao dessas plantas, pois as taxas de germinacéo
no ambiente natural, em geral, sdo baixas (MERCIER & KERBAUY,
1995), e o estddio juvenil da planta é bastante longo (HOSOKI &
ASAHIRA, 1980).

O estudo do processo de germinacdo em bromélias é importante
com vistas a ampliar a compreensdo das estratégias reprodutivas e
possibilitar sua conservagdo uma vez que a germinagdo e o
estabelecimento das plantulas sdo estadios criticos no ciclo de vida das
plantas. Porém, segundo Mercier & Guerreiro Filho (1990), o processo
de germinacdo de sementes de bromélias € um aspecto pouco estudado.
Poucas sdo as informagGes morfoldgicas acerca das sementes e do
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desenvolvimento pds-seminal (SCATENA et al., 2006), uma vez que
estas estruturas sdo descritas com pouco detalhamento (RAUH &
GROSS, 1991). Deve-se ressaltar, no entanto, que o estudo da anatomia
das sementes durante a germinacdo e o desenvolvimento pds-seminal é
tdo importante quanto a morfologia, pois fornece informagdes sobre as
modifica¢Bes que ocorrem nos tecidos vegetais nesse momento.

O cultivo in vitro de sementes pode ser considerado uma técnica
importante, visto que a emergéncia da planta ocorre em um menor
tempo, quando comparado ao processo natural, além de um ndmero
muito maior de sementes germinarem (MERCIER & KERBAUY,
1995). As sementes podem ser retiradas das matas com baixo impacto
ambiental (HARTMANN et al., 2002) além de permitir a manutengéo da
base genética da populacdo original (ARANDA-PERES &
RODRIGUEZ, 2006). Portanto, as plantas podem ser reintroduzidas na
mata, assegurando a diversidade das espécies (ARANDA-PERES,
2005). Adicionalmente, as plantulas produzidas a partir da germinagéo
in vitro podem funcionar como matriz na micropropagacdo ou podem
também prover de explantes para o estudo da morfogénese vegetal.

O cultivo in vitro é uma ferramenta que tem sido utilizada nos
Gltimos anos na conservacao de espécies ameacadas (SARASAN et al.,
2006) tanto na propagacdo clonal por explantes (vegetativa) como na
germinacdo de sementes (FAY, 1994; SARASAN et al., 2006). Esta
técnica oferece varias vantagens, como grande nimero de plantas em
curto periodo de tempo, além de plantas livres de virus e bactérias
(MERCIER & NIEVOLA, 2003).

A propagacdo vegetativa in vitro ou micropropagacdo € uma
técnica utilizada por diversos paises em escala comercial com intuito de
acelerar os métodos convencionais de propagagdo de espécies de
interesse comercial, como as plantas ornamentais (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Varios estudos neste sentido foram realizados com
varias espécies de bromélias (ALVES et al., 2006; DAL VESCO, 2010;
DAL VESCO e GUERRA, 2010; PING-LUNG, 2010; KURITA, 2011).
Um padrdo de resposta da morfogénese in vitro, observado em
bromeli4ceas foi definido como culturas nodulares (CN), as quais
apresentam alto potencial regenerativo, culminando na producédo
multipla de brotos adventicios em condi¢es de cultura adequada
(GUERRA & DAL VESCO, 2010). Uma das estratégias para a inducdo
de CN em bromélias se baseia no uso de bases foliares (ALVES et al.,
2006; RECH FILHO et al., 2009; DAL VESCO, 2010) e no uso de
sementes (DAL VESCO, 2010). Assim, DAL VESCO (2010) descreveu
um modelo regenerativo baseado nas CN que se configura em uma
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estratégia eficiente para a micropropagacdo em grande escala de
bromélias que apresentem potencial ornamental e/ou se encontrem
ameacadas de extingéo.

Diante do exposto, a propagagdo por meio da cultura de tecidos
apresenta muitas vantagens, proporcionando o desenvolvimento de
protocolos para a conservacdo do germoplasma e para a
micropropagacdo massal que podem ser utilizados em escala comercial,
diminuindo a pressao de extracdo destas espécies do seu habitat natural.
Assim, considerando a importdncia das Bromeliaceae no cenario
nacional, bem como da conservacao da biodiversidade se faz necessario
continuar com os estudos do desenvolvimento das bromélias sob as
condi¢des in vitro e do processo germinativo e de estabelecimento de
plantulas, a fim de aportar informacdo para o aprimoramento de
protocolos de propagacao.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho objetivou avaliar os aspectos morfologicos e
histoquimicos da germinacdo in vitro e desenvolvimento pds-seminal
em Vriesea friburgensis var. paludosa, assim como a formacdo de
culturas nodulares em Vriesea friburgensis var. paludosa e Vriesea
reitzii.

1.1.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a germinacdo in vitro das sementes de V. friburgensis

var. paludosa mediante a determinacdo da porcentagem de
germinacdo e o indice de velocidade de germinacéo.

e Caracterizar a morfologia e histoquimica das sementes de V.
friburgensis var. paludosa.

e Descrever morfologicamente e mediante técnicas histoquimicas
0s procesos de germinacdo e desenvolvimento pés-seminal de
V. friburgensis var. paludosa.

e ldentificar as reservas nas sementes de V. friburgensis var.
paludosa e caracterizar histoquimicamente sua mobilizacdo
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durante o processo de germinacdo e desenvolvimento pds-
seminal.

e Induzir culturas nodulares a partir de sementes de Vriesea
friburgensis var. paludosa em meio de cultura com diferentes
combinacdes dos reguladores de crescimento: Acido a-
naftalenoacético, 2-isopenteniladenina e 6-benzilaminopurina.

e Caracterizar os aspectos morfoldgicos e histoquimicos durante a
formac&o das culturas nodulares a partir de sementes de Vriesea
friburgensis var. paludosa e explantes foliares de Vriesea
reitzii.

Os resultados referentes aos objetivos propostos encontram-se
nos capitulos apresentados nesta dissertacao.
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2 CAPITULO I: MORFOLOGIA DA GERMINACAO INVITRO E
O DESENVOLVIMENTO POS-SEMINAL DA BROMELIA
Vriesea friburgensis Mez var. paludosa (L.B. Smith) L.B. Smith

RESUMO

A germinacdo in vitro de sementes é considerada uma técnica
importante na conservacdo das bromélias ameacadas. Assim mesmo, o
estudo da germinacdo € fundamental para a compreensdo do
estabelecimento de uma comunidade vegetal. Portanto, objetivou-se
avaliar a germinagdo in vitro, e caracterizar a morfologia das sementes e
0s processos de germinacdo e desenvolvimento poés-seminal de V.
friburgensis var. paludosa. Foram coletadas sementes de frutos maduros
gue estavam iniciando sua abertura, e posteriormente foram
desinfestadas e inoculadas em meio de cultura MS isento de reguladores
de crescimento. Os resultados mostram porcentagem de germinacdo de
97,7 + 1,2 %, peso de mil sementes de 683,8 mg, e um IVG de 21,43.
As sementes sdo fusiformes, com tegumento de cor castanho e
apéndices plumosos esbranquicados. Medem 4,4 mm de comprimento e
0,5 mm de largura. Apresentam um embrido basal que ocupa cerca de
1/3 da semente. A germinagdo € do tipo epigea criptocotiledonar.
Observou-se a germinagdo no dia 3° apds a inoculacdo no meio. No dia
12° iniciou-se a emergéncia do primeiro eofilo e no dia 18° do segundo
eofilo. Na semana 4, surgiu a terceira folha, as plantas jovens
apresentaram o formato de roseta, e iniciou-se a formagdo de raizes
adventicias. V. friburgensis var. paludosa apresentou o padrdo de
desenvolvimento pds-seminal semelhante a outras bromélias do género
Vriesea. A sua germinacdo in vitro foi uniforme, rdpida e com alta
porcentagem, indicando uma alta qualidade fisiologica das sementes e
consequentemente, alto potencial para a producdo de mudas. As
informacGes obtidas podem auxiliar na identificacdo de estruturas
essenciais na germinacdo e no diagnostico de plantulas normais e
também constituem ferramentas (teis para estudos bioldgicos,
taxondmicos, ecolégicos e de tecnologia de sementes.

Palavras-chave: bainha cotiledonar, cotilédone haustorial, embrido,
eofilo, plantula, semente.

ABSTRACT

The in vitro germination of seeds is considered an important technique
in the conservation of endangered bromeliads. Likewise, the study of
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germination is essential for understanding the establishment of a plant
community. Therefore, the objective was to evaluate the in vitro
germination, and to characterize the morphology of seed, germination
and post-seminal development of V. friburgensis var. paludosa. Were
collected seeds from mature fruits that were beginning their opening,
and were sterilized and inoculated in MS culture medium free of growth
regulators. The results show the percentage of germination of 97.7%,
thousand seed weights of 683.8 mg and speed germination index of
21.43. The seeds are fusiform, with brown seed coat and whitish
feathery appendages. Measured 4.4mm length and 0.5mm wide. Have a
basal embryo which occupies about one third of the seed. Germination is
epigeous cryptocotyledonary. On the third day after inoculation in the
medium, it was observed the germination. In the twelfth day, it was
observed the emergence of the first eophyll and in the eighth day the
second eophyll. At week 4, the third leaf emerged, the seedlings showed
the shape of rosettes, and initiated the formation of adventitious roots. V.
friburgensis var. paludosa showed the pattern of post-seminal
development similar to other genus Vriesea bromeliads. The in vitro
germination was uniform, rapid and a high percentage, indicating a high
physiological seed quality and therefore high potential for seedling
production. The information obtained can assist in identifying key
structures on germination and normal seedlings and diagnostic tools are
also useful for biological, taxonomic, ecological and seed technology
studies.

Keywords: cotyledonary sheath, haustorial cotyledon, embryo, eophyll,
seedling, seed

2.1 INTRODUCAO

Entre as espécies de Bromeliaceas da Mata Atlantica Brasileira se
encontra a Vriesea friburgensis Mez var. paludosa (L.B. Smith) L.B.
Smith. Esta bromélia pertence a subfamilia Tillandsioideae e ocorre nas
restingas do estado de Santa Catarina (FALKENBERG, 1999). E uma
bromélia-tanque, que se desenvolve, preferencialmente, como terricola,
formando densos agrupamentos, mas pode ocorrer em rochas e sobre
outras plantas (REITZ, 1983). Atualmente, devido ao apelo ornamental,
o0s exemplares s&o extraidos da restinga de forma ilegal, comprometendo
a manutengdo da espécie no ecossistema natural (Fig. la-c).
Adicionalmente a fragmentacdo de seu ambiente natural contribui com a
diminuicdo das populacdes e, conseqiientemente, aumenta o perigo de
extincdo desta espécie (SOUZA, 2004).
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A germinagdo in vitro de sementes pode ser considerada uma
técnica de grande importancia na conservacdo de germoplasma de
bromélias ameagadas, visto que a emergéncia da planta ocorre em um
tempo mais reduzido, quando comparado ao processo natural, além de
um numero muito maior de sementes germinarem (MERCIER &
KERBAUY, 1995). Tem-se obtido elevadas taxas de germinagdo in
vitro de sementes de bromélias com o emprego do meio de cultura de
Knudson ou Murashige & Skoog (BELLINTANI et al., 2007; DROSTE
et al., 2005; RECH FILHO, 2004; Dal Vesco, 2010).

O estudo da germinacdo de sementes é de fundamental
importancia tanto para a compreensdo do estabelecimento de uma
comunidade vegetal como para a sobrevivéncia e regeneragdo natural
das espécies (FENNER & THOMPSON 2005). O objetivo principal dos
organismos é produzir geracBes bem-sucedidas, portanto os estadios
iniciais de uma planta sdo extremamente importantes para 0 Seu sucesso
reprodutivo (RICKLEFS, 2003). Durante 0 processo germinativo e o
estabelecimento de plantulas, o conhecimento morfolégico pode auxiliar
na interpretacdo correta dos testes de germinacdo (SCATENA et al.,
2006), na conservacdo de sementes (ANDRADE et al., 2003), na
diferenciacdo de grupos taxondmicos, na circunscri¢do infragenérica e
infrafamiliar (PEREIRA, 1988; TILLICH, 1995, 2000, 2007; STREHL
& BEHEREGARAY 2006; SCATENA et al., 2006; PEREIRA et al.,
2008), na contribuicdo em estudos sobre regeneracdo de ecossistemas
naturais (Melo & Varela, 2006), e em programas de producéo de mudas
(PEREIRA et al., 2008) uma vez que a germinagdo e o estabelecimento
das plantulas séo estadios criticos no ciclo de vida das plantas (MELO et
al., 2004). Diante o exposto, objetivou-se no presente trabalho, avaliar a
germinac&o in vitro, assim como caracterizar a morfologia das sementes
e dos procesos de germinacdo e desenvolvimento pés-seminal de V.
friburgensis var. paludosa.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 semente

Foram coletados frutos maduros que estavam iniciando sua
abertura, de plantas de Vriesea friburgensis var. paludosa, mantidas na
colecdo de bromélias do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os mesmos foram levados para
0 Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e de Genética Vegetal
(LFDGV) para a extracdo das sementes e posteriores analises.
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2.2.2 CondigBes de germinacao in vitro

Os apéndices plumosos das sementes foram cortados para
facilitar o processo de desinfestacdo e na sequéncia os explantes foram
imersos durante 2 min em alcool (70%), 25 min em solucdo de agua
sanitaria comercial (1% de cloro ativo) com uma gota de Tween 20 em
cada 100 ml de solucgdo e trés enxagues consecutivos com agua destilada
estéril, segundo os procedimentos descritos por Guerra e Dal Vesco
(2010).

Apos o processo de desinfestacdo foram inoculadas 4 sementes
por tubo de ensaio (22x150 mm), contendo 15 ml de meio de cultura
geleificado, constituido pela formulacdo de nutrientes minerais de MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), adicionado de vitaminas de Morel
(MOREL & WETMORE, 1951) e sacarose (30g L™), doravante
denominado de meio MS basico (MSB). Ao MSB foi adicionado 7,59 L
! de Agar-agar (Sigma®) e o pH do meio de cultura foi ajustado a 5,8
antes da autoclavagem por 15 min a 121 °C e 1,3 atm de pressao. Apés a
inoculacdo o material vegetal foi mantido em sala de cultura com
temperatura de 25 °C + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas a uma intensidade
luminosa de 50-60 pmol m? s™.

2.2.3 Anélise morfométrica da semente

Na descricdo biométrica das sementes (comprimento e largura)
foram escolhidas ao acaso 50 sementes de cinco individuos diferentes,
as quais foram medidas individualmente com paquimetro (SILVA e
SCATENA, 2011). O comprimento e a largura delas foram
representados pela média (+ desvio padrao) dos dados.

O peso de mil sementes foi realizado utilizando-se balanga de precisao
(0,1 mg), segundo as Regras para Analise de Sementes (Brasil 2009). A
férmula utilizada foi:

Peso de mil sementes = Peso da amostra x 1000
N° total de sementes

Na observacdo da morfologia interna, as sementes foram
submetidas a solugdo de tetrazOlio para a observagdo dos tecidos
viaveis. Previamente elas foram embebidas em &gua destilada durante
24 horas. Depois foram seccionadas longitudinalmente, imersas em 1%
da solucdo de tetrazolio e mantidas na auséncia de luz durante 4 horas.
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2.2.4 Avaliacdo da germinacao in vitro

Para as avaliagbes foram empregadas trés réplicas de 30
sementes, obtidas de frutos ao acaso. As sementes foram desinfestadas e
inoculadas no meio MSB como foi indicado previamente (item 2.2.2.).
O ensaio teve duracdo de 15 dias, sendo que a avaliacdo da germinagéo
foi realizada diariamente, de modo que ao final do teste, foi avaliada a
porcentagem de germinacdo e verificado o indice de velocidade de
germinacdo (IVG), empregando-se a férmula proposta por Maguire
(1962):

IVG=Z (Gi/ni) onde,
Gi = nimero de sementes germinadas e ni = dia da contagem.

Consideraram-se como sementes germinadas aquelas em que uma
das partes do embrido rompeu do envoltério seminal, acompanhada de
algum sinal de metabolismo ativo (LABORIAU, 1983).

2.2.5 Morfologia da germinacdo in vitro e o desenvolvimento pos-
seminal

Apos a inoculagdo no meio de cultura MSB, procedeu-se com
avaliacBes diarias, visando o acompanhamento da germinacdo e do
desenvolvimento pos-seminal até o estadio de plantula. A terminologia
adotada na descrigdo das plantulas baseou-se em Pereira (1988) e em
Tillich (2007). O registro fotografico foi realizado com o auxilio do
microscépio estereoscdpico (Olympus SZH-ILLB), equipado com
camara clara (Olympus DP71).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Analise morfolégica da semente

Vriesea friburgensis var. paludosa apresenta sementes pequenas,
fusiformes, com tegumento de cor castanho, com cerca de 4,4 mm de
comprimento e 0,5 mm de largura e um peso de mil sementes de 683,8
mg (Tabela 1). As sementes apresentam apéndices plumosos
esbranquicados, ligados através de todo o tegumento, com a maior
extensdo no extremo micropilar (Fig. 1d,e). Os resultados obtidos sdo
similares as caracteristicas morfoldgicas das sementes encontradas em
outras espécies deste género. Vriesea heterostachys (Baker) L. B. Smith
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apresentam as sementes pequenas, filiformes, medem aproximadamente
6,3 mm de comprimento e 1,0 mm de largura, aladas, com apéndices
plumosos esbranquicados presentes apenas em uma das extremidades da
semente e com tegumento castanho amarronzado (PEREIRA et al.,
2008). Vriesea bituminosa apresentam sementes fusiformes, com cerca
de 4,45 mm de comprimento, 0,35 mm de largura e testa com apéndices
plumosos (OLIVEIRA, 2010). Segundo Benzing (2000) e Scatena et al.
(2006), a presenca de estruturas aladas, como os apéndices plumosos,
facilitam a dispersdo das sementes por grandes distancias e permitem
gue as mesmas alcancem e se estabelecam em microambientes in6spitos.
Este tipo de apéndices ja foram encontrados em sementes de outras
bromélias representantes da subfamilia Tillandsioideae, como Tillandsia
gardneri Lindl., Tillandsia streptocarpa Baker, Tillandsia stricta Sol.
(SCATENA et al.,, 2006), Vriesea heterostachys (Baker) L.B. Sm,
Alcantarea imperialis (Carriere) Harms (PEREIRA et al., 2008),
Vriesea penduliflora L. B. Sm. (PEREIRA et al., 2009) e Tillandsia
adpressiflora Mez (SILVA e SCATENA, 2011). As sementes de
algumas espécies da subfamilia Bromelioideae apresentaram
mucilagem, na subfamilia Pitcairnioidae apresentam alas membranaceas
e na subfamilia Tillandsioideae as sementes apresentam apéndices
plumosos (PEREIRA 1988; PEREIRA et al. 2008; SILVA e
SCATENA, 2011), confirmando-se como caracteres de importancia
intrafamiliar.

Tabela 1. DimensBGes médias, peso, percentual e velocidade de
germinacédo (IVG) das sementes de Vriesea friburgensis var. paludosa.

Variaveis Médias
Comprimento 4,4 +0,06 mm
Largura 0,5+ 0,01 mm
Peso de 1000 sementes 683,8 mg
Germinagao 97,7+12%
IVG 21,43

Meédias seguidas por desvio padréo ().

SeccOes longitudinais de sementes maduras de V. friburgensis
var. paludosa submetidas & solucdo de tetrazélio revelaram estruturas
internas com tecido viavel, pela coloragcdo avermelhada na regido do
embrido e tecido ndo vidvel, no endosperma, o qual ndo apresentou
coloracdo (Fig. 1f). Conforme Franca Neto et al., (1999), o teste de
tetrazdlio se baseia na atividade das enzimas desidrogenases,
particularmente a desidrogenase do &cido malico que reduz o sal de
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tetrazélio nos tecidos vivos das sementes, onde ions de H' sdo
transferidos para o referido sal. Esta reacdo de reducéo nas células vivas
resulta na formacdo de um composto vermelho, indicando haver
atividade respiratéria nas mitocondrias e, conseqientemente, que 0
tecido é viavel. Tecidos ndo vidveis, ndo reagem com a solucéo,
conservando a sua cor natural (Delouche et al., 1976).

Figura 1. Aspectos morfolégicos da Vriesea friburgensis var. paludosa no
estado reprodutivo. a) Planta em campo; b) Detalhe da Flor; c) Detalhe do fruto
maduro; d) Frutos abertos expondo as sementes; e) Semente madura com seus
apéndices plumosos; f) Corte longitudinal da semente submetida ao tetrazolio,
evidenciando estruturas internas: endosperma (tecido nao viavel) e o embrido
(tecido viavel). ap: apéndice plumoso; emb: embrido; end: endosperma; sem:
semente. Barras: a)= 10cm; b)-d)= 1cm; e)-f)=1mm.

A presenca do endosperma indica o tipo de sementes
albuminosas, normalmente encontradas em espécies monocotiledéneas
(ESAU, 1972; WERKER, 1997). Segundo Bewley & Black (1994) nas
monocotileddneas como os cereais, a maioria das células do endosperma
maduro ndo estdo vivas, e o conteldo citoplasméatico tem sido
substituido pelas reservas armazenadas durante o desenvolvimento.
Porém, a proporcéo entre endosperma e embrido é um carater divergente
(REEDER, 1957). Por exemplo, nas sementes de Olyra humilis
(Poaceae-Bambusoideae) a proporcdo do embrido em relagcdo ao
endosperma ¢ de 1:10 (NAKAMURA e SCATENA, 2009). No presente
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trabalho, observou-se o tegumento envolvendo o endosperma e um
pequeno embrido basal que ocupa cerca de 1/3 da semente (Fig. 1f). De
acordo com a classificagdo de sementes de Angiospermas de Martin
(1946), V. friburgensis var. paludosa apresenta sementes do tipo um
quarto, pois o0 embrido ocupa mais de um quarto e menos da metade da
semente.

2.3.2 Avaliacéo da germinagao in vitro

A germinacdo da V. friburgensis var. paludosa ocorreu apds o
terceiro dia da inoculacéo, e no quinto dia foram observadas mais de
80% de sementes germinadas (Fig. 2). A porcentagem média de
germinacdo foi de 97,7% e um IVG de 21,43. Os resultados obtidos
neste trabalho estdo de acordo com Menescal (1994) e Miranda (1998)
guando afirmam que as bromelidceas sdo facilmente propagadas por
sementes, atingindo um percentual de 100% na germinacdo. Estes
resultados sdo similares aos encontrados na literatura sobre a
germinagdo in vitro de outras espécies do género Vriesea (Mekers,
1977; Mercier & Kerbauy, 1994). Em V. brusquensis a germinacao foi
de 88,8% (RECH FILHO, 2004), em V. philippocoburgii, as taxas de
germinagdo in vitro foram de 89% (DROSTE et al. 2005), em V.
gigantea 100% (BENCKE & DROSTE, 2008) e para V. reitzii 79,6%
(DAL VESCO, 2010).

Figura 2. Percentual de germinacdo in vitro e indice de velocidade de
germinacédo (IVG) de sementes de V. friburgensis var. paludosa durante 15 dias
de cultivo.
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Souza (2004) realizou testes de germinacdo de V. friburgensis
var. paludosa em papel filtro, mantidas sob temperatura e luminosidade
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ambiente e encontrou taxas de 47% em sementes germinadas obtidas por
polinizacdo natural e 84,99% obtidas por polinizacdo controlada e
cruzada. Por sua vez, Aranda-Franco et al (2003), obtiveram 42,6% de
germinagdo in vitro de V. friburgensis, inoculadas em meio de cultura %
MS acrescido com 10 mL de agua de coco e 60 g/L de extrato de
banana. Quando o meio foi suplementado com 10 um de GAj; eles
obtiveram um aumento na germinacdo (48%). Porém, os porcentuais
obtidos por estes autores foram menores aos encontrados no presente
trabalho (97,7%), indicando que a germinacdo desta espécie ¢é
favorecida pelo uso de técnicas in vitro, em meio de cultura MS isento
de reguladores de crescimento.

E possivel que além do meio de cultura e os fatores relacionados
as condigdes in vitro, como por exemplo o processo de desinfestacdo,
tenha auxiliado na remocdo de substancias inibidoras do crescimento
associadas ao tegumento. Estas substancias podem ser moléculas
organicas relativamente simples e de baixo peso molecular, como
aldeidos, acidos fendlicos, alcaldides e acidos organicos (KETRING,
1973). Segundo Franco & Ferreira (2002), tais substancias podem ser
removidas por lavagens em agua destilada e alcool (1:1), aumentando a
germinacgdo das sementes in vitro. Pompelli (2006), com sementes de
Dyckia  encholirioides  var.  encholirioides  (Bromeliaceae-
Pitcairnioideae), imersas em acido sulfdrico a 30%, encontrou uma
média de germinacdo de 72,2%. Segundo o autor, 0 tratamento quimico
diminui a pressdo do tegumento sobre o embrido com efeitos positivos
sobre a germinacao das sementes.

No presente trabalho, foi observado o maior nimero de sementes
germinadas no 3° e 4° dia ap6s a inoculagdo no meio de cultura. Assim,
de acordo com Pereira et al. (2008), pode-se considerar a classificacéo
das mesmas como rapidas. Segundo estes autores, no tempo médio de
germinacdo menor que 7 dias sdo consideradas sementes rapidas e, com
tempo médio entre 7 e 14 dias sdo consideradas intermediérias enquanto
gue tempo médio maior que 14 dias sdo lentas. Nos testes de
germinacdo de V. friburgensis var. paludosa realizados por Souza
(2004), em papel filtro mantidas sob temperatura e luminosidade
ambiente, as sementes levaram em média 6,8 +1,92 dias para germinar.
Por tanto, nessas condicGes as sementes também sdo consideradas
rpidas para iniciar a germinacdo. Porém, em condi¢Bes in vitro, a
germinagdo acontece em tempo menor, corroborando a vantagem desta
técnica de cultivo. Segundo varios autores, durante o processo de
germinacéo, o controle da temperatura afeta a velocidade de absorcéo de
agua pelas sementes e pode alterar, entre outros aspectos, a porcentagem
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total, a velocidade e a uniformidade de germinacdo (BEWLEY e
BLACK, 1994; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; CASTRO et al.,
2004).

2.3.3 Morfologia da germinagédo in vitro e o desenvolvimento pds-
seminal

Na Figura 3 apresenta-se um registro fotografico da germinacéo
in vitro e o desenvolvimento pos-seminal das sementes de Vriesea
friburgensis var. paludosa desde antes da inoculagdo no meio de cultura
(Fig. 3a) até a formacdo da planta jovem com suas primeiras raizes
adventicias. No dia 2, ap6s a inoculagdo no meio de cultura, as sementes
V. friburgensis apresentaram-se intumescidas devido ao processo de
embebicdo (Fig. 3b). De acordo com Castro et al. (2004), a embebicéo
inicia com a fase de absor¢do de 4gua, seguida pela fase de preparacéo e
ativacdo do metabolismo na semente, onde sdo ativados 0s processos
requeridos para o crescimento do embrido, como a respiracao, sintese e
duplicacdo de DNA, inicio da degradacgdo de reservas e alongamento das
células da radicula.

De acordo com o critério fisiol6gico, a germinacdo é completa
guando uma parte do embrido, em geral a radicula, penetra e transpassa
os tecidos que o envolvem (KERBAUY, 2008). Desta maneira a
germinacdo da espécie em estudo culminou no terceiro dia, com a
emergéncia da bainha cotiledonar e o apice radicular protegido pela
coifa. A porgdo cotiledonar haustorial que ndo emerge € visivel por
transparéncia no interior dos restos seminais (Fig. 3c). A germinacao
marcada pela emergéncia da bainha cotiledonar é o mesmo padrdo de
desenvolvimento po6s-seminal verificado em outras espécies do género
Vriesea (PEREIRA et al. 2008, 2009), e em outros géneros da
subfamilia Tillandsioideae (SCATENA et al 2006; ALFAYA, 2010;
SILVA E SCATENA, 2011). No desenvolvimento pds-seminal em
algumas espécies da subfamilia Bromelioideae e Pitcairnioideae,
observou-se que a primeira estrutura que emerge na germinacéo é a raiz
primaria (PEREIRA 1988; SILVA e SCATENA, 2011). Portanto, assim
como € sugerido por Silva e Scatena (2011), a morfologia da
germinacdo pode ser uma caracteristica Util nas analises cladisticas da
familia.

Apos oito dias de inoculacdo no meio de cultura, observa-se a
extensdo das estruturas emergidas (Fig. 3d) e no dia doze inicia a
emissdo do primeiro eofilo (forma foliar juvenil) através de uma fenda
nos tecidos da bainha cotiledonar (Fig. 3e). Ja o eofilo secundério inicia
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sua emissdo apos cerca de 18 dias, enquanto o primeiro eofilo tem uma
maior longitude (Fig. e,f). Mantovani e Iglesias (2005) verificaram que
0 inicio da emissdo da primeira folha nas bromélias Aechmea
nudicaulis, Neoregelia cruenta e Vriesea neoglutinosa ocorreu nos dias
110, 140 e 18°, respectivamente, germinadas em papel filtro umedecido.

Figura 3. Germinacdo in vitro e desenvolvimento pds-seminal de sementes de
Vriesea friburgensis var. paludosa. a) Dia 0: Semente antes da inoculagdo no
meio de cultura; b) Dia 2: Regido do embrido intumescido pela embebigdo
(seta); ¢) Dia 4: Germinagao da semente, visiveis a bainha cotiledonar e o apice
radicular protegido pela coifa; d) Dia 8: Extensdo das estruturas emergidas; €)
Dia 12: Emergéncia do primeiro eofilo (seta); f) Dia 18: Inicia a emergéncia do
segundo eofilo (seta); g) Semana 4: Planta jovem apresentando formato de
roseta. Observa-se 0 hipocétilo reduzido e o inicio da formagdo de raizes
adventicias (seta); h) Detalhe da formacéo de raiz (seta); i) Semana 11: Planta
jovem com raizes adventicias desenvolvidas. bco: bainha cotiledonar; cha:
cotilédone haustorial; coi: coifa; eop: eofilo primario; eos; eofilo secundario;
hip: hipocétilo; rad: raiz adventicia (Os apéndices plumosos foram retirados
das sementes no momento do registro fotografico). Barra: 0,5 mm.

De acordo com Silva e Scatena (2011), a expansdo total do
primeiro eofilo e o aparecimento do segundo eofilo é o critério para o
estadio de plantula. Assim mesmo, a planta jovem é considerada com a
expansdo total do segundo eofilo e o aparecimento do terceiro. No
presente trabalho, na semana 4, com o surgimento da terceira folha as
plantas jovens de V. friburgensis var. paludosa apresentaram o formato
de roseta, peculiar na familia Bromeliacea. Observou-se o hipocotilo
reduzido, e em algumas plantulas iniciou-se a formacdo de raizes
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adventicias (Fig. 3g-h). Na semana 11, observaram-se plantas com as
raizes adventicias desenvolvidas (Fig. 3i). Benzing (2000) afirma que
nos membros da subfamilia Tillandsioideae, como espécies do género
Vriesea, as raizes das plantulas oriundas de sementes s6 aparecem
semanas a meses apds a saida da primeira folha.

Durante a germinagdo da espécie em estudo foi observado que o
cotilédone ndo se desprende do tegumento da semente, mantendo sua
fungdo haustorial, originando plantulas criptocotiledonares (Fig. 3). De
acordo com Tillich (1995), o cotilédone haustorial adquiriu as funcdes
de absorcéo e conducgéo de reservas alimentares a partir do endosperma
para a plantula. Tillich (2007) afirma que o termo criptocotiledonar se
aplica fortemente as plantulas das Poales (Monocotiledoneae), pois 0
cotilédone é parte foliaceo, emergindo dos restos seminais através da
liberacdo da bainha cotiledonar; parte haustorial, permanecendo no
interior dos tegumentos e mantendo contato com o tecido de reserva.

Observou-se em V friburgensis var. paludosa, o padrdo de
desenvolvimento pds-seminal apresentado por Smith e Downs (1974)
para as Bromelidceas. Estes autores relatam que a germinagdo ocorre
com o alongamento da porc¢do inferior do cotilédone que empurra a
radicula para fora da semente, a plimula permanece envolta por uma
bainha cotiledonar, enquanto que a por¢do superior do cotilédone
permanece internamente na semente absorvendo as reservas do
endosperma, mantendo a semente unida a plantula por certo tempo.

O tipo de plantula observado para a espécie em estudo corrobora
0 indicado por Tillich (1995), cujo autor classificou as plantulas
Tillandsioideae como desprovidas de raiz primaria, que apresentam um
cotilédone compacto formado por uma bainha curta e um cotilédone
haustorial. Este autor sugere que a presenca de raiz primaria em
monocotiledéneas é provavelmente uma condicdo ancestral para o
grupo, e portanto, a auséncia completa de raiz primaria em plantulas
seria um dos Ultimos passos evolutivos em monocotiled6neas (TILLICH
2000; 2007). Entretanto, em alguns trabalhos com Bromeliaceae, foi
observada sua presenca em representantes da subfamilia Bromelioideae
(PEREIRA 1988; PEREIRA et al. 2008; SILVA e SCATENA, 2011) e
sua auséncia em representantes da subfamilia Tillandsioideae (TILLICH
1995; SCATENA et al. 2006; SILVA e SCATENA, 2011). A auséncia
da raiz nesta etapa da planta também pode estar relacionada com as
caracteristicas que esta estrutura apresenta nas espécies de bromélias
formadoras de tanque, sendo que sua importancia tem sido atribuida a
fungdo de fixar a bromélia, tendo pouca ou nenhuma contribui¢cdo na
aquisicdo de nutrientes. Portanto, as bromélias formadoras de tanque
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seriam capazes de adquirir os elementos minerais, preferencialmente por
absorcéo foliar (BENZING 1976, BENZING et al. 1978).

Segundo Sert et al., (2009), quando o(s) cotilédone(s) fica(m)
imerso(s) no substrato do solo a germinacdo é denominada hipdgea; se
emergem do substrato, a germinacdo é epigea. Esta Ultima apresentou-se
nas sementes de V. friburgensis var. paludosa, onde o cotilédone e o
tecido de reserva ndo permanecem abaixo do solo. Este tipo de
germinacdo epigea criptocotiledonar também foi observado em outros
representantes de bromeliaceae (PEREIRA, 1988; DUARTE et al.,
2009; PEREIRA et al., 2010) e em espécies da subfamilia
Tillandsioideae, como Tillandsia adpressiflora (SILVA e SCATENA,
2011), Alcantarea imperialis e Vriesea heterostachys (PEREIRA et al.,
2008).

2.4 CONCLUSAO

A germinag&o in vitro uniforme em V. friburgensis var. paludosa
com porcentagem obtida acima de 97%, e a germinacdo no 3° dia,
indicam a alta qualidade fisioldgica das sementes e, consequentemente,
alto potencial para a producéo de mudas. Além disto, a ndo necessidade
da suplementacdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura
MSB, pode inferir que este tipo de propagacdo é vidvel para esta
espécie.

Vriesea friburgensis var. paludosa apresenta caracteristicas
morfoldgicas e o padrdo de desenvolvimento pds-seminal semelhantes a
outras bromélias do género Vriesea e da subfamilia Tillandsioideae.
Sementes pequenas e leves com presenca de apéndices plumosos que
ajudam na dispersao pelo vento, além de desenvolverem rapidamente
em plantulas para facilitar sua fixagdo no substrato, consistem em
estratégias desta espécie para o estabelecimento no ecossistema.

As caracteristicas tais como: sementes albuminosas, embrido com
cotilédone haustorial, germinacéo epigea, plantulas criptocotiledonares,
rapido desenvolvimento das plantulas; sdo informacdes que além de
auxiliarem na identificagdo de estruturas essenciais na germinacéo e no
diagndstico de plantulas normais em condigdes naturais e/ou de cultivo,
também constituem ferramentas (teis para estudos bioldgicos,
taxonémicos, ecolégicos e de tecnologia de sementes.
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3. CAPITULO I1I: ANALISE MORFO-HISTOQUIMICA DA
GERMINACAO IN VITRO E DO DESENVOLVIMENTO POS-
SEMINAL EM Vriesea friburgensis Mez var. paludosa (L.B. Smith)
L.B. Smith

RESUMO

Tendo em vista que pouco se conhece a respeito das caracteristicas
morfo-histoquimicas nas sementes e nos processos de formacdo das
plantulas de bromélias nativas, o objetivo deste trabalho foi caracterizar
os aspectos morfo-histoquimicos das sementes, da germinagdo e o
desenvolvimento pos-seminal da bromélia V. friburgensis var. paludosa,
assim como identificar as reservas e a sua mobilizacdo durante estes
processos. Foram coletadas sementes de frutos maduros que estavam
iniciando sua abertura e posteriormente foram desinfestadas e
inoculadas em meio de cultura MS isento de reguladores de
crescimento. As sementes sdo bitegumentadas e observou-se no seu
tegumento principalmente compostos fendlicos. No citoplasma das
células do endosperma observou-se o acimulo de amido como principal
composto de reserva, distribuido em amiloplastos e que junto com as
proteinas mostraram uma diminui¢do gradual durante a formacdo da
plantula. O endosperma esta rodeado pela camada de aleurona, com
células que apresentam grande quantidade de proteinas e lipidios.
Identificou-se também no endosperma uma camada de células
empilhadas préximas ao embrido, indicando que também poderia
desempenhar um papel na regulacdo do crescimento embrionario. O
embrido apresentou-se pouco diferenciado na semente madura, com
alguns grdos de amido e com um cotilédone haustorial com superficie
lisa, que além da funcdo de absorver e conduzir as reservas do
endosperma para 0 embrido, possivelmente também esteja relacionado
com o fornecimento de enzimas hidroliticas. As analises morfo-
histoquimicas, permitiram caracterizar os distintos tecidos na semente e
identificar diferencas na composicdo quimica, relacionadas com a sua
fungdo durante os processos de germinacdo e desenvolvimento pés-
seminal. Estas informacles sugerem estratégias desta espécie para o
sucesso no estabelecimento das plantulas, e sdo importantes para o
estudo aplicado & conservacao, propagacao e a0 manejo desta espécie.
Palavras-chave: amido, camada de aleurona, cotilédone haustorial,
embrido, endosperma, semente, tegumento.
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ABSTRACT

Given that little is known about the morphological and histochemical
features in seeds and the formation processes of seedlings of native
bromeliads, the objective of this study was to characterize the
morphological and histochemical aspects of seed, germination and post-
seminal development of bromeliad V. friburgensis var. paludosa, as
well as identifying the reserves and their mobilization during these
processes. Were collected seeds from mature fruit that were beginning
their opening and subsequently were sterilized and inoculated in MS
culture medium free of growth regulators. The seeds are bitegmic and it
was observed mainly in its coat phenolic compounds. In the cytoplasm
of the endosperm cells observed accumulation of starch as the main
reserve compound, distributed amyloplasts and with the proteins
showed a gradual decrease during the formation of the seedling. The
endosperm is surrounded by the aleurone layer, with cells that have
large amounts of proteins and lipids. It was also found in the endosperm
cells of a layer stacked close to the embryo, indicating that could also
play a role in regulating the growth of the embryo. The embryo is
poorly differentiated in mature seed, with a few grains of starch and has
a cotyledon haustorial smooth surface, which besides the function of
absorbing and conducting the reserve to the growing embryo, possibly
also relates to the provision of enzymes hydrolytic. The morpho-
histochemical information, allowed to characterize the different tissues
in the seed and to identify differences in chemical composition, related
to its function during germination and post-seminal development. These
data suggest strategies for this species in the successful establishment of
seedlings, and are important for the study applied to the conservation,
propagation and management of this Species.
Keywords: starch, aleurone layer, haustorial cotyledon, embryo,
endosperm, seed coat.

3.1 INTRODUCAO

Além da importancia ecol6gia nos ecossistemas, a familia
Bromeliaceae tem uma importancia econdmica referida como plantas
ornamentais, sendo atualmente muito cultivada e utilizada em
decoragbes de interior e projetos paisagisticos. Em funcdo da grande
procura pelas bromélias de valor ornamental, o extrativismo de seus
ambientes naturais tem se intensificado nos ultimos anos (MOREIRA,
2006). Esta acdo predatéria, associada a reducdo e fragmentacdo da
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Floresta Atlantica, sem a reposi¢do natural dos estoques nas florestas,
provocou grandes danos ambientais, entre estes a reducao da diversidade
especifica de bromélias e de outras espécies co-existentes (NAHOUM,
1994; LEME, 1998; ANACLETO, 2001).

Nos ultimos anos tem se intensificado o interesse na propagacdo
de espécies nativas, devido a énfase atual nos problemas ambientais,
ressaltando a necessidade de recuperacdo de areas degradadas e
recomposicdo da paisagem natural. Portanto h& necessidade de se obter
informacdes basicas sobre a germinacao, o cultivo e as potencialidades
dessas espécies nativas, visando sua utilizagdo para os mais diversos fins
(POMPELLI, 2006). A germinacdo envolve eventos anatdbmicos ou
morfoldgicos, genéticos, metabdlicos e hormonais (BORGES e RENA,
1993) e os substratos para essa alteracdo metabodlica rapida sdo os
compostos de reserva armazenados nas sementes (MANSFIELD e
BRIARTY, 1996). Assim, as reservas estdo relacionadas com a
manutencdo e desenvolvimento do embrido. Estas podem funcionar
como fonte de energia para manter 0s processos metaboélicos e como
fonte de matéria para a estruturacdo de tecidos vegetais que garantirdo a
formacdo de uma plantula (KERBAUY, 2004; BUCKERIDGE et al.,
2004a).

O conhecimento sobre a germinacdo da V. friburgensis var.
paludosa, fornece detalnes em relacdo a rota complexa de
desenvolvimento que inicia o ciclo de vida da planta. O uso de analises
morfo-anatbmicas do material, utilizando técnicas de microscopia 6tica
e eletronica, pode ser fundamental para sua interpretacdo na
identificacdo e caracterizacdo das estruturas. Segundo Buckeridge et al.
(20044a), torna-se relevante conhecer aspectos da composigdo quimica e
da fisiologia das sementes de espécies nativas das florestas tropicais, do
Cerrado e de outros biomas. Tais informacgdes sdo importantes para
auxiliar, por exemplo, a produgdo de mudas de alta qualidade para tentar
recuperar areas que foram degradadas por atividades agricolas e
industriais. A composicdo quimica de uma semente também é de
interesse pratico da tecnologia de sementes, porque tanto o vigor quanto
0 potencial de armazenamento de sementes séo influenciados pelo teor
dos compostos de reserva presentes (CARVALHO & NAKAGAWA,
2000).

A partir do conhecimento dos aspectos morfo-anatdmicos e
histoquimicos associados a germinacgdo de sementes de V. friburgensis
var. paludosa, é possivel obter informacgdes que auxiliem em estudos de
germinagdo, armazenamento e métodos de cultivo, além de auxiliar
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estudos sobre as técnicas in vitro para a propagagao massal, bem como
aprofundar o conhecimento sobre biologia da propagacédo desta espécie.

Tendo em vista que pouco se conhece a respeito das
caracteristicas morfo-histoquimicas nas sementes e no processo de
estabilizacdo de pléantulas de bromélias nativas, o objetivo deste capitulo
foi caracterizar os aspectos morfo-histoquimicos das sementes, durante a
germinacdo e o desenvolvimento pos-seminal da bromélia V.
friburgensis var. paludosa, assim como identificar as reservas e sua
mobilizagdo durante estes processos.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Semente

Foram coletados frutos maduros que estavam iniciando sua
abertura, de plantas de Vriesea friburgensis var. paludosa, mantidas na
colecdo de bromélias do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os frutos foram levados para o
Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e de Genética Vegetal
(LFDGV) para a extracdo das sementes e posteriores analises.

3.2.2 Condigdes de germinacao in vitro

Os apéndices plumosos das sementes foram cortados para
facilitar o processo de desinfestacdo e na sequéncia os explantes foram
imersos durante 2 min em alcool (70%), 25 min em solucdo de agua
sanitaria comercial (1% de cloro ativo) com uma gota de Tween 20 em
cada 100 ml de solugdo e trés enxagues consecutivos com &gua destilada
estéril, segundo os procedimentos descritos por Guerra e Dal Vesco
(2010).

Foram inoculadas quatro sementes em cada tubo de ensaio
(22x150 mm) contendo 15 ml de meio de cultura geilificado constituido
pela formulagdo de nutrientes minerais de MS (Murashige & Skoog,
1962), adicionado de vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951) e
sacarose (30g L), doravante denominado de meio MS bésico (MSB)
gelificado com 7,59 L™de Agar-agar (Sigma®). O pH do meio de
cultura foi ajustados a 5,8 antes da esterilizagdo em autoclave por 15
min a 121 °C e 1,3 atm de pressdo. O material foi mantido em sala de
cultura com temperatura de 25 °C * 2 °C, fotoperiodo de 16 horas a uma
intensidade luminosa de 50-60 pmol m?s™.
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3.2.3. Andlise em microscopia de luz

Para as analises morfo-histoquimicas foram coletadas sementes
do tempo zero (TO), dois (T2), quatro (T4), oito (T8), doze (T12) e
dezoito (T18) dias depois de inoculadas no meio de cultura. Os dias de
coleta foram definidos a partir dos resultados obtidos no capitulo I deste
trabalho. Sementes previamente cortadas no extremo contrario ao
embrido foram fixadas em solucdo de paraformaldeido 2,5 % em tampao
fosfato 0,1 M, pH 7,2, overnight (Schmidt et al. 2010). Apds a fixagéo,
as amostras foram lavadas e desidratadas em séries crescentes de etanol
a cada 30 minutos (30, 50, 70, 90 e 100%). Apds a desidratacdo, as
amostras foram infiltradas em historesina (Leica Historesin, Heidelberg,
Alemanha). Nesta técnica, a utilizacdo de soluc@es alcodlicas durante o
processo de inclusdo, ocasiona a extra¢do dos lipidios. Portanto, estes
compostos foram analisados em material fresco. As sec¢des foram
fotografadas usando cadmara (Olympus DP71) acoplada a microscépio
(Olympus® BX-40).

3.2.3.1 Testes histoquimicos

Para a realizagdo dos testes histoquimicos descritos na Tabela 2,
foram efetuados cortes longitudinais das sementes com 5 um de
espessura no micrétomo manual de parafina modelo Leica RM 2135,
com navalhas de tungsténio. Apés a coloragdo as laminas foram secas ao
ar e montadas com Bélsamo do Canada. No caso do teste com Sudan
Black-B, para a deteccdo de lipidios, foram feitos cortes longitudinais
em congelamento com 10 pum de espessura no Micrétomo Criostato
(Leica CM1850 UV) e as laminas foram secas ao ar e montadas com
solucdo aquosa de glicerina (50).

3.2.4. Andlise em microscopio eletrénico de varredura (MEV)

As amostras representativas das sementes foram fixadas em
solucdo de glutaraldeido 2,5 %, sacarose 2,0%, tamponadas com
cacodilato 0,1 M (pH 7,2), pés-fixadas em 1 % tetroxido de ésmio por 4
horas. As mesmas foram desidratadas em séries de acetona (10 a 100%)
e secas em ponto critico EM-CPD-030 (Leica, Heidelberg, Alemanha).
Subsequentemente, elas foram aderidas a suportes metalicos e
metalizadas (Metalizador Blatec, CED 030) com ouro. Os espécimes
foram visualizados e fotografados em MEV Jeol 6390 LV (JEOL Ltd.,
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Tokyo, Japan, at 20 kV) no Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica - LCME/UFSC.

Tabela 2. Testes histoquimicos aplicados nas sementes durante a
germinagéo in vitro e o desenvolvimento pés-seminal de V. friburgensis
var. paludosa.

TESTE ~
COMPOSTO HISTOQUIMICO COLORACAO AUTOR
E’o_llssacandeos Azul de toluidina Reacédo _ de Gordon &
4cidos (ATO) metacromasia Mccandless,
Arroxeado 1973
Fenois-Lignina  Azul de toluidina Azul- O’Brien, et al.
(ATO) esverdeado 1964
Lipidios totais Sudan Black-B  Azul escuro Johansen, 1940
(SB-B)
Polissacarideos  Acido periédico de  Rosa Gahan, 1984
neutros schiff (PAS)
Amido Lugol Marrom escuro  Johansen, 1940
Proteinas totais  Azul brilhante de Azul Gahan, 1984

coomassie (CBB)

3.2.5. Andlise em microscopio de fluorescéncia

Cortes longitudinais a mao livre de sementes sem fixar, foram
montados em laminas e analisados utilizando-se o microscépio
Epifluorescent (Olympus BX 41) equipado com o sistema de captura
Image Q Capture Pro 5.1 Software (Qimaging Corporation, Austin, TX,
Estado Unidos da América), no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica - LCME/UFSC.

3.2.6. Analise em microscdpio confocal (MC)

Para a analise no microscopio confocal, foi usado material fresco
com secgBes longitudinais da semente feitas @ méo livre. As seccles
foram montadas em laminas e para a visualizagdo dos nucleos, foram
incubadas com DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) 20 pg/ml-1 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) durante 30 minutos (Ouriques & Bouzon,
2008).

A analise foi realizada no Microscopio Confocal Leica TCS SP-5
(Wetzlar, Alemanha), utilizando laser ultravioleta com excitacdo no
comprimento de 350 nm (azul) e em um espectro de emissdo de 510 a
566 nm, no Laboratdério Central de Microscopia Eletrénica -
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LCME/UFSC. O processamento final das imagens foi realizado no
programa LAS-AF Lite (Leica).
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Anélise em microscopio de luz

Os resultados da composi¢do quimica nas sementes maduras de
V. friburgensis var. paludosa revelaram diferencas entre as regifes do
tegumento, do endosperma, da camada de aleurona e do embrido, como
pode ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3. Compostos visualizados através dos testes histoquimicos nas
sementes V. friburgensis var. paludosa.

Estrutura Teste Reacdo Composto visualizado
histoquimico
Tegumento ATO + Compostos de natureza fenélica
como a lignina e taninos
SUDAN + Lipidios e taninos
PAS + Polissacarideos neutros
LUGOL - —_—
CBB - ——
Camada de + Polissacarideos ~ &cidos  no
ATO h
aleurona citoplasma.
SUDAN + Lipidios no citoplasma.
PAS + Polissacarideos neutros,
Celulose na parede celular.
LUGOL - —_—
CBB + Proteinas totais no citoplasma.

Endosperma ATO + Polissacarideos &cidos na parede
celular, ténue no citoplasma.

SUDAN + Lipidios ténues no citoplasma
+ Polissacarideos  neutros  na
PAS .
parede celular e no citoplasma.
LUGOL + Amido no citoplasma.
CBB + Proteinas totais no citoplasma.
Embrido ATO + Polissacarideos acidos
SUDAN + Lipidios
PAS + Polissacarideos neutros
LUGOL + Amido
CBB + Proteinas

+ Reacdo positiva; — Reagdo negativa; + Reacdo ténue
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3.3.1.1 Tegumento

As sementes da espécie em estudo foram classificadas como
bitegumentadas. Este tipo de semente apresenta testa (tegumento
externo) e tegmen (tegumento interno) na maturidade (Souza, 2009).
Segundo Reitz, (1983) na semente madura de algumas bromélias, as
células da camada externa separam-se da interna em longas estrias que
ficam ligadas a esta apenas pela base, formando uma protecdo de pélos
aéreos ou apéndices plumosos. Da mesma forma, Scatena et al (2006),
identificaram a testa em sementes de varias espécies do género
Tillandsia, a qual esta diferenciada em apéndices plumosos. De acordo
com Muller (1895), estes apéndices estdo altamente suberizados
exibindo caracteristicas higroscépicas que parecem ter um papel
importante na germinacdo das sementes. Portanto, nas seccdes
histologicas da espécie estudada apenas foi observado o tegmen e uma
parte da testa, pois os pelos plumosos foram previamente retirados na
fixacdo do material para facilitar a inclusdo na resina (Fig. 4). Segundo
Benzing 2000, nas bromélias o tegumento interno estd composto por
camadas de células de natureza esclerenquimaticas que variam entre
taxa e distinguem certos géneros.

Nas seccGes longitudinais das sementes maduras de V.
friburgensis var. paludosa observou-se o tegmen reduzido a uma Unica
camada celular e uma parte da testa representada por uma camada de
células suberizadas (Fig. 4). As células do tegmen quando tratadas com
ATO mostraram colora¢do azul esverdeada indicando a presenca de
compostos de natureza fendlica como a lignina. Na camada do
tegumento externo (testa) mostrou-se 0 aspecto caracteristico dos
compostos tanicos, que se coram em verde mais escuro (Fig. 4b). No
tegmen tratado com SB-B ocorreu uma leve reacdo no citoplasma
apresentando uma ténue coloracdo escura, positiva para lipidios ou
radicais hidrofdbicos, ja a testa apresentou uma cor castanha alaranjada
gue pode ser ocasionada pela presenca de taninos, confirmando o
descrito no teste com ATO. Também as células do tegmen
apresentaram-se maiores comparadas com as demais células da semente
(Fig. 4c). Quando as secgdes do tegumento foram submetidas a reacéo
com o PAS, o citoplasma e a parede celular reagiram positivamente
indicando a presenca de polissacarideos neutros (Fig. 4d). Porém,
segundo Geier (1980) o PAS também reage com compostos fendlicos
guando muito concentrados. Com lugol ndo houve reacdo, indicando
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gue os polissacarideos neutros visiveis no teste com PAS ndo sdo amido
(Fig. 4e). De acordo com Werker (1997), o amido é encontrado em
tegumentos nos estadios iniciais de desenvolvimento da semente, sendo
posteriormente consumido e desaparece na semente madura ou
permanece em pequenas quantidades. Assim mesmo, com 0 uso do
CBB, néo foi verificada a presenca de compostos protéicos nos tecidos
dos envoltérios seminais (Fig. 4f). Resultados semelhantes foram
encontrados nos tegumentos de espécies do género Theobroma L.
(Sterculiaceae) (SANTOS, 2003).

Figura 4. SecgBes longitudinais da semente madura de V. friburgensis var.
paludosa: a) Secgdo submetida ao PAS. A camada de aleurona esta rodeando o
endosperma (setas) e 0 embrido (cabeca de setas). Na regido micropilar ao nivel
do embrido a camada de aleurona é a parte exclusiva do endosperma (cabeca de
setas). b)-f) Detalhe da regido marcada em quadro (0) na figura a) onde
encontrase o tegumento e a camada de aleurona submetidas a diferentes testes
histoquimicos: b) Azul de toluidina (ATO); ¢) Sudan Black B (SB-B); d) Acido
periodico de schiff (PAS); e) Lugol; f) Azul brilhante de coomassie (CBB). cal:
camada de aleurona; emb: embrido; end: endosperma; tgm: tégmen; tst: testa.
Barra: a)= 250 um; b)-f)=25um
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As caracteristicas observadas no tegumento das sementes de V.
friburgensis var. paludosa, determinam sua fungdo como protetor do
embrido e regulador da germinacdo. Os compostos fenolicos,
principalmente taninos, tém reconhecidamente a funcdo de inibir
herbivoros, pois em altas concentragBes em frutos, folhas, sementes ou
demais tecidos jovens, reagem com enzimas do trato digestivo destes
animais, tornado-se impalataveis aos fitéfagos (MONTEIRO et al,
2005). Segundo Werker (1997) a presenca de compostos fendlicos nas
sementes também atua na protecdo contra fungos e bactérias, tendo
ainda possivel efeito contra virus, além de auxiliar na estruturacdo dos
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tegumentos, tornando-os mais duros e impermeaveis, funcionando como
inibidores da germinacao.

3.3.1.2 Camada de aleurona no Endosperma

O endosperma das sementes apresentou-se rodeado pela camada
da aleurona. Esta camada esta composta de um estrato de células
dispostas em baixo dos tegumentos seminais, na regido periférica do
endosperma, rodeando também o embrido, quando ele ainda néo iniciou
a germinacgdo (Fig. 4a). Na regido micropilar da semente, ao nivel do
embrido, a camada € a parte exclusiva do endosperma, pois entre esta
camada e o embrido, o parénquima do endosperma € reduzido, assim
como também foi observado em sementes do género Tillandsia
(FIORDI et al., 2001) (Fig. 4a). As células da camada de aleurona
apresentaram paredes engrossadas e formato arredondado, as quais
reagiram metacromaticamente quando tratadas com ATO, indicando a
presenca de polissacarideos acidos no citoplasma e na parede celular
(Fig. 4b). No entanto quando tratadas com SB-B, houve uma reagdo
positiva no citoplasma, indicando a presenca de lipidios (Fig. 4c).
Através dos resultados utilizando o PAS, pode se afirmar que os
polissacarideos neutros encontram-se principalmente como constituintes
da parede celular, indicando a presenga de celulose como componente
microfibrilar (Fig. 4d). Com lugol confirmou-se a auséncia de
compostos de reserva como o amido, nos citoplasmas destas células
(Fig. 4e). Ao contréario, com o CBB foi observada uma reagdo positiva,
indicando a grande presenca de materiais protéicos no citoplasma das
células, os chamados grdos de aleurona, que caracterizam esta camada
de células (Fig. 4f). Bethke et al., (1997), descrevem esta camada como
um tecido diferenciado que ndo se divide e nédo é fotossintético e as suas
células com citoplasma com numerosos vacuolos de armazenamento de
proteinas que ocupam a maior parte da célula. Segundo Bewley &
Black, (1978) estas células engrossam suas paredes, apresentam corpos
protéicos, e 0 mais importante, permanecem vivas, diferente das células
internas do endosperma. Assim, esta camada vai ajudar a mobilizar as
reservas das sementes durante a germinagao, sintetizando e secretando
uma variedade de enzimas hidroliticas que participam na degradacéo de
proteinas, lipidios e paredes celulares do endosperma (RITCHIE et al.,
1999).

Durante os dias avaliados desde a inoculacdo da semente no meio
de cultura até o desenvolvimento pés-seminal (TO até T18), as células da
camada de aleurona, conservaram suas caracteristicas e nao
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apresentaram uma alteracdo expressiva. SO foi distinguida uma
diminuicdo no conteldo de proteinas no seu citoplasma, possivelmente
devido a sua funcao na sintese e secrecdo de enzimas hidroliticas (Fig. 5
a Fig. 10).

3.3.1.3 Endosperma e mobilizacdo de reservas

Conforme o discutido no capitulo | desta dissertacdo, as
sementes de V. friburgensis var. paludosa no segundo dia no meio de
cultura encontraram-se na fase de embebicdo com seus processos
metabolicos ativos, tendo iniciado a atividade respiratéria, sintese de
mRNA e proteinas, sintese e duplicacdo de DNA e a degradacdo de
reservas. Portanto, era de se esperar que a partir do segundo dia (T2),
fossem visiveis mudancas na composicdo do endosperma através dos
testes histoquimicos.

O endosperma da semente foi observado abaixo das células da
camada de aleurona, apresentando varias camadas de células
parenquimaticas, arredondadas e isodiamétricas. Nas paredes das células
do endosperma foi constatada a presenca de polissacarideos acidos
identificados pela reacdo metacromatica de ATO, enquanto que o
citoplasma apresentou ténues granulagBes &cidas. Durante o tempo
avaliado (TO a T18) observou-se uma diminuicdo muito ténue destes
compostos (Fig. 5).

A coloragdo pelo SB-B mostrou uma leve reacdo no
endosperma, por conseguinte uma baixa presenca de compostos
hidrofdbicos, revelando que o lipidio ndo é uma reserva de importancia
para estas sementes. Esta leve reacdo no citoplasma mantém-se na
mesma proporg¢do, durante os diferentes dias analisados na germinagéo e
desenvolvimento pés-seminal (TO a T18) (Fig. 6).

Com o uso do PAS, observou-se que os polissacarideos neutros
apresentaram-se, principalmente, na forma de graos no citoplasma como
compostos de reserva e como constituintes da parede celular, indicando
a presenca de celulose (Fig. 7). Enquanto a analise histoquimica
utilizando-se lugol confirmou que a intensa aglomeracdo dos
polissacarideos neutros, sdo grdos de amido distribuidos pelo
endosperma em pequenos amiloplastos, sendo que a medida que as
sementes germinavam e as plantulas se estabeleciam, esta substancia de
reserva era utilizada (TO a T18) (Fig. 8). Este processo ocorre devido as
enzimas degradadoras de amido (a-amilase, f-amilase e a amido
fosforilase) que vdo atuar desmembrando as estruturas das cadeias
carbdnicas dos granulos de amido em estruturas menores, como a
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maltose e a glucose (BEWLEY & BLACK, 1994; BUCKERDIGE et al.,
2004b).

Figura 5. Secgdes longitudinais do endosperma da semente de V. friburgensis
var. paludosa submetidas ao teste de Azul de toluidina (ATO) durante os dias
de inoculagdo no meio de cultura. a) Dia 0, antes de inoculagédo; b) Dia 2; c) Dia
4 (germinagdo); d) Dia 8; e) Dia 12 (aparece o primeiro eofilo); f) Dia 18
(aparece o segundo eofilo). cal: camada de aleurona; end: endosperma. Barra:
25um

Figura 6. Secc¢des longitudinais do endosperma da semente de V. friburgensis
var. paludosa submetidas ao test de Sudan Black B (SB-B) durante os dias de
inoculagdo no meio de cultura. a) Dia 0, antes de inoculacgdo; b) Dia 2; ¢) Dia 4
(germinacéo); d) Dia 8; ) Dia 12 (aparece o primeiro eofilo); f) Dia 18 (aparece
0 segundo eofilo). cal: camada de aleurona; end: endosperma. Barra: 25um
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Figura 7. Sec¢0es longitudinais do endosperma da semente de V. friburgensis
var. paludosa submetidas ao teste de Acido periodico de schiff (PAS) durante
os dias de inoculagdo no meio de cultura. a) Dia 0, antes de inoculago,
presenca de grdos de amido (seta); b) Dia 2; c) Dia 4 (germinagéo); d) Dia 8; e)
Dia 12 (aparece o primeiro eofilo); f) Dia 18 (aparece o segundo eofilo). cal:
camada de aleurona; end: endosperma. Barra: 25um

Figura 8. Secc¢des longitudinais do endosperma da semente de V. friburgensis
var. paludosa submetidas ao teste de lugol durante os dias de inoculagcdo no
meio de cultura. a) Dia 0, antes de inoculacdo, presenca de grdos de amido
(seta); b) Dia 2; c) Dia 4 (germinacdo). Observa-se a presenca de gréos
compostos (seta); d) Dia 8; e) Dia 12 (aparece o primeiro eofilo); f) Dia 18
(aparece o segundo eofilo). cal: camada de aleurona; end: endosperma. Barra:
25um
cal

De acordo com Silva et al. (1998), a diminuicdo do teor de
amido pode estar relacionada a sua degradacdo para a produgdo de
glicose como fonte de energia para vérias reagdes metabolicas que
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ocorrem durante a germinacdo e o crescimento inicial das plantulas e é
também uma fonte de glicose para a biossintese de celulose. A forma
como o0 amido apresentou-se, indicou que se trata de grdos compostos,
que foram se agrupando (Fig. 8c). Esta forma de agrupamento também
foi observada nas sementes de vérias espécies do género Theobroma
(SANTOS, 2003). Segundo Werker (1997), a morfologia dos gréos
varia entre as espécies em tamanho, forma e relagdo
amilose/amilopectina. Podem ser encontrados grdos isolados ou
compostos por granulos de vérias formas e tamanhos. Neste sentido,
observa-se em alguns casos que o endosperma apresenta-se com
substancias de reserva, polissacarideos e hemiceluloses, armazenados
nas paredes celulares (BUCKERIDGE et al. 2000, BELTRATI &
PAOLI 2003). Estes polissacarideos sdo degradados apds a germinacéo
e seus produtos sao utilizados como fonte de energia para o crescimento
inicial das plantulas e podem também desempenhar fungdes secundérias
como o controle da embebicdo e distribuicdo de agua nos tecidos das
sementes (BUCKERIDGE & REID, 1996). Apesar de ter havido
distingdo na flacidez das paredes celulares do endosperma nos ultimos
dias avaliados (T12, T18), ndo houve alteracdo expressiva na
intensidade de coloracdo pelo ATO ou pelo PAS (Fig. 5; Fig. 7). No
entanto, é dificil afirmar que hd mobilizacdo de polissacarideos de
reserva de parede na espécie estudada, o que demostra a necesidade de
novos estudos mais especificos para corroborar esta hipétese.

No endosperma tratado com CBB, observou-se uma reacdo
positiva indicando alta presenca de materiais protéicos no formato de
grdos amorfos desorganizados nos citoplasmas das células. Estes
materiais também apresentaram uma diminui¢cdo durante os dias
avaliados (TO a T18) (Fig. 9a-f), ocasionada provavelmente pelas
enzimas hidroliticas sintetizadas na camada de aleurona. As
caracteristicas protéicas destas enzimas também poderiam estar
relacionadas com a reacdo positiva deste teste. Segundo Bewley &
Black, (1994), as proteases estdo categorizadas como endopeptidases,
aminopeptidases e carboxipeptidases e vao hidrolisar as proteinas em
seus aminodcidos constituintes.

Mediante a dupla coloragdo com PAS e CBB no endosperma,
observou-se a presenca dos grdos de amido associados ao material
protéico (gluten), e sua diminuicdo gradual através do tempo analisado
(Fig. 10a-f). Segundo Esau (1972), as proteinas na semente encontram-
se em duas formas principais, os glatenes de estrutura amorfa, e 0s graos
de aleurona. De acordo com a autora, 0s glutenes sdo comuns nas
células que contém amido nas monocotileddneas como os cereais.



65

Figura 9. Seccdes longitudinais do endosperma da semente de V. friburgensis
var. paludosa submetidas ao teste de Azul brilhante de coomassie (CBB)
durante os dias de inocula¢do no meio de cultura. a) Dia 0, antes de inoculagéo;
b) Dia 2; c) Dia 4 (germinacdo); d) Dia 8; e) Dia 12 (aparece o primeiro eofilo);
f) Dia 18 (aparece o segundo eofilo). cal: camada de aleurona; end:
endosperma. Barra: 25um

Figura 101. Secc¢Bes longitudinais do endosperma da semente de V.
friburgensis var. paludosa submetidas a coloragéo dupla de PAS e CBB durante
os dias de inoculagdo no meio de cultura. Observa-se a presenca dos grdos de
amido associados ao material protéico e sua diminui¢do gradual através do
tempo analisado. a) Dia 0, antes de inoculacéo; b) Dia 2; ¢) Dia 4 (germinacéo);
d) Dia 8; e) Dia 12 (aparece o primeiro eofilo); f) Dia 18 (aparece o segundo
eofilo). cal: camada de aleurona; end: endosperma. Barra: 25um

A analise histoquimica evidenciou a predominancia de reservas
de amido e de material protéico no endosperma, mas segundo a
caracterizacdo qualitativa considerou-se como principal material de
reserva 0 amido, pois apresentou uma maior diminui¢do ao final da
avaliacdo, comparado 4&s proteinas. Portanto, as sementes de V.
friburgensis var. paludosa séo de tipo endosperma amilaceo. As células
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do endosperma apresentaram paredes finas e o material de reserva
localizou-se no citoplasma e possivelmente nas paredes celulares. O
inicio da degradacdo deste material foi distinguido ja no segundo dia
(T2) depois de as sementes serem dispostas em condicGes para a
germinacdo. Neste momento, de acordo com Bewley & Black, (1994) e
Castro et al, (2004) as sementes de V. friburgensis se encontram na fase
Il da embebicdo, onde apresentam seus processos metabdlicos ativos
como a sintese e duplicacdo de DNA, inicio da degradacéo de reservas e
alongamento das células da radicula, confirmando assim, o mencionado
no capitulo I. Nestas sementes, a mobilizacdo das reservas tem inicio
com a embebicdo, sendo que isto provavelmente estd relacionado ao
reparo de estruturas celulares antes da germinacdo (BUCKERIDGE et
al., 2004b).

Os compostos do metabolismo primario como o amido e as
proteinas, sdo compartimentalizados como materiais de reserva para
posterior consumo durante a germinacdo, de maneira a prover o
crescimento do embrido, servindo como fonte de energia para
organizagdo de novas estruturas celulares, constituindo um importante
passo na disponibilizacéo de substratos para manutengdo do crescimento
de plantulas (BORGES, 2003). Segundo Buckeridge et al. (2004a)
dentre estes compostos, as proteinas sdo as responsaveis por armazenar
nitrogénio essencial para a realizacdo da sintese de proteinas, &cidos
nucléicos e compostos secundarios na plantula em crescimento.

O endosperma apresentou-se exatamente em frente ao apice do
cotilédone. Nesta regido as células se apresentam ricas em substancias
de reservas quando as sementes ainda ndo estdo submetidas as condicdes
de germinacdo (TO), e os grdos de amido foram observados
freqlientemente aderidos a superficie do cotilédone haustorial (Fig. 11a).
Verificou-se uma quebra enzimatica diferenciada das reservas: a
diminuicdo do material de reserva apresentou-se simultanea em todo o
endosperma, mas foi notoriamente maior na regido préxima ao embrido,
ao redor do apice do cotilédone em comparagdo com o endosperma mais
calazal. Ao final do desenvolvimento pés-seminal (T18), esta regido se
apresenta com as células do endosperma reduzidas a apenas paredes
celulares, como consequiéncia do maior consumo dos compostos de
reserva neste local (Fig. 11b). Fiordi et al. (2001), em sementes do
género Tillandsia, encontraram esta regido com caracteristicas similares.
Estes autores encontraram a presenca considerdvel de protease na
camada de células que esta rodeando o endosperma, na epiderme dos
cotilédones e no endosperma adjacente. Portanto, é de presumir que em
V. friburgensis var. paludosa, a camada de aleurona junto com o
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cotilédone haustorial fornecem as enzimas hidroliticas para degradar as
reservas. Assim, o cotilédone haustorial, além da funcdo de absorcéo e
conducdo de reservas a partir do endosperma para a plantula, também
poderia estar relacionado com o abastecimento de enzimas digestivas ao
endosperma. No ultimo dia avaliado neste estudo (T18) ndo haviam sido
consumidas todas as reservas disponiveis na semente, provavelmente
porque nesse momento a plantula formada comeca a nutrir-se pelos
elementos do meio de cultura.

Na regido do endosperma em frente ao apice do cotilédone,
também foi observada a presenca de um complexo de paredes celulares
empilhadas, que ndo apresentaram compostos protéicos e sim grdos de
amido (Fig. 11c). Estas camadas provavelmente indicam que o
endosperma também desempenha um papel na regulagdo do
desenvolvimento do embrido. Isto também é sugerido por (FIORDI, et
al., 2001), cujos autores encontraram um complexo similar que se
apresentou envolvendo quase por completo o embrido da bromélia de
Tillandsia. Portanto, o endosperma ndo seria um tecido exclusivamente
de reserva.

3.3.1.4 Embriao

O embrido na semente madura apresentou reacdo metacromatica
ao ATO indicando a existéncia de substancias acidas (Fig. 12a) e
quando foi submetido ao SB-B observou-se uma reagdo positiva
indicando a presenca de lipidios. Nas sec¢des longitudinais submetidas a
reacdo com o CBB, os citoplasmas das células do embrido reagiram
positivamente (Fig. 12b,c). Assim, as rea¢des histoquimicas realizadas
com CBB indicaram a presenca de proteinas na maioria dos tecidos das
sementes (camada de aleurona, endosperma, embrido) exceto no
tegumento. Bouzon (1999) afirma que as proteinas sdo os principais
constituintes estruturais das organelas celulares e estdo presentes no
citoplasma, como moléculas envolvidas em diversas rotas metabdlicas.

Com o PAS, as paredes das células do embrido reagiram
positivamente indicando a presenca de polissacarideos (Fig. 12b,c), e no
citoplasma foram visiveis pequenos granulos os quais sdo considerados
grdos de amido gracas a reacdo com Lugol (Fig 12d). Portanto, além do
endosperma, a semente também apresenta substancias de reserva no
embrido.

Na semente madura (TO) o embrido apresentou-se como uma
estrutura homogénea, sem delimitagdo definida de suas partes, sendo
apenas visivel a protoderme unisseriada e um ténue procambio
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constituido por células alongadas no eixo embrionario (Fig 12a-c).
Segundo Esau, (1972) um sistema procambial continuo desde o
hipocotilo até os cotilédones se encontra normalmente diferenciado no
embrido. No dia dois (T2) evidenciou-se a diferenciagdo do tecido
embrionario, e no dia quatro (T4) apresentou-se a emissao da bainha
cotiledonar na germinacéo (Fig 12e,f). Analisando as sementes maduras
gue ainda ndo estavam submetidas a germinacdo (TO) e as amostras do
T2 e T4, fica evidente que a presenca de um embrido com estruturas
mais definidas é resultado da atividade metabdlica, pois aparece apés a
semente iniciar seu processo de embebicdo. De acordo com Koslowski
& Pallardy (1997), com a reintroducdo da agua, durante a embebicdo da
semente, 0s processos metabdlicos e fisiolégicos inerentes ao processo
de germinacdo sdo prontamente reiniciados.

Em monocotileddneas, inclusive na ordem Poales, a morfologia
do embrido s6 pode ser comparada por meio do estudo do
desenvolvimento pos-seminal (EAMES 1974), visto que suas sementes,
na maioria, apresentam embrido indiferenciado (WERKER 1997;
GPWG 2001). Segundo Duarte et al. (2009) as sementes da bromélia
Dyckia goehringii, apresentam um embrido ovalado, indiferenciado,
antes do inicio da germinacdo. Quando ocorre o crescimento do eixo
embrionério, e posteriormente a protusdo da bainha cotiledonar,
possibilita-se distinguir o haustro cotiledonar, que se mantém no interior
da semente. Anastacio e Santana (2010) encontraram em Ananas
ananassoides (Baker) L. B. Sm. embrides pouco desenvolvidos, o que
pode ser um indicativo da dorméncia morfoldgica. Segundo a
classificacdo apresentada por Cardoso (2004), a dorméncia morfoldgica
€ um tipo de dorméncia de natureza primaria que esta relacionada as
sementes que sdo dispersas com o embrido ndo diferenciado ou nédo
completamente desenvolvido. Portanto, é possivel que o embrido pouco
diferenciado na espécie estudada, esteja relacionada a este tipo de
dorméncia.

Mediante as andlises histoquimicas, foi possivel confirmar o
padrdo de desenvolvimento pds-seminal descrito na caracterizacdo
morfoldgica da espécie estudada (capitulo | deste trabalho). A parte
folidcea do cotilédone que emerge dos restos seminais e a parte
haustorial que permanece no interior dos tegumentos e em contato com
o0 tecido de reserva sdo visiveis apés o quarto dia (T4) da germinacao

(Fig. 12f).
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Figura 11. SeccOes longitudinais do embrido e endosperma da semente de V.
friburgensis var. paludosa. a)-b): Dupla coloracdo (CBB-PAS); a) Dia 0,
apresenta grdos de amido perto do cotilédone (seta) b) Dia 18, as células do
endosperma reduzidas a apenas paredes celulares (seta), como consequéncia
consumo das reservas. Observam-se o0s gréos de amido no cotilédone (*); ¢) Dia
2 com teste ATO. Complexo de paredes celulares empilhadas (seta) perto do
cotiledone. end: endosperma; cot: cotiledone. Barra: 50pm
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Figura 12. Sec¢des longitudinais durante a germinacéo e desenvolvimento pés-
seminal de V. friburgensis var. paludosa. Testes com ATO (a, e-h) coloragdo
dupla (PAS-CBB) (b,c,j) e LUGOL (d,i). a,b,c,d) Embri&o na semente madura
(TO); a) estrutura homogénea, observa se a protoderme (cabega de seta) e 0
procdmbio (seta); b) Detalhe da protoderme (seta); c¢) Detalhe das células
alongadas do procambio (seta); d) Células do embrido com poucos grdos de
amido (seta); €) Dia 2, fenda lateral na base do cotilédone (seta), que marca o
meristema apical do caule; f) Dia 4; emissdo da bainha cotiledonar e a parte
haustorial do cotilédone permanece no interior dos tegumentos em contato com
o tecido de reserva; g) Dia 12, visivel a apari¢do do primeiro eofilo; h-j) Dia 18
visivel a apari¢do do segundo eofilo; i) Observa-se a acumulagdo de amido (*);
j) Acumulagdo de amido e proteina (*). bco: bainha cotiledonar; cha:
cotilédone haustorial; eop: eofilo primario; eos; eofilo secundario; hip:
hipocétilo; mac: meristema apical de caule; mar: meristema apical radicular;
pfo: primdrdio foliar. Barra: a)= 250um; b)c)dﬁ);_?Opm; €)-j)= 250um
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A forma de emissdo do primoérdio foliar estd de acordo com o
citado por Esau (2000), para as plantas monocotileddneas. Segundo a
autora, o cotilédone desenvolve-se de tal forma que pode parecer uma
continuagdo do eixo embrionario, ocorrendo uma depressao lateral na
base do cotilédone, marcando a posicdo do meristema apical do caule.
Este meristema pode ser percebido como uma protuberancia de células
embrionérias no fundo da depressdo, formando o primeiro primérdio
foliar que surge através de uma fenda, quando a semente germina. No
presente trabalho, essa fenda foi identificada no dia dois (T2) apds a
inoculagdo no meio de cultura (Fig. 12e).

Depois da germinacdo, houve continuacdo da divisdo celular nos
meristemas apicais, e a diferenciacdo de células e tecidos que levaram a
formacéo da plantula (Fig. 12g). Isto ocorre mediante o alimento soltvel
(reservas hidrolisadas no endosperma) absorvido pelo cotilédone e
transportado para o eixo embrionario, através do tecido vascular. A
utilizacdo de técnicas de histoquimica permitiu uma visualizagdo da
distribuicdo na plantula formada (T18) dos polissacarideos acidos
(ATO), do amido (LUGOL), dos compostos protéicos (CBB) e
polissacarideos neutros (PAS) (Fig. 12h-j). No dia 18 (T18) foi
evidenciada uma maior quantidade de proteinas e grdos de amido,
acumulando-se no cotilédone, na bainha cotiledonar e no eixo
embrionario. Menores quantidades foram observadas nos feixes
vasculares das folhas em formacéo.

Provavelmente, a nova acumulagdo do amido na plantula é
devido a uma degradacdo da reserva priméaria no endosperma maior do
gue a necessaria para o desenvolvimento pos-seminal. Portanto, para
manter o equilibrio osmético, o excesso seria convertido na reserva de
amido, sendo que esta pode ser a razdo pela qual no final da avaliacéo
(T18) neste trabalho ainda ndo haviam sido consumidas todas as
reservas presentes no endosperma.

3.3.1.5 Cotilédone haustorial

Nesta espécie a parte apical do cotilédone estd imersa no
endosperma e enche a semente mais na por¢do calazal, assim como
também foi observado em sementes de Tillandsia (FIORDI et al. 2001).
As células do cotilédone haustorial ndo apresentaram caracteristicas
distintas das outras células do embrio, relacionadas ao espessamento na
parede celular. Sua superficie apresentou-se lisa, contrario ao observado
no cotilédone da Acrocomia aculeata (Arecaceae), o qual tem fungéo
haustorial e apresenta invaginacdes da protoderme e tecidos subjacentes,
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caracteristicas que podem estar associadas a uma maior eficiéncia no
transporte de material partir do endosperma para o embrido (MOURA et
al, 2010).

O cotilédone haustérial de V. friburgensis var. paludosa é
composto por células parenquimaticas e uma camada epitelial. Nas
células parenquimaticas distinguiu-se o inicio dos feixes vasculares que
vao por todo o embrido (Fig.13a). No dia 4 (T4) também foram
distinguidos varios actimulos de amido, enquanto que nas células
epiteliais ndo foram visiveis (Fig.13b). Ja no dia 18 (T18) o acumulo de
amido no cotilédone foi maior ocorrendo também nas células epiteliais
(Fig. 13c). Segundo Reid, (1971) se os niveis de sacarose sdo altos, estes
podem ser utilizados para a sintese temporal de amido. Abaixo da
epiderme o cotilédone de Tillandsia também apresentou um parénquima
cheio de nutrientes armazenados (FIORDI et al., 2001).

Mediante estas observaces sugeriu-se que o cotilédone néo
apresenta divisdo celular e portanto, ndo apresenta crescimento em
direcdo ao endosperma, ocupando a mesma posi¢do na semente durante
0 desenvolvimento pds-seminal. Ao contrério do que ocorre com as
sementes de palmeiras, nas quais o haustdrio é caracteristico e se
desenvolve para dentro do endosperma, ocupando quase a sua totalidade
(BUCKERIDGE et al. 2004b, STEINMACHER, 2005; FABRICIO,
2010).

3.3.2 Analise em microscépio eletronico de varredura (MEV)

Assim como foi observado na microscopia optica, através da
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) também é possivel
distinguir a morfologia dos diferentes tipos de células nas sementes de
V. friburgensis var. paludosa.

No tegumento foram visiveis o0 tegmen e parte da testa, a qual
estd diferenciada em apéndices plumosos. Segundo Beltrati & Paoli
(2003), estdbmatos sdo observados no tegumento das sementes de cerca
de 30 familias de angiospermas. Paiva et al. (2006) verificaram a
existéncia de estdbmatos em tegumentos de Swietenia macrophylla e
afirmaram que estes favorecem o processo de embebicdo e germinacéo.
Na espécie em estudo, ndo foram observados estdmatos, entretanto, seu
processo germinativo néo foi afetado, uma vez que a mesma apresentou
elevado indice de germinacéo.
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Figura 13. SecgBes longitudinais do cotilédone haustorial de V. friburgensis
var. paludosa. a) Submetida ao teste com ATO no dia 4 (T4). Observa-se a
superficie lisa do cotilédone e a presenga de células parenquimaticas (cabega de
seta) com uma camada epitelial (*). Distinguiu-se o inicio dos feixes vasculares
(seta); b) Dia 4, Presenca de grdos de amido nas células parenquimaticas (seta);
c) No dia 18, aumenta a acumulacdo do amido nas células parenquimaticas e na
camada epitelial do cotilédone (setas). cal: camada de aleurona; end:

Figura 14. Semente de V. friburgensis var. paludosa em Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV). a-b) Vista longitudinal da semente madura. a)
rede protéica (seta) e espacos do material lipidico (*) na camada de aleurona; b)
Células do endosperma com grdos de amido (seta); c) Inicio da emergéncia,
visivel a coifa que protege os tecidos que saem dos restos seminais; d)
Germinacdo da semente no dia 8. Presenca de estdmatos (seta) na bainha
cotiledonar; e) Detalhe do estdmato; f) Plantula no dia 18 (T18). Presenga de
tricomas peltados junto a estdmatos nas primeiras folhas formadas (seta). bco:
bainha cotiledonar; cal: camada de aleurona; coi: coifa; end: endosperma; teg:
tegumento.
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As células da camada de aleurona mostram a rede protéica e o0s
espacos do material lipidico que foi extraido pela acetona durante o
processo de desidratagdo do material (Fig. 14a). O endosperma
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apresenta células que contém grdos de amido de tamanho distinto,
mergulhados em densa rede protéica (Fig. 14b). Durante o inicio da
emergéncia é visivel a coifa, que aparece protegendo os tecidos que
saem dos restos seminais (Fig. 14c). No 8° dia, observou-se como a
bainha cotiledonar continua emergindo ja com estdmatos formados (Fig.
14d-e). Provavelmente, estes estdbmatos ja estariam formados no
embrido maduro, assim como foram registrados estdmatos nos embrifes
das cicadales (PLANT e NAUTIYAL, 1962), pois segundo Esau (1972),
o0s estdbmatos formam-se mediante divisdes diferenciais na protoderme.
Porém, nesse momento na espécie estudada ndo foram encontrados
tricomas.

No 18° dia (T18) percebeu-se a bainha cotiledonar envolvendo
quase completamente as primeiras folhas em formacdo. Foi possivel
detectar a presenca de tricomas peltados junto a estdbmatos na primeira e
segunda folha (Fig. 14f). Em Aechmea nudicaulis e Neoregelia cruenta,
0s tricomas foram observados em MEV, a partir do 14° e 18° dia apés o
inicio do teste de germinacdo, e em Vriesea neogutinosa, as escamas
foram produzidas ja na primeira folha no 18° dia (Mantovani e Iglesias,
2005). De acordo com isto, a formacdo de escamas ocorreu em um
tempo menor que o citado por Benzing (1978, 2000) que indica que 0
menor tempo conhecido para o surgimento de escamas em espécies de
Tillandsioideae seria de trés meses apds a germinacdo. Mas, no presente
trabalho, ndo foi comprovado se as escamas ja tém capacidade de
absorcdo. Entretanto, a auséncia das raizes adventicias na fase inicial da
germinagdo faz a plantula ser dependente das folhas para a sua
sobrevivéncia, sendo possivelmente a razdo para a formagéo precoce dos
tricomas na plantula. Tal fato auxiliaria a espécie estudada a superar a
fase de estabelecimento de plantulas, nas condigdes abidticas vigentes
nas restingas. Nos individuos adultos de Bromeliaceae, principalmente
das sub-familias Bromelioideae e Tillandsioideae, os tricomas s&o
importantes para a absor¢éo de agua e nutrientes por via foliar (PIERCE
et al. 2001).

3.3.3 Analises em microscépio de fluorescéncia

Nas células vegetais, a autofluorescéncia ocorre devido a
presenca do pigmento fotossintetizante clorofila a, bem como do
composto de parede celular, a lignina. Assim, as paredes celulares
produzem autofluorescéncia com coloragdo esverdeada e os cloroplastos
apresentam autofluorescéncia avermelhada (Alché et al., 2010). De
acordo com isto, através do uso do microscopio de fluorescéncia,
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identificaram-se diferencas entre as sementes no dia 0 (T0) e no quarto
dia ap0s a inoculacdo no meio de cultura. No dia 0, apenas a camada de
aleurona é visivel nas sementes, devido & autofluorescéncia da lignina
(Fig. 15a). Conforme Morrison et al. (1975), estas células caracterizam-
se por apresentar paredes engrossadas altamente fluorescentes. Enquanto
no dia 4, o embrido também ¢é visivel por uma cor vermelha ocasionada
pela autofluorescéncia da clorofila a presente nos cloroplastos,
indicando a presenca de atividade do metabolismo (Fig. 15b).

Figura 15. Secges longitudinais da semente de V. friburgensis var. paludosa
analisadas em microscopia de fluorescéncia. a-b) Autofluorescéncia da
sementes.; a) Semente madura antes de inocular no meio de cultura (TO0),
apresentando autofluorescéncia na camada de aleurona (seta); b) Semente
germinando no dia 4 ap6s a inoculagdo no meio de cultura apresentando
autofluoréscencia na camada de aleurona (seta) e no embrido; c) Semente
madura antes de inocular no meio de cultura (T0) no MC, com o fluorocromo
DAPI, apresentando maior fluorescéncia na camada de aleurona e no embrido.
cal:camada de aleurona; emb:embrido; end:endosperma. Barra: 250um

3.3.4 Analises em microscépio confocal

Nos casos em que, estruturas celulares ndo apresentaram
autofluorescéncia, (embrido na semente madura) a amostra foi
submetida a um marcador fluorescente, o DAPI (PORTER e FEIG
1980). O uso do DAPI foi especificamente para visualizar 0 DNA
nuclear (SHERR et al. 1993) e por excitagdo com luz ultravioleta (365
nm) o complexo DAPI-DNA emitiu fluorescéncia de cor azul.
Utilizando o Microscépio confocal, foi possivel distinguir a
fluorescéncia dos nucleos das células da camada de aleurona e 0s
nucleos do embrido na semente madura de V. friburgensis var. paludosa
(Fig. 15c). A auséncia da fluorescéncia dos nucleos das células do



75

endosperma pode ser devido a sua composicdo por células ndo viaveis
gue apresentam seu DNA degradado.

3.4. CONCLUSAO

As analises morfo-histoquimicas confirmam e complementam o
padrdo de desenvolvimento pds-seminal descrito previamente na
caracterizacdo morfoldgica da Vriesea friburgensis var. paludosa
contemplada no capitulo | deste trabalho. Desta forma, permitiram
caracterizar os distintos tecidos na semente e identificar diferencas na
composi¢do quimica, relacionadas com a sua funcdo durante os
processos de germinacao e desenvolvimento pos-seminal.

Os compostos fendlicos no tegumento permitem sua estruturagéo
e impermeabilidade e oferecem protecdo & semente contra o ataque de
outros organismos. A principal fonte de reserva da semente sdo 0s
polissacarideos neutros (grdos de amido) e compostos protéicos no
endosperma, 0s quais também estdo presentes em menor quantidade no
embrido. Durante a germinagdo e a formagdo das plantulas estas
reservas sdo degradadas pelas enzimas hidroliticas fornecidas pela
camada de aleurona e possivelmente pelo cotilédone e depois sdo
conduzidas para o embrido.

Provavelmente as sementes sdo dispersas com o embrido ndo
diferenciado ou ndo completamente desenvolvido, indicando um tipo de
dorméncia morfolégica, que junto com as caracteristicas mencionadas
anteriormente, determinam as estratégias desta espécie para 0 sucesso no
estabelecimento das plantulas. Portanto, estas informagfes contribuem
com o estudo da V. friburgensis var. paludosa, aplicado & conservagéo,
propagacédo e a0 manejo desta espécie.
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4. CAPITULO I1I: HISTODIFERENCIACAO DE CULTURAS
NODULARES A PARTIR DE SEMENTES E EXPLANTES
FOLIARES EM Vriesea

RESUMO

A micropropagacdo baseada na inducdo, multiplicacdo e
desenvolvimento de culturas nodulares, se configura em um modelo de
eficiéncia regenerativa para as Bromeliaceaes, as quais apresentam valor
ornamental ou estdo ameacadas de extincdo. Por tanto, objetivou-se
induzir CN em sementes de Vriesea friburgensis var. paludosa e em
explantes foliares de Vriesea reitzii e caracterizar os aspectos morfo-
histoquimicos durante a formag&o destes sistemas regenerativos. Foram
coletadas sementes de frutos maduros de V. friburgensis var. paludosa
gue estavam iniciando sua abertura e posteriormente foram
desinfestadas e inoculadas em meio de cultura MS liquido suplementado
com diferentes concentracdes e combinacfes dos reguladores de
crescimento: ANA, BAPp e 2IP. Para a inducdo de CN a partir de
explantes foliares de V. reitzii foi usado 0 meio MS suplementado com
ANA (4 uM) + BAP (2 uM). No caso das sementes, a suplementacdo de
ANA (4uM) no meio de cultura resultou em 72% de inducdo de CN.
Observou-se que primeiro 0 embrido inicia o processo de germinagao, e
apos este processo da inicio ao desenvolvimento das culturas nodulares.
A partir da observacdo destes eventos pode-se inferir que a origem das
CN a partir da semente esta relacionada com os meristemas radicular e
caulinar, e quando formadas a partir dos explantes foliares estdo
envolvidos os meristemas intercalar e marginal. Assim, estas
informacbes ajudam a compreender as respostas morfogénicas nas
bromélias, possibilitando a melhoria nos processos de micropropagacao.
Palavras-chave: cultura nodular, meristema apical, meristema
intercalar, meristema marginal, meristema radicular, micropropagacéo.

ABSTRACT

The micropropagation based on induction, development and
multiplication of nodule culture, is configured in a model of
regenerative efficiency for the Bromeliaceaes, which have ornamental
value or are threatened of extinction. Therefore, we aimed at inducing
NC from seed of Vriesea friburgensis var. paludosa and leaf explants of
Vriesea reitzii and characterize the morphological and histochemical
aspects during the formation of regenerative systems. Were collected
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seeds from mature fruits of V. friburgensis var. paludosa that were
beginning their opening and subsequently were sterilized and inoculated
into liquid médium MS supplemented with different concentrations and
combinations of growth regulators: NAA, 2iP and BAP. For the
induction of NC from leaf explants of V.reitzii was used MS medium
supplemented with NAA (4 mM) + BAP (2 mM). In the case of seeds,
the supplementation of ANA (4uM) in the culture medium resulted in
72% induction of NC. It was observed that the embryo initiates the
germination process and then the development of the NCs. From the
observation of these events can be inferred that the origin of the CN
from the seed is related to the stem and root meristems, and when
formed from leaf explants are involved intermediate and marginal
meristems. Thus, this information helps to understand the morphogenic
responses in bromeliads, allowing the improvement in the process of
micropropagation

Keywords: nodular culture, apical meristem, intercalary meristem,
marginal meristem, root meristem, micropropagation.

4.1 INTRODUCAO

A regeneragdo ou morfogénese in vitro é o processo de formagédo
de 6rgdos a partir de outros pré-existentes, podendo ocorrer através da
embriogénese somatica ou organogénese (GEORGE, 1996). Porém, é
observado em bromelidceas, um padrdo de resposta da morfogénese in
vitro que apresenta caracteristicas diferenciadas a estes sistemas
regenerativos tradicionais. Estes sistemas regenerativos foram definidos
como culturas nodulares (CN), as quais apresentam alto potencial
regenerativo, culminando na producdo mdltipla de brotos adventicios
em condi¢Oes de cultura adequadas (GUERRA e DAL VESCO, 2010).
As culturas nodulares sdo aglomerados globulares meristematicos de
coloracdo verde clara e de textura fridvel ou levemente compacta e séo
definidas como uma rota morfogenética na cultura de tecidos vegetais
(DAL VESCO e GUERRA, 2010). Esta rota morfogenética ja foi
descrita para as bromélias V. friburgensis var. paludosa (ALVES e
GUERRA, 2001), V. reitzii (RECH FILHO et al., 2005; ALVES et al.,
2006; RECH FILHO et al., 2009; DAL VESCO, 2010; DAL VESCO e
GUERRA, 2010; GUERRA e DAL VESCO, 2010) e também em
Ananas comosus (TENG, 1997; SCHERER, 2011).

Sistemas similares as CN descritos em bromélias foram
reportados também em outras plantas como Humulus lupulus
(Cannabaceae) (BATISTA et al., 2000; FORTES & PAIS, 2000;
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FORTES et al., 2002), Populus euphratica (Salicaceae) (FERREIRA et
al., 2009), Decalepis hamiltonii (Apocynaceae) (GIRIDHAR et al.,
2004) e em Sclerocarya birrea (Anacardiaceae) (MOYO et al., 2009),
porém, receberam denominagBes diferentes, tais como, culturas
nodulares organogénicas, nddulos organogénicos, calos nodulares e
nédulos meristematicos.

Uma das estratégias para a indugdo de CN em bromélias se baseia
no uso de bases foliares (ALVES et al., 2006; RECH FILHO et al.,
2009; DAL VESCO, 2010) e no uso de sementes (DAL VESCO, 2010).
Deste modo, serd determinada a homogeneidade genética, sendo que a
utilizacdo de sementes permite a conservacdo da diversidade genética e
0 uso de explantes somaticos derivados de uma planta mée permite a
producdo de um grande nimero de plantas homogéneas a esta. Assim,
Dal Vesco (2010) descreveu um modelo regenerativo baseado na
inducéo, multiplicacdo e desenvolvimento de CN de V. reitzii que se
configura em uma estratégia eficiente para a micropropagacdo em
grande escala para esta e outras bromélias do género que apresentem
potencial ornamental e/ou se encontrem ameagadas de exting&o.

Diante o exposto, o estudo do processo de formacdo das CN é
importante com vistas a ampliar a compreensdo da resposta morfogénica
in vitro nas bromélias a fim de aumentar as possibilidades de sucesso
nos procedimentos de micropropagacdo. Portanto, objetivou-se induzir
CN em sementes de Vriesea friburgensis var. paludosa e em explantes
foliares de Vriesea reitzii e caracterizar os aspectos morfo-histoquimicos
durante a formag&o destes sistemas regenerativos.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Condigdes de cultivo in vitro

O meio de cultura usado foi constituido pela formulacdo de
nutrientes minerais de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962),
adicionado de vitaminas de Morel (MOREL & WETMORE, 1951) e
sacarose (30g L™), doravante denominado de meio MS basico (MSB). O
pH do meio de cultura foi ajustado a 5,8 antes da esterilizagdo em
autoclave por 15 min a 121 °C e 1,3 atm de pressdo. O material foi
inoculado em tubos de ensaio com ponte de papel filtro contendo 15 ml
de meio de cultura MSB liquido, mantido em sala de cultura com
temperatura de 25 °C + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas a uma intensidade
luminosa de 50-60 pmol m? s™.
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4.2.2 Inducdo de cultura nodular a partir de Sementes de Vriesea
friburgensis var. paludosa

Foram coletados frutos maduros que estavam iniciando sua
abertura, de plantas de Vriesea friburgensis var. paludosa, mantidas na
colecdo de bromélias do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os frutos foram levados para o
Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e de Genética Vegetal
(LFDGV) para a extracdo e desinfestagdo das sementes, como foi
descrito anteriormente (item 3.2.2). Em seguida, as sementes foram
inoculadas no meio MSB liquido, suplementado com diferentes tipos e
combinacdes de reguladores de crescimento descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Concentracbes e combinagbes de reguladores de
crescimento nos tratamentos para a inducdo das culturas nodulares a
partir de sementes de Vriesea friburgensis var. paludosa.

Tratamento Reguladores de crescimento (LM)

T1 2 ANA

T2 4 ANA

T3 2 ANA + 2 BAP

T4 2 ANA + 4 BAP

T5 4 ANA + 4 BAP

T6 4 ANA + 2 BAP

T7 2 ANA + 8 2IP

T8 4 ANA + 8 2IP

T9 isento de reguladores de crescimento

Cada unidade experimental foi constituida de 5 tubos de ensaios
contendo 5 sementes por tubo, em um delineamento experimental em
forma de blocos completamente casualizados com trés repeti¢Ges. O tipo
de dado coletado foi a porcentagem de indugdo de CN e de plantulas
formadas a partir das sementes ap6s 6 semanas de inoculacdo. Os dados
de porcentagem foram submetidos & Analise de Variancia (ANOVA) e
ao teste de separacdo de médias (Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia). A partir dos resultados deste experimento, selecionou-se
0 meio de cultura que apresentou maior indugao de cultura nodular, para
as posteriores analises morfo-histoquimicas.
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4.2.3. Inducéo de cultura nodular a partir de explantes foliares de
Vriesea reitzii

Foram utilizadas brotacGes jovens de 2,0 +0,5 cm de altura de
Vriesea reitzii, pertencentes & Colecdo de Bromélias in vitro do
Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal
(LFDGV), do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Trés folhas foram retiradas de cada broto,
compreendidas entre 32 e 62 folha. Segmentos de bases foliares de 0,4 a
0,6 cm foram inoculados em meio MSB liquido suplementado com
ANA (4 uM) + BAP (2 pM) previamente estabelecido por Dal Vesco
(2010).

4.2.4 Caracterizagdo morfoldgica da formacgdo das culturas
nodulares

Ap6s a inoculacdo no meio de cultura para induzir CN nas
sementes e nos explantes foliares, procedeu-se com avaliagdes diarias
visando o acompanhamento da formacéo das CN. O registro fotografico
foi realizado com o auxilio do microscépio estereoscdpico (Olympus
SZH-ILLB), equipado com camara clara (Olympus DP71).

4.2.,5. Analise histoquimica da formacao das culturas nodulares em
microscopio de luz (ML)

Para a analise histoquimica foram coletadas do meio de cultura
sementes e explantes foliares durante o processo de formacdo das
culturas nodulares. O material foi fixado, desidratado e infiltrado
seguindo os procedimentos descritos no capitulo 2 (item 3.2.3.). SeccGes
longitudinais com 5 pum de espessura foram corados com diferentes
testes histoquimicos: ATO, PAS e CBB. As laminas foram secas ao ar e
montadas com Balsamo do Canada. Aspectos relevantes foram
identificados e fotografados usando camara (Olympus DP71) acoplada
ao microscopio (Olympus® BX-40).

4.2.6. Analise em microscoépio eletrdnico de varredura (MEV)
As amostras para analise a0 MEV das sementes e explantes

foliares, foram preparadas e fotografadas como descrito no capitulo 2
(item 3.2.4).
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4.2.7. Anélise em microscépio confocal (MC)

Cortes longitudinais @ méo livre das sementes e explantes foliares
sem fixar, foram montados em laminas, incubadas com DAPI e
analisados como descrito no capitulo 2 (item 3.2.6).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Inducéo de cultura nodular a partir de explantes de semente
Vriesea friburgensis var. paludosa

Apos 6 semanas da inoculacdo das sementes todos os reguladores
de crescimento avaliados nos tratamentos promoveram a inducéo de CN.
A maior e mais significativa (p<0,001) porcentagem de indugdo ocorreu
em resposta ao tratamento T2 (ANA 4uM) com 72% e a menor
porcentagem no T9 (MSB isento de reguladores de crescimento) com
5,3%. Observou-se a diminuicdo na porcentagem de formacdo de
plantulas nas sementes que induziam CN (Fig. 16; Fig. 17). Resultados
similares foram encontrados em sementes de V. reitzii (DAL VESCO,
2010). Este autor encontrou entre varios tratamentos avaliados que o
meio MSB suplementado com ANA (4uM) permitiu a maior inducdo de
CN e o meio MSB isento de reguladores de crescimento apresentou a
porcentagem menor. Porém, os efeitos da ANA na germinacdo de
sementes em outras espécies de bromélias sdo variaveis. Pierik et al.
(1984) encontraram em trés espécies da subfamilia Tillandsioidae
(Guzmania minor, Guzmania lingulata, e V. splendens), que o meio
suplementado com ANA em niveis de até 27 uM ndo teve efeito sobre a
germinagdo das sementes, no entanto, inibiu a germinagdo em niveis
mais elevados. Em Tillandsia reizii, 0 aumento das concentracfes de
ANA (1,35 pM até 5,37 uM) suplementada ao meio de cultura
Knudson, inibiu o crescimento das plantulas (PICKENS et al., 2003).
Pickens et al., (2006) observaram também em T. reizii a inibicdo da
germinacdo normal das sementes e a proliferagdo de calos e indugédo de
gemas adventicias quando inoculadas em meio com BAP (8,8uM)+
ANA 0,5uM).

Segundo George (1996) as auxinas estdo associadas ao
crescimento e alongamento celular, enraizamento, iniciando o processo
de divisdo celular, formacdo de meristemas e manutencdo da
dominancia apical. Chen (2001) verificou que tanto o processo de
divisdo, quanto de alongamento celular, ocorrem por meio de vias de
sinalizag8o distintas reguladas por auxinas, incluindo diferentes tipos de
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proteinas. Estas vias de sinalizacdo estdo integradas para modular o
processo de proliferacdo celular, garantindo o desenvolvimento da
planta.

Além disso, a atividade fisiolégica das auxinas depende néo
apenas daquelas adicionadas ao meio, mas também da AIA no interior
dos tecidos cultivados e da interacdo entre os dois (PASQUAL et al.,
2001). Nato et al. (2000) indicam que o mecanismo de agdo das auxinas
nos processos fisioldgicos e regulatorios, estad associado a presenca de
receptores protéicos localizados na membrana, no citoplasma e no
nicleo celular. Conforme Beck (2005) a auxina tem um papel
significativo no desenvolvimento das folhas seguintes a formacdo dos
primordios. Portanto, segundo Pasqual et al. (2008), os fatores que
afetam os niveis naturais de AIA e atividade deste composto podem
desse modo, ser importantes para controlar o crescimento e a
morfogénese na cultura de tecidos de plantas usadas para
micropropagacéo.

Figura 16. Porcentagem de inducdo de CN e de formacédo de plantulas a partir
de sementes de V. friburgensis var. paludosa em diferentes meios de cultura,
apos 6 semanas de cultivo. Letras diferentes indicam diferenga estatistica pelo
teste de comparagdo de médias de Tukey a 5% de significancia.

100 W% Inducio CN % Plantulas 86,7
90 72 74,7 A
80 627 A AB
70 AB 573 53,3 53,3 54,7 -6
50 AB B B B AB

%50 38,7 373 38,7
29,3 32 B B 333 B
40 | e BC BC
87 173
30 c ;
20 BC 53
: - c
0 |
1 2 3 4 5 6 7 8 9

ANA2UM) ANA(4UM)  ANA(UM)  ANA(2uM)  ANA(4UM)  ANA(4UM)  ANA(2uM) ANA(4UM)  Isento de regulador
+BAP(2UM) +BAP(4UM) +BAP(4UM) +BAP(2uM) +2IP(8uM) +2IP(8UM)  de crescimento

TRATAMENTOS

4.3.2. Caracterizacdo morfoldgica e histoquimica da formacéo das
culturas nodulares em semente de Vriesea friburgensis var. paludosa

Com os resultados obtidos no experimento anterior, selecionou-se
0 meio MSB suplementado com ANA (4puM) para realizar a
caracterizacdo da formag&o de CN a partir de sementes.

Na Figura 17, observa-se a formacdo das CN a partir das
sementes de V. friburgensis var. paludosa. A germinacdo iniciou ap6s
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trés dias de inoculagio no meio de cultura e posteriormente
identificaram-se algumas diferencas quando comparadas com as
sementes que formaram plantulas em meio MSB sem reguladores de
crescimento, descrito nos capitulos um e dois desta dissertacdo. Na
analise morfoldgica, as sementes inoculadas em meio MSB com ANA
(4uM), mostraram no dia 12 uma inibicdo no crescimento da plantula,
apresentando um tamanho menor que as plantulas no meio MSB (Fig.
18b). Isto também foi identificado na analise histoquimica, na qual se
observou uma plantula com a forma mais globular. Além disso,
identificou-se na regido do apice meristematico radicular um local de
células mais densas e os primdrdios foliares apresentaram algumas
alteragdes. O segundo primérdio foliar apresentou-se com tamanho
muito maior, ocasionado provavelmente pela alteragdo na divisdo
celular no meristema apical caulinar (Fig. 18c).

Figura 17. Sementes de V. friburgensis var. paludosa ap6s 6 semanas de
cultivo in vitro: a) No tratamento com ANA (4uM), observou-se 0 maior
percentual de indugdo de CN (seta); b) Germinagdo de sementes em meio MSB
isento de reguladores de crescimento. Observou-se a formagdo de plantulas
normais (seta). Barra: 0,5mm
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Apesar da presenca do eofilo primario nas analises morfoldgicas
do dia 18, foi evidente a inibicdo no crescimento da plantula e a
identificagdo do inicio da formagdo das CN. A bainha cotiledonar
emergida dos envoltdrios seminais apresentou a perda de sua coloracdo
esverdeada, mudando para uma coloragdo verde-amarelada (Fig. 18d). A
avaliacdo histoquimica indicou uma grande proliferacdo de células que
ocasionava a desintegracdo dos tecidos que formariam a plantula (Fig.
18e). Observou-se a origem de células de maior tamanho com forma
arredondada e algumas com forma mais alongada que se tornaram mais
desorganizadas e com maiores espacos intercelulares (Fig. 18f-g). Esta
grande proliferacdo celular apresentou-se abaixo da camada da epiderme
das estruturas emergidas ocasionando uma forma globular observada na
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andlise estrutural (MEV) onde as CN ainda ndo eram visiveis na
superficie (Fig. 18h). Mediante o microscdpio confocal observou-se uma
intensa fluorescéncia com o flourocromo DAPI (Fig. 18i), indicando
células que conttm uma alta concentracdo de DNA (SHERR et al.,
1993), que estaria relacionada a atividade mitotica durante os processos
de divisdo celular que posteriormente formariam as CN. Até o dia 18, a
avaliacdo qualitativa da degradacdo do tecido de reserva nas sementes
gue induzem CN, apresentou-se similar ao observado nas sementes
inoculadas em meio MSB que formavam plantulas normais (dados nédo
apresentados).

Na anélise morfoldgica do dia 28, observou-se a CN formada, a
qual continuou com sua proliferagdo apresentando uma coloracdo
amarela mais intensa na sexta semana de cultivo (Fig. 18j-k). Em
algumas sementes observou-se a formacdo normal das plantulas e a
posterior aparicdo das CN na base das primeiras folhas formadas (Fig.
18l). Em sementes de V. reitzii a indugdo das CN ocorreu mais cedo,
observando se a formacdo de CN, apds duas semanas em cultivo (DAL
VESCO, 2010). Na mesma espécie Rech Filho, et al (2005), observaram
protuberancias amarelas a verdes surgindo desde a regido basal de
explantes de plantulas cultivadas em meio MSB com ANA e BAP por
10 semanas.

A formacdo das CN a partir de sementes de V. friburgensis var.
paludosa ocorreu ap6s a semente germinar. Pompelli (2002), observou
em sementes da bromélia Dyckia distachya em meio de cultura com a
auxina 2,4D (5uM) primeiramente a germinacdo e depois a origem de
uma estrutura calosa. No presente trabalho, presume-se que as regifes
meristematicas radicular e caulinar sdo os locais que geraram uma
resposta para o inicio da formacdo das CN. Segundo McDaniel (1984),
as células competentes dos tecidos vegetais, sdo reconhecidas pela
resposta a um sinal externo que ativa um caminho de desenvolvimento
especifico. Esta competéncia esta também associada a juvenilidade dos
tecidos e drgaos dos explantes (GAHAN & GEORGE, 2008). Desta
forma, as células dos apices meristematicos mostraram-se competentes,
uma vez que responderam ao meio indutivo com o aumento no processo
de divisdo celular. Segundo Mroginski et al. (2010), quanto mais jovem
e indiferenciado se encontre o explante, melhor serd sua resposta in
vitro. OImos et al. (2010), indica que os materiais que demonstram ter
maior capacidade regenerativa sdo os obtidos de tecidos meristematicos
jovens, sejam gemas axilares ou adventicias, embrides ou sementes.
Segundo Benzing (1980), meristemas inteiros ou uma porcao destes,
podem ser removidos das bromélias e propagados em culturas
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assépticas, que em condicdes adequadas originam calos indiferenciados
gue posteriormente desenvolverdo plantulas.

Figura 182. Inducdo de CN a partir de sementes de V. friburgensis var.
paludosa inoculadas no meio de cultura MSB suplementado com ANA (4puM):
a) Dia 3 ap6s a inoculagdo no meio, inicio da germinacéo; b,c) Dia 12, inibi¢éo
do crescimento da plantula; ¢) Secgéo longitudinal submetida ao teste de ATO,
presenca de células mais densas na regido do &pice meristematico radicular
(cabeca de seta) e 0 segundo primoérdio foliar com grande tamanho (seta); d-i)
18° dia ap6s a inoculagdo no meio; d) Inicio da formagdo das CN a partir do
meristema apical radicular (seta); e) Seccdo longitudinal submetida a PAS,
observa-se a desintegracdo das estruturas da plantula com proliferacdo celular;
) Células em diviséo, apresentando grdo de amido (seta) e nicleos prominentes
(cabeca de seta); g) Novas células grandes e alargadas; h) Imagem em MEV,
plantula com a forma globular; i) Imagem com luz ultravioleta (365 nm) em
MC, usando DAPI em sec¢Oes longitudinais do apice radicular da plantula; j)
Formacdo da CN ap6s 28 dias de inoculacdo da semente no meio; k)
Proliferacdo das CN apds 6 semanas de cultivo; 1) Formacdo de plantulas
normais, formagdo das CN na base das primeiras folhas (seta). cha: cotilédone
haustorial; mac: meristema apical de caule. Barra: a-e)= 500um; f,g)= 25um;
h)= 200um; i-1)= 500um

“mac 4;‘ /‘1
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4.3.3 Indugdo e caracterizacdo morfolégica e histoquimica da
formacdo das culturas nodulares a partir de explantes foliares de
Vriesea reitzii

O meio MSB suplementado com ANA (4 uM) + BAP (2 pM),
induziu a formagdo das CN nos explantes foliares de V. reitzii (Fig. 19).
Na analise morfolégica, durante a primeira semana de inoculacdo ao
meio de cultura, os explantes apenas apresentaram-se intumescidos (Fig.
19c). Porém, na analise histoquimica, observou-se o alongamento das
células na regido basal, mostrandose um avultamento mediante 0 MEV
(Fig. 19d-e).

Na segunda semana, observou-se em alguns explantes o inicio
das protuberancias a partir da regido basal (Fig. 19f). Observou-se uma
proliferacdo de células adjacentes aos tecidos vasculares presentes no
explante. Inicialmente, estas divisGes celulares originavam células de
maior tamanho, algumas com forma mais alongada que se tornavam
desorganizadas e com maiores espacos intercelulares (Fig. 19h-i). A
formagdo destas protuberéncias na base do explante também foi
evidenciada nas imagens estruturais (Fig. 19j). Esta regido apresentou
maior fluorescéncia com o DAPI na microscopia confocal, indicando a
maior atividade mitética (Fig. 19g). Mercier et al. (2003), por meio de
analise estrutural em explantes foliares de Ananas comosus, observaram
um inchacdo na regido basal ap6s 6 dias no meio de cultura indutivo e
no dia 9 ja identificaram-se varias protuberancias nessa regiao.

A proliferacdo de células continuou durante os dias seguintes, e
na quarta semana na analise morfolégica as CN apresentaram-se com
novas protuberancias originadas tanto da base do explante quanto das
protuberancias ja formadas (Fig. 19k-m). Na microscopia confocal,
observou-se maior fluorescéncia na base do explante, e também na
borda das estruturas formadas, que indicam provavelmente as novas
zonas meristeméticas em formacdo (Fig. 19n-0). Mediante as analises
histoquimicas identificaram-se estruturas pré-nodulares, as quais,
segundo Dal Vesco (2010) e Dal Vesco e Guerra (2010), posteriormente
dardo lugar aos microbrotos (Fig. 19p-q). Segundo estes autores, no
padrdo de desenvolvimento das CN, apresenta-se a formagdo de uma
zona meristematica na regido subepidérmica das CN, que desenvolvem
estruturas pré-nodulares que evoluiram para meristemas caulinares, e
posteriormente a regeneracao de microbrotos.

A formacdo das CN na regido basal dos explantes foliares em V.
reitzii, também foi obtida por Alves et al. (2006), Rech Filho et al,
(2005, 2009), Dal Vesco e Guerra, (2010), Dal Vesco, (2010). A
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formagdo de estruturas similares nesta regido do explante, também foi
observada em outras espécies de bromélias, como Dickia macedoi
(MERCIER e KERBAUY, 1993); Neoregelia cruenta (CARNEIRO et
al, 1999); V. friburgensis var. paludosa (ALVES & GUERRA, 2001) e
Ananas comosus (MERCIER et al, 2003; FIROOZABADY e MOY,
2004; SCHERER, 2011).

Quando a folha jovem é destacada do microbroto para obter o
explante, esta se compde da lamina foliar, bainha foliar e meristema
intercalar o qual fica na regido mais basal (Fig. 19b). Mediante a analise
em MEV, na regido mais basal do explante, ndo foram encontrados
tricomas. Observou-se tricomas em formacdo e posteriormente em
grandes quantidades na parte superior do explante. O fato de este tecido
ndo ser diferenciado na base foliar, pode confirmar a presenca do
meristema intercalar neste explante.

Figural9. Indugdo de CN em explantes foliares de V. reitzii inoculadas no meio
de cultura MSB suplementado com ANA (4uM) e BAP (2 uM): a) Microbroto
in vitro para a obtencdo dos explantes; b) Folha jovem retirada do microbroto
apresentando meristema intercalar na base (seta); c-e) Segmento do explante
foliar depois de uma semana no meio de cultura; d) Secdo longitudinal
submetida a ATO, observa se 0 alongamento das células na base do explante
(seta); €) Imagem em MEV observa se a base do explante sem tricomas (seta);
f-j) formacdo de protuberéncias na base do explante foliar depois de duas
semanas no meio de cultura; g) Secdo longitudinal com luz ultravioleta (365
nm) em MC, usando DAPI, observa se células alongadas no extremo da
protuberancia (seta); h) Secdo longitudinal submetida a ATO, i) Detalhe da
proliferagdo de células e a desdiferenciagdo dos tecidos vasculares (seta),
células de maior tamanho alongadas com maiores espacos intercelulares (cabeca
de seta); j) Imagem em MEV, observa-se a presenca de células alongadas no
extremo da protuberancia (seta); k-1) Proliferacdo das CN na semana trés no
meio de cultura; I) Imagem em MEV; m-q) Proliferacdo das CN na semana
quatro no meio de cultura; n-0) Se¢do longitudinal com luz ultravioleta (365
nm) em MC, usando DAPI; 0) imagem em campo claro. Observa-se maior
fluorescéncia na base do explante, e nas novas zonas meristematicas em
formagdo (seta); p-gq) Secdo longitudinal submetida a ATO. Observa se
estruturas pré-nodulares (seta); q) detalhe das estruturas; r) Imagem em MEV.
lam: lamina foliar; bfo: Bainha foliar; reb: regido basal do explante; tri:
tricoma. Barra: a, b)= 5mm; c, f, k, m)= 1mm; d, g, h, i, n, o, p, g)= 250um
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Segundo Menezes et al (2006), nas angiospermas 0s meristemas
apical, marginal e intercalar funcionam simultdnea ou sequencialmente
para promover o crescimento da folha. Os meristemas marginais
localizados ao longo da margem de um primérdio foliar sdo os
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formadores da lamina e consistem de uma fila de iniciais marginais, de
iniciais sub-superficiais e das derivadas imediatas (Esau, 2000). No
entanto, sdo de vida curta subsequente a atividade meristematica
intercalar e difusa. J o meristema intercalar refere-se ao tecido derivado
do meristema apical que continua a sua atividade meristematica a certa
distancia do mesmo. Porém, o meristema intercalar ndo contém células
gue podem ser chamadas iniciais (Evert 2006). Nas monocotildoneas, as
zonas de crescimento denominadas meristemas intercalares estéo
principamente localizadas na base da ldmina e da bainha (Esau, 2000).
Segundo Benzing (1980), nas bromélias apresenta-se como uma faixa de
tecido embriogénico localizado na base de cada folha imatura, que vai
gerar os tecidos foliares. Portanto, a resposta na inducdo de CN a partir
de explantes foliares neste trabalho, pode estar relacionada tanto com a
presenga do meristema intercarlar quanto do mersitema marginal, 0s
quais provavelmente ndo apresentam um controle génico tdo forte como
0 meristema apical, favocerendo assim, a competéncia regenerativa.
Hosoki e Asahira, (1980), sugeriram que o alto potencial de regeneragédo
em explantes foliares é atribuido & presenca de um meristema intercalar
axilar na regido basal das folhas de bromélias. Firoozabady e Moy,
(2004), testaram em Ananas comosus varias sec¢fes da folha (ponta,
meio e base) e apenas as bases das folhas foram responsivas a processos
morfogénicos e as outras seccOes desencadearam processos de
senescéncia. Estes autores sugeriram que esta resposta esta relacionada
com a proximidade ao meristema intercalar ou & presenca de células
com divisdo rapida. Koh e Davies (1997) conseguiram a
micropropagacdo de bromélias do género Cryptanthus mediante
explantes de folha com os meristemas intercalares adjuntos obtidos de
plantas mantidas em viveiros. Na palmeira Bactris gasipaes,
Steinmacher et al., (2007), observaram que as bainhas foliares na regido
mais préxima do meristema apical revelaram maior competéncia
regenerativa, neste caso embriogénica.

Nas analises histoquimicas das CN da Vriesea reitzii, Dal VVesco e
Guerra, (2010) observaram que as caracteristicas da proliferacdo das CN
até a regeneracdo de microbrotos estdo indicadas pela existéncia de trés
diferentes camadas de células: 1) camada central composta por um
grupo maior de células de diferentes tamanhos e ndo organizadas; 2) na
regido mais externa um grupo de pequenas células mais adensadas e
isodiamétricas, denominado de zona meristematica e; 3) regido externa
com a formacdo da protoderme. Subsequentemente, estes processos
evoluem para a formacéo de estruturas globulares maltiplas, seguido da
formacdo de meristemas caulinares e o desenvolvimento de microbrotos.
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A partir das observagdes da formacdo das CN a partir de sementes e
explantes foliares no presente trabalho, observou-se uma a alta diviséo
celular, que primeiro gera células alongadas e desorganizadas, as quais
estariam relacionadas com a primeira camada de células descrita
anteriormente por Dal Vesco e Guerra (2010). Posteriormente comeca a
ser gerada a segunda camada, destacada pelo grupo de pequenas células
mais adensadas e isodiamétricas, como foi claramente observado na
indugdo das CN em explantes foliares. J& a origem da protoderme, nas
CN, poderia estar relacionada com a camada epidérmica continua do
explante original.

Diante 0 exposto, e a partir das analises realizadas, presume-se
gue a origem das CN ocorre a partir de regiGes meristematicas ou de
tecidos proximos recém desenvolvidos com células de divisao rapida.
Assim, a origem das CN seria do meristema radicular e caulinar quando
formadas a partir de sementes ou do meristema intercalar e marginal,
guando formadas a partir de explantes foliares. No entanto, Alves et al.,
(2006) induziram CN em segmentos foliares de V. reitzii com MSB
suplementado com 2,4-D (20uM) e Kin (1uM) e descreveram 0
desenvolvimento das CN iniciando a partir do tecido parenquimatico
ap6s 3 semanas em cultivo. Da mesma forma, Batista et al. (2000),
observaram a indugdo de nddulos organogénicos, a partir de centros
organizados de cinco camadas de células meristematicas da area central
de vascularizacdo em segmentos de peciolo de Humulus lupulus.

4.4 CONCLUSAO

As taxas de inducdo das culturas nodulares observadas a partir de
sementes estdo associadas, as concentracBes e combinaces de cada
regulador de crescimento testado. Assim, a presenca de ANA (4puM) no
meio de cultura foi essencial para alcancar 72% de indugdo de CN a
partir de sementes de V. friburgensis var. paludosa. No entanto,
primeiro o embrido inicia o processo de germinacdo, e ap0Os este
processo da inicio o desenvolvimento das CN.

Na Vriesea, provavelmente a formacdo das CN a partir da
semente estd relacionada com os meristemas radicular e caulinar, e
quando formadas apartir dos explantes foliares estdo envolvidos os
meristemas intercalar e marginal. Estas células meristeméaticas mostram-
se competentes e geram uma resposta no meio indutivo originando as
CN. Assim, estas informacgBes ajudam a compreender as respostas
morfogénicas nas bromélias, possibilitando a melhoria nos processos de
micropropagacao.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo contribuiu para a ampliacdo da base de
conhecimentos sobre as bromélias nativas da Mata Atlantica,
especialmente nos processos de estabelecimento das plantulas
relacionados com a germinacdo e o desenvolvimento pds-seminal e
relacionados a propagacdo in vitro mediante o sistema regenerativo das
culturas nodulares. Para tanto, as analises morfoldgicas e histoldgicas,
realizadas mediante o uso de microscopia Optica e eletrbnica, foram
fundamentais na identificacdo e caracterizacdo das estruturas durante os
processos avaliados.

Apresentam-se informagdes a respeito do processo de germinacéo
e formacédo da plantula, usando a espécie V. friburgensis var. paludosa, a
gual serve como modelo para as espécies mais proximas, que
apresentem um maior risco de extincdo, visto que as informagdes sobre
estes aspectos histoquimicos para o género Vriesea ndo foram
encontradas na literatura.

Contudo, ressalta-se a necessidade de pesquisas mais especificas,
relacionadas, por exemplo, a dorméncia morfoldgica nas sementes,
mobilizacdo de polissacarideos de reserva de parede, caracterizacdo
guantitativa das reservas e sua contribuicdo na germinagdo e no
estabelecimento da plantula, estudos da ultra-estrutura dos diferentes
tipos de células (do embrido, do cotilédone, dos meristemas, das CN),
entre outros, a fim de possibilitar um maior conhecimento da biologia
das bromélias e o aprimoramento dos protocolos de propagacdo que
promovam a preservacdo do patriménio genético e da biodiversidade
deste grupo de plantas.



