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RESUMO 
 
As bromélias desempenham um importante papel ecológico na 
manutenção dos ecossistemas. O extrativismo ocasionado pelo seu uso 
ornamental e a progressiva devastação de seu habitat tem aumentando o 
número de espécies enquadradas em categorias de ameaça. Entre elas, 
Vriesea reitzii Leme & Costa e Vriesea philippocoburgii Wawra, ambas 
epífitas e endêmicas da Mata Atlântica Brasileira. Neste sentido, técnicas 
de criopreservação representam uma estratégia eficiente para a 
conservação a longo prazo da diversidade genética destas espécies. Os 
principais objetivos deste trabalho foram divididos em dois capítulos, 
sendo: capítulo I: (1) criopreservar cápsulas de V. reitzii e V. 

philippocoburgii visando eliminar a contaminação durante o 
estabelecimento in vitro; (2) criopreservar as cápsulas mantendo sua 
umidade inicial; (3) ilustrar possíveis alterações morfoanatômicas nas 
sementes decorrentes da criopreservação nestas condições; e (4) comparar 
as concentrações de poliaminas livres em sementes não criopreservadas e 
criopreservadas. Capítulo II: (1) desenvolver um protocolo para a 
criopreservação de culturas nodulares (CNs) de V. reitzii; (2) testar o 
efeito de diferentes tempos de desidratação em solução de vitrificação 
(PVS2); (3) avaliar a capacidade das CNs em regenerar microbrotos após 
a criopreservação; e (4) analisar as características histológicas e 
ultraestruturais das CNs em diferentes etapas do protocolo proposto. 
Cápsulas maduras de ambas espécies foram coletas e desinfestadas. Em 
seguida, foram armazenadas em nitrogênio líquido (+NL) ou em 
geladeira (-NL). O percentual e o índice de velocidade de germinação 
foram avaliados durante 21 dias após a inoculação in vitro e o percentual 
de plântulas normais foi avaliado 60 dias após o cultivo in vitro. CNs 
induzidas a partir de sementes foram desidratadas por 0, 15, 30, 60 e 90 
min. em PVS2 e submetidas ao NL. O percentual de recuperação das CNs 
após a criopreservação foi avaliado 35 dias após o cultivo in vitro. 
Aspectos celulares foram analisados em sementes e CNs e as 
concentrações de poliaminas livres avaliadas nas sementes. Plântulas 
obtidas a partir da criopreservação das cápsulas não apresentaram 
contaminação durante o estabelecimento in vitro. Sementes 
criopreservadas com 29% e 12% de umidade apresentaram maior 
percentual de germinação, bem como maior índice de velocidade de 
germinação e maior formação de plântulas normais. Além disso, a 
criopreservação de sementes com 41 e 55% de umidade acarretou em 
alterações celulares como plasmólise, intensa vacuolização e 
descompartimentalização celular. Observou-se concentrações mais 



 
 

elevadas de poliaminas, especialmente putrescina, em sementes 
criopreservadas. Portanto, essa poliamina pode desempenhar um 
importante papel na tolerância contra danos decorrentes do 
congelamento. Na criopreservação de CNs, as maiores taxas de 
recuperação após o armazenamento em NL foram observados em CNs 
previamente desidratadas por 15 ou 30 min., 80.0 e 88.7%, 
respectivamente. CNs desidratadas com PVS2 por 15 min. e cultivadas 
em meio de cultura suplementado com ANA (2 μM) e BAP (4 μM) foram 
capazes de regenerar microbrotos após a criopreservação, comprovando 
a viabilidade do protocolo proposto. Através de análises histológicas e 
ultraestruturais foram verificadas alterações celulares nos dois 
tratamentos de PVS2 avaliados (15 e 90 min.). No entanto, a exposição 
das CNs por 15 min. apresentou menor toxidade, resultando em maiores 
taxas de recuperação. Este resultado pode estar associado com o maior 
conteúdo de lipídios e mitocôndrias, bem como grãos de amido e 
plastoglóbulos nos plastídios, os quais foram observados neste 
tratamento. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a 
criopreservação de cápsulas, estando as sementes com umidade inferior a 
29% (V. reitzii) e com 12% (V. philippocoburgii) é uma estratégia para a 
conservação destas espécies. Da mesma forma, a criopreservação de CNs 
de V. reitzii a partir do protocolo de vitrificação proposto mostrou-se 
eficiente. 
 
Palavras-chave: Bromeliaceae. Conservação. Criogenia. Poliaminas. 
Ultraestrutura. Vitrificação. 
 
  



ABSTRACT 
 
Bromeliads play an important ecological role in maintaining ecosystems. 
The extractivism caused by its ornamental use and the progressive 
devastation of its habitat has increased the number of species framed in 
categories of threat. Among them, Vriesea reitzii Leme & Costa and 
Vriesea philippocoburgii Wawra, both epiphytes and endemic to the 
Brazilian Atlantic Rainforest. In this sense, cryopreservation techniques 
represent an efficient strategy for the long-term conservation of the 
genetic diversity of these species. The main objectives of this work were 
divided into two chapters: Chapter I: (1) cryopreserving capsules of V. 

reitzii and V. philippocoburgii to eliminate contamination during in vitro 
establishment; (2) cryopreserving the capsules while maintaining their 
initial moisture; (3) to illustrate possible morpho-anatomical changes in 
the seeds resulting from cryopreservation under these conditions; (4) to 
compare the concentrations of free polyamines in non-cryopreserved and 
cryopreserved seeds. Chapter II: (1) to develop a protocol for the 
cryopreservation of nodular cultures (NCs) of V. reitzii; (2) to test the 
effect of different dehydration times on plant vitrification solution 
(PVS2); (3) to evaluate the ability of NCs to regenerate microshoots after 
cryopreservation; (4) to analyze the histological and ultrastructural 
features of NCs at different stages of the proposed protocol. Mature 
capsules of the two species were collected and disinfested. They were 
then stored in liquid nitrogen (+ NL) or in refrigerator (-NL). The 
germination and the germination speed index were evaluated for 21 days 
after in vitro inoculation and the percentage of normal seedlings was 
evaluated 60 days after in vitro culture. NCs induced from seeds were 
dehydrated for 0, 15, 30, 60 and 90 min. in PVS2 and submitted to NL. 
The recovery percentage of cryopreserved NCs was evaluated 35 days 
after in vitro culture. Cellular aspects were analyzed in seeds and NCs and 
the concentrations of free polyamines evaluated in the seeds. Seedlings 
obtained from the cryopreservation of the capsules did not present 
contamination during in vitro establishment. Cryopreserved seeds with 
29% and 12% moisture presented higher percentage of germination, as 
well as higher germination speed index and greater formation of normal 
seedlings. In addition, cryopreservation of seeds with 41 and 55% 
moisture resulted in cellular alterations such as plasmolysis, intense 
vacuolization and cellular decompartmentalization. Higher 
concentrations of polyamines, especially putrescine, were observed in 
cryopreserved seeds. Therefore, such polyamine may play an important 
role in freeze tolerance. In the cryopreservation of NCs, the highest 



 
 

recovery rates were observed in NCs previously dehydrated for 15 or 30 
min., 80.0 and 88.7%, respectively. NCs dehydrated with PVS2 for 15 
min. and cultured in culture medium supplemented with 2 μM of ANA 
and 4 μM of BAP were able to regenerate microshoots after 
cryopreservation, proving the viability of the proposed protocol. Through 
histological and ultrastructural analysis, it was possible to verify cellular 
changes in the two PVS2 treatments evaluated (15 and 90 min). However, 
the NC exposure for 15 min. presented lower toxicity, resulting in higher 
recovery rates. This result may be associated with higher content of lipids 
and mitochondria, as well as starch grains and plastoglobuli in plastids, 
which were observed in this treatment. From the results obtained, it can 
be concluded that the cryopreservation of capsules, being the seeds with 
humidity below 29% (V. reitzii) and with 12% (V. philippocoburgii) is a 
strategy for the conservation of these species. In the same way, the 
proposed vitrification protocol proved to be efficient for the 
cryopreservation of NCs of V. reitzii. 
 
Keywords: Bromeliaceae. Conservation. Cryogenic. Polyamines. 
Ultrastructure. Vitrification. 
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA  
 
O bioma Mata Atlântica é um Hotspot mundial de biodiversidade 

(MYERS et al., 2000). A família Bromeliaceae representa um importante 
componente deste bioma. Suas espécies formam um micro-habitat e 
estabelecem interações com diversas outras espécies, contribuindo 
significativamente com a biodiversidade e estabilidade do ecossistema 
onde estão inseridas (BENZING, 2000; MARTINELLI, 2000; 
DÉZERALD et al., 2018). Entretanto, o número de espécies ameaçadas 
desta família tem aumentado devido a progressiva devastação de seus 
habitats (REITZ, 1983; MARTINELLI et al., 2008; GIVNISH et al., 
2011).  

A família Bromeliaceae está dividida em oito subfamílias: 
Bromelioideae; Tillandsioideae; Navioideae; Brocchinioideae; 
Lindmanioideae; Pitcairnioideae; Hechtioideae; Puyoideae. Compreende 
3584 espécies, as quais distribuem-se em 75 gêneros (GOUDA et al. 
[cont. Atualizado]). Com exceção da espécie Pitcairnia feliciana (A. 
Chev.) Harms & Mildbr., que ocorre na costa oeste da África, as demais 
espécies ocorrem no continente americano, distribuindo-se desde o sul da 
América do Norte até a Patagônia (SMITH e DOWNS, 1974). Mais de 
50% das espécies são epífitas e cerca de 40% das bromélias registradas 
na Mata Atlântica se enquadram em alguma categoria de ameaça 
(MATTINELLI et al., 2008). Tillandsioideae Harms é a maior das oito 
subfamílias (40% das espécies), ocorrendo desde os Estados Unidos até o 
sul da Argentina e do Chile (BARFUSS et al., 2016; GOUDA et al. [cont. 
Atualizado]). Vriesea Lindley é o segundo gênero mais diverso de 
Tillandsioideae, compreendendo 226 espécies (GOUDA et al. [Cont. 
Atualizado]) e o quinto gênero mais diverso dentre as angiospermas da 
Mata Atlântica brasileira (STEHMANN et al., 2009). O bioma Mata 
Atlântica é o principal centro de diversidade do gênero Vriesea (COSTA 
et al., 2014). 

Vriesea reitzii Leme e Costa é uma bromélia epífita e endêmica, 
ocorrendo no sul do Brasil em altitudes entre 750 e 1.200 m, nos domínios 
da Floresta Ombrófila Mista (LEME e COSTA, 1991). A espécie é 
altamente vulnerável, pois Araucaria angustifolia, seu habitat epífito 
primário, teve suas populações naturais extremamente reduzidas (KLEIN, 
1990; LEME e COSTA, 1991). De acordo com o Centro Nacional de 
Conservação da Flora (CNCFlora), V. reitzii encontra-se na categoria de 
“Quase ameaçada” (NT) de extinção. Está presente também na lista de 
espécies da flora ameaçada de extinção do Rio Grande do Sul na categoria 
"Vulnerável" (VU) (CONSEMA-RS, 2002). Vriesea philippocoburgii 
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Wawra, por sua vez, é uma espécie epífita e endêmica do Brasil, presente 
nos estados do RJ, SP, PR, SC e RS (FORZZA et al., 2015). Encontra-se 
na categoria de “Menos preocupante” (LC), pelo CNCFlora e está 
presente na lista de espécies da flora ameaçada de extinção do Rio Grande 
do Sul na categoria "Em perigo" (EN) (CONSEMA-RS, 2002). 

No cultivo in vitro de bromélias observa-se um padrão de resposta 
morfogênico distinto dos sistemas regenerativos tradicionais baseados em 
organogênese e embriogênese somática. Este padrão é definido como 
culturas nodulares (CNs) (GEORGE, 1993). CNs consistem em 
aglomerados de nódulos organogênicos com coloração verde-amarelada 
a translúcida e textura friável ou levemente compacta. Protocolos para 
indução de CNs em V. reitzii já foram estabelecidos e este modelo 
regenerativo representa uma estratégia eficiente para a micropropagação 
da espécie em larga escala (GUERRA e DAL VESCO, 2010; SCHERER 
et al., 2013; DAL VESCO et al., 2014a, b). As CNs apresentam elevada 
capacidade regenerativa, culminando na produção de brotos adventícios. 
Esta característica faz com que as CNs sejam fortes candidatas para 
atuarem em processos de criopreservação. 

Diferentes estratégias são utilizadas para a indução de CNs em 
bromeliáceas. Sua origem é reportada a partir da base foliar (ALVES et 
al., 2006; RECH FILHO et al., 2009; GUERRA E DAL VESCO 2010; 
SCHERER et al., 2013; DAL VESCO et al., 2014a; CORREDOR-
PRADO et al., 2015), de sementes (DAL VESCO et al. 2014b) e 
segmentos nodais (DAL VESCO et al. 2011). Estudos sobre as 
características histoquímicas durante a indução de CNs a partir de base 
foliar e sementes em V. reitzii, indicam que a formação dessas estruturas 
parece estar relacionada com os meristemas radicular e caulinar do 
embrião quando originadas a partir de sementes (DAL VESCO et al., 
2014b; CORREDOR-PRADO et al., 2015), e relacionada com os 
meristemas intercalar e marginal quando originadas a partir dos explantes 
foliares (HOSOKI E ASAHIRA, 1980; CORREDOR-PRADO et al., 
2015). 

A criopreservação é uma técnica promissora para a conservação de 
recursos genéticos vegetais, incluindo espécies raras ou ameaçadas de 
extinção (ENGELMANN, 2011; WYSE et al., 2018). Consiste no 
armazenamento de materiais biológicos em temperaturas ultrabaixas (-
196°C), as quais interrompem a divisão celular e a maioria dos processos 
metabólicos e físicos, garantindo a conservação por longo prazo 
(GONZÁLEZ-ARNAO e ENGELMANN, 2013). Além disso, apresenta 
vantagens em relação a outros métodos como menor necessidade por 
espaço e mão-de-obra, bem como menor risco de variações somaclonais 
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e instabilidade genética (VILLALOBOS e ENGELMANN, 1995; 
ENGELMANN e DRUSSERT, 2013). 

Atualmente existem diversas técnicas de criopreservação 
(FUNNEKOTTER et al., 2017), as quais se baseiam no princípio da 
vitrificação. Definida como a transição da água diretamente da fase 
líquida para uma fase amorfa ou vítrea, evitando a formação de cristais de 
gelo intracelulares (FAHY et al. 1984). Para atingir este estado, são 
utilizadas soluções crioprotetoras concentradas, as quais proporcionam 
aumento da viscosidade celular, desidratação celular adequada e 
supressão da formação de gelo (VOLK e WALTERS, 2006). Dessa 
forma, evita-se a ruptura do sistema de membranas celulares e a perda de 
permeabilidade e compartimentalização das células, geralmente 
decorrentes do congelamento/descongelamento (SAKAI et al., 1990). 
Esta etapa, conhecida por desidratação, é crucial para garantir a 
sobrevivência e a integridade genética e fisiológica após a 
criopreservação (GONZÁLEZ-ARNAO e ENGELMANN, 2013). 

As soluções de vitrificação PVS (Plant Vitrification Solution) 
foram desenvolvidas pelo grupo Sakai, sendo as mais conhecidas e 
utilizadas para desidratar materiais antes da criopreservação (VOLK e 
WALTERS, 2006; STEGANI et al., 2017). Os componentes destas 
soluções podem ser permeáveis ou não à membrana celular (PANIS e 
LAMBARDI, 2006). Dentre os componentes mais comuns estão: 
glicerol, dimetilsulfóxido (DMSO), etilenoglicol, propilenoglicol e 
metanol, bem como uma grande variedade de açúcares, particularmente 
sacarose, trealose e rafinose (SAKAI et al., 1990; SAKAI e 
ENGELMANN, 2007; BENSON 2008). Estes agentes podem ser tóxicos 
para determinadas espécies, como é o caso do DMSO. Sendo assim, 
torna-se fundamental definir o tipo de solução utilizada na desidratação, 
bem como o tempo de contato dos materiais com a solução predefinida 
(SAKAI et al., 2008). 

Na família Bromeliaceae, o uso de técnicas de criopreservação tem 
sido relatado em espécies selvagens e domesticadas do gênero Ananas 
spp., sendo criopreservados ápices, calos organogênicos e pólen 
(GONZALEZ ARNAO et al., 1998; MARTÍNEZ-MONTERO et al., 
2012; SOUZA et al., 2016; SOUZA et al., 2018b). Outros trabalhos 
descrevem a criopreservação de grãos de pólen de espécies dos gêneros 
Aechmea spp., Guzmania spp., Tillandsia spp. e Vriesea spp. (PARTON 
et al., 2002; SOUZA et al., 2018a), além do êxito na criopreservação de 
sementes de espécies dos gêneros Alcantarea spp., Dyckia spp., 
Encholirium spp., Nidularium spp., Pitcairnia spp., Vriesea spp., 
Wittrockia spp. (TARRÉ et al., 2007; PEREIRA et al., 2010; 
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HMELJEVSKI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014; FERRARI et al., 
2016). Os estudos com sementes sugerem um comportamento ortodoxo 
das espécies avaliadas, uma vez que sobreviveram à dessecação e ao 
congelamento.  

Análises de microscopia são grandes aliadas da criobiologia, pois 
durante as diferentes etapas da criopreservação, podem ocorrer danos 
estruturais/mecânicos nas células, os quais podem ser verificados com 
auxílio destas análises. Dentre os danos já relatadas estão a plasmólise 
(ZHANG et al., 2014; VOLK e CASPERSEN et al., 2017), o aumento da 
vacuolização celular, podendo ser seguido por autofagia e morte celular 
programada (MCP) (WESLEY-SMITH et al., 2015), o aumento na 
proporção de heterocromatina em relação a eucromatina (WEN et al., 
2012; HERINGER et al., 2013) e maior conteúdo de mitocôndrias 
(SERSHEN et al., 2012; ZHANG et al., 2014).  

Além de alterações celulares, compostos bioquímicos, tais como 
as poliaminas (PAs), também podem ser afetados durante ou após os 
tratamentos criogênicos. PAs são bases nitrogenadas alifáticas de baixo 
peso molecular contendo dois ou mais grupos amino, as quais possuem 
atividade biológica potente (XU et al., 2009; VUOSKU et al., 2018; 
CHEN et al., 2019). Putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina 
(Spm) são as principais PAs encontradas em plantas, as quais estão 
envolvidas na regulação de diversos processos fisiológicos e do 
desenvolvimento (SHI e CHAN, 2014; XU et al., 2014; MUSTAFAVI et 
al., 2018; CHEN et al., 2019) e na MCP (MOSCHOU e ROUBELAKIS-
ANGELAKIS, 2014). Além disso, diversos estudos têm apresentado que 
as PAs são capazes de aumentar a tolerância a estresses abióticos, pois 
elas estabilizam a composição molecular das membranas e suprimem a 
peroxidação lipídica (HUSSAIN et al. 2011; MINOCHA et al., 2014). 

Apesar do grande número de estudos sobre as PAs, há poucos 
relatos sobre o seu papel na sobrevivência de plantas após a 
criopreservação. Ramon et al. (2002), apresentam correlação entre o 
incremento de Put e na taxa de sobrevivência após a criopreservação de 
meristemas de bananeira. Forni et al. (2010), avaliaram a concentração de 
PAs durante a criopreservação de ápices caulinares de macieira e 
Vondráková et al. (2010), associaram a presença destes compostos com a 
criotolerância de culturas embriogênicas de Picea abies. Neste sentido, as 
PAs são fortes candidatas para atuarem na criotolerância de bromélias.  

As informações existentes sobre o processo de criopreservação e 
armazenamento ex situ de bromélias endêmicas da Mata Atlântica ainda 
são insuficientes. Entretanto, este conhecimento é essencial para o 
desenvolvimento de programas efetivos para a conservação da flora 
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nativa (RODRIGUES et al., 2014). Além disso, o emprego da 
criopreservação na conservação de sementes ortodoxas também é uma 
tendência, tendo em vista a baixa longevidade apresentada por algumas 
espécies nos bancos convencionais de sementes (LI e PRITCHARD, 
2009). 
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2 CAPÍTULO I: CRIOPRESERVAÇÃO DE CÁPSULAS DE 
Vriesea reitzii Leme & Costa E Vriesea phillippocoburgii Wawra: 
ASPECTOS MORFOFISIOLÓGICOS E BIOQUÍMICOS 
 

RESUMO 
 

O objetivo do presente trabalho foi criopreservar cápsulas de Vriesea 

reitzii Leme & Costa e Vriesea philippocoburgii Wawra e analisar 
características morfoanatômicas e bioquímicas decorrentes deste 
processo. Cápsulas foram coletadas em diferentes estágios de maturação, 
sendo classificadas em diferentes grupos de acordo com a umidade inicial 
das sementes. Após 24 h de armazenamento em NL, as cápsulas foram 
descongeladas em banho-maria a 40 ℃ ± 2 ℃ por 2 min. As sementes 
foram removidas das cápsulas e inoculadas em meio de cultivo MS sem 
fitorreguladores. Parte das sementes foi utilizada para análises de 
microscopia e PAs. Germinação e índice de velocidade de germinação 
foram avaliados ao longo de 21 dias e a formação de plântulas normais 
foi avaliada após 60 dias de cultivo in vitro. A criopreservação das 
cápsulas promoveu a obtenção de sementes e plântulas livres de 
contaminação in vitro. Sementes de V. reitzii com menor teor de umidade 
(29%) resultaram em elevadas taxas de germinação (65%) e maior 
velocidade de germinação após a criopreservação. Por outro lado, 
sementes com 41 e 55% de umidade não germinaram após a 
criopreservação em decorrência de alterações celulares tais como, 
vacuolização intensa, autofagia, plasmólise e descompartimentalização 
celular. Sementes criopreservadas de V. philippocoburgii apresentaram 
elevada taxa de germinação (97%), não diferindo das sementes não 
criopreservadas (99%). Entretanto, o percentual de plântulas normais 
obtido a partir de sementes criopreservadas (73%) foi inferior ao 
percentual obtido a partir de sementes não criopreservadas (91%). 
Observou-se um incremento nas concentrações de Put em sementes 
criopreservadas de ambas espécies, sugerindo seu papel na tolerância 
contra danos decorrentes do congelamento. Maiores concentrações de 
Spd e Spm também foram encontradas em sementes de V. reitzii. 
 
Palavras-chave: Alterações morfológicas. Bromeliaceae. Criogenia. 
Morte celular programada. Putrescina. 
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ABSTRACT 
 

The objective of the present work was to cryopreserve capsules of Vriesea 

reitzii Leme & Costa and Vriesea philippocoburgii Wawra and to analyze 
morpho-anatomical and biochemical characteristics resulting from this 
process. Capsules were collected in different stages of maturation, being 
classified in different groups according to the initial moisture of the seeds. 
After 24 h of storage in LN, the capsules were thawed in a water bath at 
40 ℃ ± 2 ℃ for 2 min. The seeds were removed from the capsules and 
inoculated in MS culture medium without phytoregulators. Some of the 
seeds were used for analysis of microscopy and PAs. Germination and the 
germination speed index were evaluated over 21 days and formation of 
normal seedlings was evaluated after 60 days of in vitro culture. The 
cryopreservation of the capsules promoted the getting of seeds and 
seedlings free of contamination in vitro. Seeds of V. reitzii cryopreserved 
with lower moisture content (29%) resulted in high germination rates 
(65%) and higher germination speed index. On the other hand, seeds with 
41 and 55% moisture did not germinate after cryopreservation due to 
cellular alterations such as intense vacuolization, autophagy, plasmolysis 
and cellular decompartmentalization. Cryopreserved seeds of V. 

philippocoburgii presented a high germination rate (97%), not differing 
from non-cryopreserved seeds (99%). However, the percentage of normal 
seedlings obtained from cryopreserved seeds (73%) was lower than the 
percentage obtained from non-cryopreserved seeds (91%). It was 
observed an increase in the concentrations of Put in cryopreserved seeds 
of both species, suggesting its role in the tolerance against damages due 
to freezing. Higher concentrations of Spd and Spm were also found in V. 

reitzii seeds. 
 
Keywords: Bromeliaceae. Cryogenic. Morphological changes. 
Programmed cell death. Putrescine. 
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2.1 INTRODUÇÃO 
 

O bioma Mata Atlântica é um Hotspot mundial de biodiversidade 
(MYERS et al., 2000). Este bioma é abrigo da família Bromeliaceae, uma 
das mais ricas e diversas do continente americano (GIVNISH et al., 
2011). As espécies desta família são importantes componentes bióticos, 
pois contribuem de forma considerável para a biodiversidade das 
comunidades onde habitam (MARTINELLI et al., 2008; DÉZERALD et 
al., 2018). No entanto, o número de espécies ameaçadas tem aumentado 
devido ao extrativismo ilegal e a progressiva devastação de seus habitats 
(MARTINELLI et al., 2008). 

V. reitzii Leme e Costa é uma bromélia epífita e endêmica, 
ocorrendo no sul do Brasil nos domínios da Floreta Ombrófila Mista, 
distribuindo-se em altitudes entre 750 e 1.200 m (LEME e COSTA, 
1991). A espécie é altamente vulnerável, pois Araucaria angustifolia, seu 
habitat epífito primário, teve suas populações naturais extremamente 
reduzidas (KLEIN, 1990; LEME e COSTA, 1991). De acordo com o 
Centro Nacional de Conservação da Flora (CNCFlora), V. reitzii 
encontra-se na categoria de “Quase ameaçada” (NT) de extinção. V. 

philippocoburgii Wawra, por sua vez, é uma espécie epífita e endêmica 
do Brasil, presente nos estados do RJ, SP, PR, SC e RS (FORZZA et al., 
2015). Encontra-se na categoria de “Menos preocupante” (LC), de acordo 
com o CNCFlora. O fruto de ambas as espécies consiste em uma cápsula 
septicida e as sementes são fusiformes e possuem apêndices plumosos 
que lembram paraquedas (COSTA et al., 2014).  

A criopreservação é uma ferramenta promissora para a 
conservação ex situ a longo prazo da diversidade genética de bromélias 
(WYSE et al., 2018), sendo bastante utilizada no armazenamento de 
sementes pequenas e tolerantes à dessecação (PRITCHARD, 2004). 
Consiste no armazenamento de materiais biológicos em temperaturas 
ultrabaixas (-196°C), as quais interrompem a divisão celular e a maioria 
dos processos metabólicos e físicos (GONZÁLEZ-ARNAO; 
ENGELMANN, 2013). Esta ferramenta apresenta vantagens em relação 
a outros métodos, tais como, menor necessidade por espaço e mão-de-
obra e menor risco de variações somaclonais e de instabilidade genética 
(ENGELMANN e DRUSSERT, 2013).  

Existem poucas informações sobre os procedimentos de 
criopreservação em bromélias endêmicas da Mata Atlântica. Tais 
informações são essenciais no desenvolvimento de programas eficazes 
para a conservação da flora nativa (RODRIGUES et al., 2014). Umidades 
entre 10 e 30% em geral, diminuem a sobrevivência das sementes após a 
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criopreservação devido à formação de cristais de gelo durante os 
processos de congelamento e descongelamento (STANDWOOD, 1985). 
Entretanto, Tarré et al (2007) obteve sucesso na criopreservação de 
sementes de bromélias que apresentavam esta faixa de umidade. 

A obtenção de plântulas livres de contaminação é extremamente 
importante após a criopreservação. Porém, algumas espécies de 
bromélias, como V. reitzii, apresentam elevadas taxas de contaminação in 

vitro quando se utilizam sementes livres dos frutos, mesmo após a 
desinfestação. Estas informações foram observadas em ensaios 
preliminares com criopreservação de sementes livres desta espécie, onde 
praticamente 100% das sementes contaminaram durante a introdução in 

vitro. Os apêndices plumosos presentes nestas sementes podem ser a fonte 
destas contaminações, as quais são adquiridas durante o manuseio das 
sementes. Uma solução simples para este problema poderia ser a 
criopreservação das cápsulas ao invés das sementes livres. 

O sucesso na criopreservação pode estar relacionado com aspectos 
bioquímicos e anatômicos das sementes. Estudos anatômicos têm sido 
aliados da criobiologia. Contudo, estes estudos ainda não foram 
abordados em sementes de bromélias submetidas ao armazenamento 
criogênico. Dentre os aspectos bioquímicos, as PAs apresentam um papel 
importante neste processo. PAs são bases nitrogenadas alifáticas de baixo 
peso molecular contendo dois ou mais grupos amino, as quais apresentam 
atividade biológica potente (XU et al., 2009; VUOSKU et al., 2018; 
CHEN et al., 2019). Put, Spd e Spm são as principais PAs em plantas, e 
estão envolvidas na regulação de diversos processos fisiológicos e do 
desenvolvimento, como a MCP e a tolerância a estresses ambientais 
(HUSSAIN et al., 2011, MOSCHOU e ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 
2014, MINOCHA et al., 2014, SHI e CHAN 2014; XU et al., 2014; 
MUSTAFAVI et al., 2018; CHEN et al., 2019). 

Os objetivos do presente trabalho foram: (1) criopreservar 
cápsulas de V. reitzii e V. philippocoburgii, visando especialmente 
eliminar a contaminação durante a introdução in vitro das sementes; (2) 
criopreservar as cápsulas mantendo sua umidade inicial; (3) ilustrar 
possíveis alterações morfoanatômicas decorrentes da criopreservação 
nestas condições; e (4) comparar as concentrações de PAs livres nas 
sementes não criopreservadas e criopreservadas. 
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2.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
O experimento foi conduzido no Laboratório de Fisiologia do 

Desenvolvimento e Genética Vegetal no Centro de Ciências Agrárias da 
Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil. 
 
2.2.1 Material vegetal 
 

Cápsulas de V. reitzii foram coletadas durante a maturidade 
fisiológica, a partir de plantas matrizes localizadas em Curitibanos, 
altitude 990 m (Santa Catarina, Brasil 27º16’58’’S–50º35’04’’W), em 
abril de 2018. As cápsulas foram classificadas em três estágios de 
maturação de acordo com a posição na inflorescência. Cápsulas de V. 

philippocoburgii foram coletadas na maturação de colheita a partir de 
plantas localizadas em Florianópolis, altitude 14 m (Santa Catarina, Brasil 
S27º35’40’’S–48º30’21’’W), em setembro de 2018. 

As cápsulas foram desinfestadas em etanol 70% por 10 min., 
seguido por solução de hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) com 
Tween®20 por 40 min., seguido por três lavagens com água destilada 
estéril. Após, os frutos foram secos sobre papel filtro estéril em câmara 
de fluxo laminar durante 60 min. Sementes obtidas a partir de três frutos 
de cada estágio de maturação e espécie foram utilizadas para 
caracterização da umidade inicial através do método gravimétrico em 
estufa a 105 ± 3 ºC por 24h (ISTA, 2005). A umidade inicial das sementes 
de V. reitzii foi considerada como tratamento. 
 
2.2.2 Criopreservação 
 

Cápsulas não criopreservadas (controle) foram armazenadas em 
criotubos a 4 °C. Cápsulas criopreservadas, por sua vez, foram colocadas 
em criotubos (5mL), seguido por armazenamento em tanque contendo 
NL. Após 24 h, os criotubos foram retirados do NL e descongelados em 
banho-maria a 40 °C por 2 min. Em câmara de fluxo laminar, sementes 
oriundas de cápsulas criopreservadas e não criopreservadas tiveram seus 
apêndices plumosos removidos. Após, as sementes foram inoculadas 
sobre pontes de papel filtro, em tubos de ensaio (22 x 150 mm) contendo 
15 mL de meio de cultura líquido composto pela formulação salina MS 
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) (V. reitzii) e em tubos de ensaio 
contendo 15 mL de meio de cultura MS gelificado com 2g L-1 de 
Phytagel® (V. philippocoburgii). Os meios foram enriquecidos com 
vitaminas de Morel (MOREL e WETMORE, 1951) e sacarose (30 g L–
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1). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes de ser esterilizado 
em autoclave a 1,3 atm por 15 min. a 121ºC. As sementes foram mantidas 
em sala de crescimento a 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 16 h e intensidade 
luminosa de 50–60 µmol m−2 s−1. 
 
2.2.3 Germinação e velocidade de germinação  
 

A germinação foi avaliada diariamente por um período de 21 dias. 
A ruptura do tegumento e a protrusão do hipocótilo foram os parâmetros 
utilizados para caracterizar uma semente germinada (CHILPA-GALVÁN 
et al., 2018). O índice de velocidade de germinação (IVG) foi calculado 
através da seguinte fórmula proposta por Maguire (1962): IVG= (G1/N1) 
+ (G2/N2) + ... + (Gn/Nn), onde: G= número de sementes germinadas em 
determinada contagem; N= número de dias da semeadura à 1ª, 2ª, ... 21ª 
avaliação. O percentual de plântulas normais formadas em relação ao 
percentual de germinação foi avaliado 60 dias após a inoculação das 
sementes in vitro. 
 
2.2.4 Microscopia óptica e histologia 
 

Amostras de sementes V. reitzii e V. philippocoburgii de cada 
tratamento foram fixadas em glutaraldeído (2,5%) em tampão fosfato 0,2 
M (pH 7,2) (1:1) por uma semana. Após a fixação, as amostras foram 
lavadas três vezes em tampão fosfato, por 30 min. (BOUZON, 2006), e 
desidratadas em série etílica gradual (SANDERS et al., 1999). Após a 
desidratação, as amostras foram pré-infiltradas em historesina (Leica® 
HistoResin, Heidelberg, Alemanha) e etanol PA (1:1) por uma semana e 
infiltradas com historesina por uma semana. Secções transversais (5 μm) 
da região embrionária foram obtidas com micrótomo Slee Technik®, 
distendido em lâminas com gota de água, e mantido a uma temperatura 
de 42 ± 2° C. Após a evaporação da água, as secções foram submetidas à 
coloração com azul de toluidina (O'BRIEN et al., 1965). Aspectos 
relevantes foram identificados e capturados utilizando microscópio de 
fluorescência Leica DM5500 B. 
 
2.2.5 Poliaminas livres 
 

PAs livres foram determinadas a partir de amostras de sementes 
(aproximadamente 90 mg MF) de cada tratamento para ambas espécies 
de acordo com Silveira et al. (2004). As amostras foram maceradas em 
1,4 mL de ácido perclórico a 5% (v/v) e as PAs livres foram extraídas e 
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dansiladas. Em seguida, as PAs livres foram derivatizadas com cloreto de 
dansila e identificadas por HPLC, utilizando-se uma coluna C18 de fase 
reversa de 5 μm (Shimadzu® Shim-pack CLC ODS). O gradiente de 
acetonitrila absoluta foi programado para 65% nos primeiros 10 min., de 
65 para 100% para 10 e 13 min. e 100% para 13 e 21 min., usando 1 mL 
min.–1 de fluxo a 40ºC. A concentração de PAs foi determinada usando 
um detector de fluorescência a 340 nm (excitação) e 510 nm (emissão). 
As áreas dos picos e os tempos de retenção foram medidos por 
comparação com PAs padrão: Put, Spd e Spm. O 1,7-diaminoheptano 
(DAH) foi utilizado como padrão interno. 
 
2.2.6 Delineamento experimental e análise estatística 
 

Dois delineamentos experimentais foram estabelecidos nos 
experimentos de criopreservação. Para V. reitzii, utilizou-se o 
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 2 
(umidade inicial das sementes x com ou sem exposição ao NL), com três 
repetições. Cada unidade experimental consistiu em um tubo de ensaio, 
contendo cinco sementes. Para V. philippocoburgii, o delineamento 
utilizado foi inteiramente casualizado com dois tratamentos (com ou sem 
exposição ao NL), quatro repetições e oito unidades experimentais (um 
tubo de ensaio contendo cinco sementes). Para a determinação de PAs, 
foram utilizadas três repetições para cada tratamento considerado. 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as 
médias separadas pelo teste Tukey (5%). Utilizou-se o programa 
Statistica® (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA) para Windows® versão 7.0. 
Para atender aos pressupostos da análise de variância, os dados de 
germinação, IVG e percentual de plântulas normais foram transformados 
para a função arco seno. Concentrações de Spm em V. reitzii foram 
transformadas em escala logarítmica de acordo com Compton (1994). 
 
2.3 RESULTADOS 
 
2.3.1 Aspectos morfofisiológicos 
 
2.3.1.1 Vriesea reitzii 
 

Observou-se uma interação significativa entre criopreservação e 
teor de umidade nas sementes de V. reitzii para todas as variáveis 
analisadas. Quanto menor o teor de umidade, melhor o estado fisiológico 
das sementes após a criopreservação, refletindo em maior percentual e 
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velocidade de germinação, bem como maior sobrevivência de plântulas. 
De modo geral, as sementes criopreservadas apresentaram menor 
percentual de germinação e IVG. Por sua vez, sementes criopreservadas 
com 29% de umidade apresentaram 65% de germinação e 39% de 
plântulas normais (Tabela 1). As sementes que apresentavam umidades 
mais elevadas, 41 e 55%, não germinaram após a criopreservação (Tabela 
1). Assim, pode-se inferir que 29% de umidade seria o limite máximo 
para a criopreservação de sementes desta espécie. Sementes com maior 
teor de umidade também apresentaram menor IVG, em ambos os 
tratamentos de criopreservação, conforme foi possível observar em 
sementes não criopreservadas (-NL) (Tabela 1). 

Em relação a integridade morfológica das plântulas, não foram 
observadas alterações entre plântulas oriundas de sementes 
criopreservadas com 29% de umidade (Fig. 1a) e sementes não 
criopreservadas (Fig. 1b). Contudo, as plântulas oriundas de sementes 
criopreservadas apresentaram menor crescimento devido ao menor IVG 
(Tabela 1).  
 
2.3.1.2 Vriesea philippocoburgii 

 
Sementes de V. philippocoburgii, as quais apresentavam 12% de 

umidade média mantiveram um elevado percentual de germinação após a 
criopreservação (+NL), não diferindo das sementes não criopreservadas 
(-NL) (Tabela 1). Por sua vez, o IVG e o percentual de plântulas normais 
diminuíram com o armazenamento em NL. Apesar de inferior, a obtenção 
de 73% das plântulas íntegras morfologicamente está acima dos valores 
estabelecidos pela EMBRAPA (50%), como percentual mínimo aceitável 
de regeneração e desenvolvimento após a criopreservação (SANTOS et 
al., 2015). Do ponto de vista morfológico, as plântulas oriundas de 
sementes criopreservadas (Fig. 1c) não diferiram das plântulas oriundas 
de sementes não criopreservadas (Fig. 1d). 

Além disso, cabe ressaltar que não ocorreu contaminação fúngica 
ou bacteriana durante o estabelecimento in vitro das espécies. Por outro 
lado, durante alguns ensaios prévios, a remoção das sementes das 
cápsulas antes do procedimento de criopreservação resultava em 
praticamente 100% de contaminação, dificultando a obtenção de 
plântulas sadias. 
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Tabela 1 - Taxa de germinação, índice de velocidade de germinação (IVG) e 
percentual de plântulas normais de Vriesea reitzii (V. r) e Vriesea 

philippocoburgii (V. p) em função do armazenamento e do teor de umidade das 
sementes. Sementes não criopreservadas (-NL) e sementes criopreservadas 
(+NL) 

Espécie Umidade 
inicial 
(%) 

Germinação 
(%) 

IVG Plântulas 
normais (%) 

 -NL +NL -NL +NL -NL +NL 

V. r 

29 100Aa 65Ab 30,4Aa 4,8Ab 96Aa 39Ab 

41 97Aa 0Bb 26,6Ba 0Bb 92Aa 0Bb 

55 99Aa 0Bb 21,9Ca 0Bb 96Aa 0Bb 

V. p 12 99a 97a 64,2a 57,5b 91a 73b 

Média de três repetições. Médias seguidas por letras diferentes, maiúsculas na 
coluna e minúsculas na linha, diferem entre si pelo teste Tukey (5%). Fonte: 
PRADELLA (2019). 
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Figura 1 - Plântulas de Vriesea reitzii e Vriesea philippocoburgii após 120 e 45 
dias de cultivo em meio MS, respectivamente. Plântulas de Vriesea reitzii obtidas 
de: a Sementes não criopreservadas e b Criopreservadas. Plântulas de Vriesea 

philippocoburgii obtidas de: c Sementes não criopreservadas e d 
Criopreservadas. tg tegumento; fl folhas; ap apêndices plumosos; a, b barras = 3 
mm; c, d barras = 2 mm 

 
Fonte: PRADELLA (2019). 
 
2.3.2 Aspectos anatômicos e bioquímicos 

 
Tendo em vista que as sementes contendo 41 e 55% de umidade 

não germinaram após a criopreservação, as sementes pertencentes a estes 
grupos foram misturadas e as análises anatômicas e bioquímicas 
realizadas a partir de dois grupos apenas, sendo: o grupo com 29% e o 
grupo com 41-55% de umidade. 

Secções transversais dos embriões, obtidas a partir da microscopia 
de luz corroboram com os resultados morfofisiológicos previamente 
descritos. Sementes de V. reitzii não submetidas ao NL apresentaram 
células estruturalmente preservadas, independente do teor de umidade. 
Tais células continham citoplasma denso, pequenos e numerosos 
vacúolos e núcleo evidente (Figs. 2a, b). Este mesmo padrão foi 
observado em sementes não criopreservadas de V. philippocoburgii (Fig. 
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2c). Neste caso, o citoplasma apresentou coloração mais intensa 
indicando maior mobilização de reservas do endosperma para o embrião. 

Sementes de V. reitzii criopreservadas com 29% de umidade (Fig. 
2d) apresentaram algumas células preservadas, principalmente na região 
próxima ao procâmbio. Contudo, na maioria das células observou-se 
vacuolização, aumento da proporção do citoplasma ocupada por vacúolos 
e retração citoplasmática, indicando plasmólise celular.  

A criopreservação de sementes de V. reitzii em umidades mais 
elevadas (41-55%) promoveu intensa degradação celular (Fig. 2e). 
Praticamente todas as células estavam plasmolisadas. Observou-se 
intensa vacuolização, indicando avanços no processo de autofagia. Em 
algumas células o rompimento da membrana plasmática, seguido por 
vazamento do conteúdo celular também foi verificado. A visualização do 
núcleo ficou comprometida devido a degradação celular. Sementes 
criopreservadas de V. philippocoburgii, por sua vez, apresentaram 
estrutura celular semelhante à descrita para as sementes não 
criopreservadas (Fig. 2f). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



52 

Figura 2 - Análise histológica de secções transversais de embriões zigóticos de 
Vriesea reitzii e Vriesea philippocoburgii. a, b Células embrionárias de sementes 
oriundas de cápsulas de Vriesea reitzii não criopreservadas contendo 29 e 41-
55% de umidade, respectivamente. c Células embrionárias de sementes contendo 
12% de umidade oriundas de cápsulas de Vriesea philippocoburgii não 
criopreservadas d, e Células embrionárias de sementes contendo 29 e 41-55% de 
umidade, respectivamente, oriundas de cápsulas criopreservadas de Vriesea 

reitzii. f Células embrionárias de sementes contendo 12% de umidade oriundas 
de cápsulas de Vriesea philippocoburgii criopreservadas. PC parede celular; P 
plasmólise; V vacuolização; ponta de seta preta núcleo; seta preta procâ,mbio; 
barras a, b, c, d, e, f = 20 µm 

 
Fonte: PRADELLA (2019). 
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A interação entre umidade e criopreservação analisada para V. 

reitzii não foi significativa. Portanto, cada variável foi apresentada de 
forma independente (Tabelas 2 e 3). O armazenamento em NL promoveu 
um incremento nas concentrações de Put, Spd e Spm, possivelmente 
relacionado com mecanismos de defesa a estresse por baixas temperaturas 
(Tabela 2). 

Em relação aos diferentes teores de umidade, o nível de Put se 
manteve estável. Houve um incremento expressivo nas concentrações de 
Spd nas sementes mais úmidas. Por sua vez, as concentrações de Spm 
foram mais elevados em sementes com menor teor de umidade (Tabela 
3). Em V. philippocoburgii, as concentrações de Put foram mais elevados 
em resposta ao armazenamento em NL, assim como observado para V. 

reitzii. Este comportamento resultou em uma maior razão 
Put/(Spd+Spm). As demais PAs mantiveram-se estáveis em ambos os 
tratamentos (Tabela 4). 
 
Tabela 2 - Poliaminas livres em Vriesea reitzii em função do tipo de 
armazenamento. Sementes não criopreservadas (-NL) e sementes criopreservadas 
(+NL) 

Armazenamento Poliaminas livres (µg g-1 MF) 

Put Spd Spm Total Put/(Spd+Spm) 

-NL 6,37b 8,33b 5,79b 20,49b 0,45a 

+NL 10,05a 10,51a 11,05a 31,61a 0,47a 

Média de três repetições. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas 
diferem entre si pelo teste F (5%). Fonte: PRADELLA (2019). 
 
Tabela 3 - Poliaminas livres em Vriesea reitzii em função do teor de umidade 

Teor de umidade 
(%) 

Poliaminas livres (µg g-1 MF) 

Put Spd Spm Total Put/(Spd+Spm) 

29 8,54a 10,37a 7,03b 25,95a 0,49a 

41-55 7,88a 8,47b 9,80a 26,15a 0,43a 

Média de três repetições. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas 
diferem entre si pelo teste F (5%). Fonte: PRADELLA (2019). 
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Tabela 4 - Poliaminas livres em sementes de Vriesea philippocoburgii em função 
do armazenamento. Sementes não criopreservadas (-NL) e sementes 
criopreservadas (+NL) 

Teor de 
umidade 

(%) 

Armazena
mento 

Poliaminas livres (µg g-1 MF) 

Put Spd Spm Total 
Put/(Spd+

Spm) 

12 
-NL 4,71b 6,51a 1,69a 12,90a 0,58b 

+NL 6,29a 7,20a 1,41a 14,89a 0,73a 

Média de três repetições. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas 
diferem entre si pelo teste F (5%). Fonte: PRADELLA (2019). 
 
2.4 DISCUSSÃO 
 
2.4.1 Qualidade fisiológica das sementes 

 
O teor de água é um dos principais fatores que afetam a 

sobrevivência das sementes após o armazenamento em NL. Portanto, as 
sementes tolerantes à dessecação precisam ser secas abaixo do Teor de 
Umidade Limite para a Criopreservação (TULC) antes do resfriamento e 
do armazenamento em temperaturas abaixo de zero. Teores de umidade 
abaixo desse limite permitem que a água remanescente passe para o 
estado vítreo, evitando a formação de gelo intracelular. Por outro lado, 
umidades acima deste limite podem acarretar perdas significativas na 
viabilidade das sementes (PRITCHARD, 2007; BENSON, 2008). 

Resultados fisiológicos das sementes de bromélias obtidos neste 
estudo indicam que para V. reitzii, os valores iniciais de umidade estavam 
acima do limite referido anteriormente, o que resultou em perdas 
significativas na germinação e na velocidade de germinação das 
sementes. No caso de V. philippocoburgii, as sementes estavam de acordo 
com a faixa de umidade indicada por alguns autores para a 
criopreservação de sementes ortodoxas (8-13%) (PRITCHARD e 
NADARAJAN, 2008; HUGHES e KANE, 2018) e apesar disso, foram 
observadas perdas na velocidade de germinação e no percentual de 
plântulas normais.   

O TULC varia para cada espécie, estando em torno de 10% 
(PRITCHARD, 2007). Segundo Standwood (1985), o teor de umidade 
variando entre 10% e 30% pode diminuir a viabilidade de sementes após 
a criopreservação devido a formação de gelo intracelular durante o 
congelamento e/ou descongelamento. Hor et al. (2005) indicam uma 
relação inversa entre o conteúdo de água não congelável e o conteúdo de 
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lipídios nas sementes. Ou seja, sementes ricas em lipídios, como é 
relatado em algumas bromélias do gênero Vriesea (CORREDOR-
PRADO et al., 2014) precisam ser mais dessecadas quando comparadas a 
sementes com menor conteúdo lipídico. Isso pode explicar por que, 
mesmo com 12% de umidade, sementes de V. philippocoburgii 
apresentaram menor velocidade de germinação e menor formação de 
plântulas normais quando criopreservadas. 

A maioria dos estudos de criopreservação com sementes de 
bromélias utilizaram teores de umidade abaixo de 10% (PEREIRA et al., 
2010; HMELJEVSKI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014; FERRARI 
et al., 2016). No entanto, Tarré et al. (2007) criopreservou sementes de 
Encholirium heloisae e Dyckia ursina com 19 e 28%, respectivamente e 
não observou diferenças no percentual de germinação em relação a 
sementes não criopreservadas. Este estudo demonstra que as espécies 
podem ter diferentes respostas em relação ao TULC aceitável.  

Durante o desenvolvimento, o teor de água das sementes diminui 
gradualmente e à medida que a maturação se aproxima, a dessecação é o 
evento final para as sementes ortodoxas (BEWLEY et al., 2013). Frutos 
de V. reitzii foram coletados na maturidade fisiológica, portanto ainda não 
haviam passado pela rápida desidratação que acompanha o final da 
maturação das sementes. Este fator permitiu com que observássemos 
menor IVG em sementes mais úmidas (Tabela 1; -LN). Sementes de V. 

philippocoburgii, coletadas durante a dispersão natural, considerada 
maturidade de colheita, apresentaram maior IVG, pois o vigor em 
sementes ortodoxas aumenta logo após a rápida perda de água associada 
à dessecação por maturação (BEWLEY et al., 2013). 
 
2.4.2 Aspectos anatômicos 
 

A formação de gelo intracelular é um dos principais problemas 
relacionados com a baixa sobrevivência das plantas após a 
criopreservação. Os cristais de gelo podem ser letais por causarem danos 
na membrana celular (STEPONKUS et al., 1993) ou danos associados 
com a compressão dos constituintes celulares (SARAGUSTY et al., 
2009). Portanto, fatores como taxa de resfriamento/aquecimento, 
composição de crioprotetores e conteúdo de água celular têm sido 
manipulados a fim de evitar este problema (BENSON, 2008; LIU et al., 
2012). 

Danos observados nas células dos embriões criopreservados com 
maior conteúdo de água (Fig. 2e), os quais não sobreviveram após a 
criopreservação, provavelmente decorreram da maior formação de 
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cristais de gelo. Analisando-se as células de embriões criopreservados 
com menor conteúdo de água, verificou-se que muitas células também 
ficaram comprometidas. No entanto, células de tecidos meristemáticos, 
mais precisamente do procâmbio ou próximas a este, apresentaram-se 
mais preservadas. Estas regiões possivelmente foram responsáveis por 
garantir a germinação das sementes. Outros autores também observaram 
recrescimento a partir de células meristemáticas e do procâmbio 
(WESLEY-SMITH et al., 2015). Portanto, a suscetibilidade ao dano pode 
ser específica do tipo celular, ou seja, células mais vacuolizadas e 
diferenciadas como é o caso das células parenquimáticas podem ser mais 
sensíveis ao congelamento (VOLK e CASPERSEN, 2007). 

O aumento da vacuolização e da fusão vacuolar tem sido 
reportados em diversas espécies, em resposta a criopreservação 
(WESLEY-SMITH et al., 2001a; SERSHEN et al., 2012a, b). Em células 
do eixo embrionário de sementes recalcitrantes sob estresse por 
dessecação e/ou osmótico, estes eventos precederam a autofagia 
(WESLEY-SMITH et al., 2001b). A morte celular autofágica, também 
referida como morte celular vacuolar (DENTON et al., 2012), geralmente 
se manifesta por uma diminuição gradual no volume do citoplasma e um 
aumento concomitante no volume ocupado pelos vacúolos líticos. O 
envolvimento do citoplasma por vacúolos líticos, com posterior 
degradação dos constituintes celulares é um dos principais mecanismos 
de desmantelamento celular durante a morte celular vacuolar (VAN 
DOOR et al., 2011). A autofagia também tem sido caracterizada como 
uma via de degradação regulada de forma fina e específica para remoção 
de componentes citosólicos indesejados e organelas danificadas 
(GATICA et al., 2018).  

O aumento na vacuolização não foi visualmente observado em 
células embrionárias criopreservadas de V. philippocoburgii (Fig. 2f). 
Quando os cristais de gelo formados são pequenos (≤0,4 µm de diâmetro) 
e ficam distribuídos no citoplasma, podem não causar danos físicos 
imediatos às células (WESLEY-SMITH et al., 2014), mas eles podem 
induzir sinais para a MCP. Neste caso, quanto maior for o número de 
cristais de gelo intracelular formados durante o resfriamento, maior será 
a velocidade de resposta ao sinal de MCP (WESLEY-SMITH et al., 
2015). Isso pode explicar por que algumas sementes foram capazes de 
germinar, mas não completaram seu desenvolvimento normal. 
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2.4.3 Poliaminas livres 
 

Diversos estudos têm abordado o papel desempenhado por PAs 
em plantas sob estresses abióticos (LIU et al., 2015; HANDA et al., 2018; 
MUSTAFAVI et al., 2018; CHEN et al., 2019), especialmente sob 
temperaturas baixas (ALCÁZAR et al., 2011; PÁL et al., 2015). Contudo, 
apesar do grande interesse no metabolismo das PAs em plantas expostas 
a esses estresses, há pouca informação sobre o papel do metabolismo da 
PAs no processo de criopreservação.  

De acordo com nossas observações, a concentração de PAs foi 
maior em sementes criopreservadas, especialmente de Put, as quais foram 
maiores nas duas espécies estudadas (Tabelas 2 e 4). Concentrações mais 
elevados de PAs, especialmente Put também foram encontradas em outros 
trabalhos envolvendo criopreservação. Ramon et al. (2002) observaram 
aumento de Put em células meristemáticas de Musa spp. sobreviventes 
após o armazenamento em NL. Cuevas et al. (2008) demonstraram o 
envolvimento de Put na tolerância ao congelamento em Arabidopsis. Por 
fim, Shi et al. (2013) apresentaram que o acúmulo de Put e Spm, 
modulado pela manipulação da expressão de arginase, enzima importante 
envolvida no metabolismo da arginina (precursora das PAs), aumentou a 
tolerância de Arabidopsis às tensões de sal, seca e congelamento. 

Além das maiores concentrações de Put em sementes 
criopreservadas de V. reitzii, relatamos também maiores concentrações de 
Spd. Estudos sugerem uma ligação entre Spd e a ocorrência de morte 
celular vacuolar (MOSCHOU e ROUBELAKIS-ANGELAKIS et al., 
2014). Conforme discutido no item anterior, características de morte 
celular foram observadas em células embrionárias de sementes 
criopreservadas de V. reitzii. 

Por fim, as concentrações de Spd e Spm diferiram em relação ao 
teor de umidade das sementes. Nossa hipótese para este resultado é que a 
Spd e a Spm podem atuar em diferentes concentrações ao longo do 
processo de maturação das sementes. Pieruzzi et al. (2011) relataram que 
Spd e Spm poderiam desempenhar um papel mais importante no processo 
de germinação de sementes do que Put. Além disso, diversos relatos 
demonstram que a aplicação exógena de PAs afetaram positivamente a 
germinação, o vigor das plântulas, bem como o crescimento e 
desenvolvimento posteriores (MUSTAFAVI et al., 2018). 
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2.5 CONCLUSÃO 
 

A criopreservação das sementes dentro da cápsula foi possível, 
garantindo um percentual germinação e formação de plântulas normais 
aceitável, especialmente para V. philippocoburgii. A utilização da cápsula 
fechada ao invés das sementes livres eliminou a incidência de 
contaminação durante o estabelecimento in vitro. As cápsulas podem ser 
criopreservadas sem a dessecação prévia somente quando a coleta for 
realizada no período de dispersão natural das sementes. Alterações na 
estrutura celular tais como plasmólise, vacuolização intensa seguida por 
autofagia, ruptura da membrana celular, foram observadas em sementes 
que estavam com a umidade acima do recomendado para a 
criopreservação. O incremento nas concentrações de Put em sementes 
criopreservadas sugere a atuação desta PA na tolerância ao congelamento. 
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3 CAPÍTULO II. CRIOPRESERVAÇÃO DE CULTURAS 
NODULARES DE Vriesea reitzii POR VITRIFICAÇÃO: 
CARACTERÍSTICAS HISTOLÓGICAS E 
ULTRAESTRUTURAIS 
 

RESUMO 
 
A criopreservação garante a conservação de espécies ameaçadas que 
apresentam potencial econômico. No presente estudo estabeleceu-se um 
protocolo de criopreservação por vitrificação para culturas nodulares 
(CNs) de Vriesea reitzii Leme e Costa, bromélia endêmica da Mata 
Atlântica. CNs foram desidratadas por 0, 15, 30, 60 e 90 min. em solução 
de vitrificação (PVS2) e armazenadas em NL. Características 
morfoanatômicas e ultraestruturais foram analisadas ao longo das etapas 
criogênicas. CNs desidratadas por 15 e 30 min. apresentaram as maiores 
taxas de recuperação, 80,0 e 88,7%, respectivamente. Por outro lado, CNs 
desidratadas por 90 min. apresentaram apenas 40,8% de recuperação. 
CNs expostas por 15 min. em PVS2 e recuperadas em meio de cultura 
MS suplementado com ANA (2 μM) e BAP (4 μM) regeneraram 
microbrotos após a criopreservação. Através de análises histológicas e 
ultraestruturais alterações celulares foram observadas nos dois 
tratamentos de PVS2 avaliados (15 e 90 min.). No entanto, a exposição 
das CNs por 15 min. apresentou menor fitotoxidez, refletindo em maior 
sobrevivência, a qual sugeriu-se estar associada com o maior conteúdo de 
lipídios e mitocôndrias, bem como grãos de amido e plastoglóbulos nos 
plastídios. Este protocolo mostrou-se viável para a criopreservação de 
CNs de V. reitzii. 
 
Palavras-chave: Bromeliaceae. Criogenia. Microbrotos. 
Morfoanatomia. Plastoglóbulos. PVS2. 
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ABSTRACT 
 

Cryopreservation ensure the conservation of threatened species that have 
economic potential. In the present study established a cryopreservation 
protocol by vitrification for nodular cultures (NCs) of Vriesea reitzii 
Leme and Costa, bromeliad endemic to the Atlantic Forest. NCs were 
dehydrated for 0, 15, 30, 60 and 90 min. in plant vitrification solution 
(PVS2) and stored in liquid nitrogen (LN). Morpho-anatomical and 
ultrastructural features were analyzed along the cryogenic stages. NCs 
dehydrated for 15 and 30 min. presented the highest recovery rates, 80.0 
and 88.7%, respectively. On the other hand, NCs dehydrated for 90 min. 
presented only 40.8% recovery. Cryopreserved NCs exposed for 15 min. 
in PVS2 were able to regenerate microshoots after cultivation in MS 
culture medium supplemented with 2 μM of ANA and 4 μM of BAP. 
Histological and ultrastructural analyzes revealed cellular alterations in 
the two PVS2 treatments evaluated (15 and 90 min). However, the NCs 
exposure for 15 min. was less phytotoxicity, reflecting in higher survival, 
which is suggested to be associated with higher content of lipids and 
mitochondria, as well as starch grains and plastoglobuli in plastids. This 
protocol proved to be viable for the cryopreservation of NCs of V. reitzii. 
 
Keywords: Bromeliaceae. Cryogenic. Microshoots. Morphoanatomy. 
Plastoglobuli. PVS2. 
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3.1 INTRODUÇÃO 
 

A família Bromeliaceae é um importante componente do bioma 
Mata Atlântica (MARTINELLI et al., 2008; GIVNISH et al., 2011). Estas 
espécies contribuem de forma significativa para a manutenção dos 
ecossistemas onde habitam, pois formam verdadeiros micro-habitats, por 
meio dos quais são estabelecidas interações com diversas espécies 
(BENZING, 2000; MARTINELLI, 2000; DÉZERALD et al., 2018). 

Esta família possui 3584 espécies divididas em 75 gêneros. No 
Brasil, Vriesea Lindley compreende 226 espécies (GOUDA et al. [cont. 
atualizado]), sendo o quinto gênero mais diverso de angiospermas da 
Mata Atlântica (STEHMANN et al., 2009). V. reitzii Leme e Costa é uma 
bromélia epífita. Ocorre no sul do Brasil, nos domínios da Floresta 
Ombrófila Mista (Mata de Araucária). Distribui-se em altitudes que 
variam entre 750 e 1,200 m (LEME e COSTA, 1991). A espécie é 
vulnerável pois Araucaria angustifolia, seu habitat primário, teve suas 
populações naturais extremamente reduzidas (KLEIN, 1990; LEME e 
COSTA, 1991). 

Além da inquestionável importância ecológica, as bromélias 
destacam-se na floricultura, especialmente pela sua aparência exótica, 
exuberância, diversidade de cores, longevidade pós-colheita e alta 
aceitação no mercado mundial (SOUZA et al. 2009; NEGRELLE et al. 
2012). Genótipos com elevado potencial ornamental podem ser utilizados 
em programas de melhoramento genético para a geração de novos 
híbridos e clones (SOUZA et al. 2009). Neste sentido, o aprimoramento 
de tecnologias de armazenamento de clones obtidos a partir de genótipos 
elite, linhagens celulares com atributos especiais ou derivadas de espécies 
ameaçadas garante o melhoramento genético e apoia pesquisas 
inovadoras, além de preservar a diversidade genética das espécies. 

A criopreservação consiste no armazenamento de materiais em 
temperaturas ultrabaixas, geralmente em NL (-196°C). Nestas condições 
os processos metabólicos e de divisão celular são reduzidos e isso permite 
uma conservação a longo prazo. Além disso, os materiais são 
armazenados em pequenos espaços, necessitando de pouca manutenção. 
Atualmente, a criopreservação é considerada o único método seguro e 
econômico de conservação por longo período de tempo. (ENGELMANN 
e DUSSERT, 2013). 

Existem inúmeras técnicas de criopreservação, baseadas no 
princípio da vitrificação, definida como a transição da água diretamente 
da fase líquida para uma fase vítrea, não havendo formação de cristais de 
gelo (FAHY et al., 1984). Para atingir este estado vítreo, são utilizadas 
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soluções crioprotetoras concentradas (PVS2 e PVS3 são as mais comuns), 
as quais proporcionam aumento da viscosidade celular, desidratação 
celular adequada e supressão da formação de gelo (VOLK e WALTERS, 
2010). No entanto, o tipo de solução, bem como o tempo de exposição 
precisa ser ajustado para cada espécie e explante a fim de proporcionar a 
desidratação adequada, sem danificar as células. Danos celulares 
causados pelas soluções de vitrificação ou geradas ao longo das etapas do 
protocolo de criopreservação podem ser observados através de análises 
microscópicas, as quais têm sido grandes aliadas da criobiologia 
(SERSHEN et al., 2012; WESLEY-SMITH et al., 2015; ZHANG et al., 
2015; 2017; HALMAGYI et al., 2017). 

As CNs são definidas com uma terceira via de morfogênese 
vegetal in vitro, pois apresentam características distintas da organogênese 
e da embriogênese somática (GEORGE, 1993). Esta via tem sido descrita 
em diversas bromélias, sendo muito estudada em V. reitzii (ALVES et al. 
2006; GUERRA e DAL VESCO 2010; DAL VESCO et al. 2011; 
SCHERER et al. 2013). CNs são caracterizadas como aglomerados de 
nódulos organogênicos verde-amarelados a translúcidos com textura 
friável ou levemente compacta (DAL VESCO e GUERRA 2010; DAL 
VESCO et al. 2011; CORREDOR-PRADO et al., 2018), as quais se 
destacam pelo elevado potencial de regeneração de microbrotos 
(GUERRA e DAL VESCO, 2010; DAL VESCO et al., 2014a, 2014b). 
Devido a esta elevada capacidade regenerativa, as CNs são fortes 
candidatas para atuarem nos processos de criopreservação. 

Assim, os principais objetivos deste trabalho foram: (1) 
desenvolver um protocolo para a criopreservação de CNs de V. reitzii 
através da técnica de vitrificação; (2) testar o efeito de diferentes tempos 
de desidratação em PVS2; (3) avaliar a capacidade das CNs em regenerar 
microbrotos após a criopreservação; e (4) analisar as características 
histológicas e ultraestruturais das CNs ao longo das etapas do protocolo, 
considerando os tempos de desidratação em PVS2 que proporcionarem a 
maior e a menor taxa de recuperação. 
 
3.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.2.1 Indução de CNs 
 

A indução das CNs foi realizada de acordo com a metodologia 
proposta por Dal Vesco et al. (2014a). Cápsulas de V. reitzii foram 
coletadas na maturidade fisiológica, em abril de 2018, a partir de plantas 
mantidas em Curitibanos, altitude 990 m no estado de Santa Catarina, 
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Brasil 27º16'58''S-50º35'04'W. As cápsulas foram desinfestadas sob 
agitação com etanol 70% por 10 min, seguido por solução de hipoclorito 
de sódio a 2% e Tween® 20 por 40 min, seguido por três enxagues em 
água destilada esterilizada em autoclave. Após a desinfestação, as 
cápsulas foram abertas em câmara de fluxo laminar estéril para a extração 
das sementes e a remoção dos apêndices plumosos. Em seguida, realizou-
se a inoculação das sementes em frascos de vidro contendo 25 mL de 
meio de cultura gelificado com Phytagel® (2,0 g L-1), composto pela 
formulação salina MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e suplementado 
com vitaminas Morel (MOREL e WETMORE, 1951), sacarose (30 g L-

1) e Ácido Naftaleno Acético (ANA) (4 µM). O pH do meio de cultura foi 
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 1,3 atm durante 15 min., a 121 
°C. As CNs foram subcultivadas a cada 20 dias neste meio de cultura e 
mantidas em sala de crescimento a 25 ± 2 ° C com fotoperíodo de 16h e 
intensidade de luz de 50-60 µmol m-2 s−1, até a implementação do 
experimento de vitrificação. 

 
3.2.2 Criopreservação 
 

CNs (15 mg MF) foram criopreservadas por vitrificação conforme 
sumarizado na Fig. 1. Primeiro, as CNs foram pré-cultivadas em meio de 
cultura MS líquido suplementado com sacarose 0,3 M a 25 ℃ por 1 h. 
Após, este meio foi substituído pela solução loading (meio MS líquido + 
2,0 M de glicerol + 0,4 M de sacarose) a 25 ℃ durante 20 min. 
Posteriormente, a solução loading foi substituída pela solução de 
vitrificação PVS2 (30% de glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% DMSO e 
0,4 M de sacarose diluídos em meio MS líquido) (SAKAI et al. 1990) a 
25 ℃ por 0, 15, 30, 60 e 90 min. Após, as CNs foram inseridas em 
criotubos (2 mL) contendo 0,3 mL de PVS2, seguido de imersão em NL. 
Para cada tratamento (tempo em PVS2), um controle correspondente não 
submetido ao NL foi estabelecido. Após 24 h, os criotubos foram 
removidos do NL e descongelados em banho-maria a 40 °C durante 2 
min. Em seguida, a solução PVS2 foi substituída pela solução unloading 
(meio MS líquido + sacarose 1,2 M) a 25 ℃ por 20 min., e esta solução 
foi substituída por meio de cultura MS líquido suplementado com 
sacarose 0,3 M a 25 ℃ por 60 min. Para a recuperação, as CNs foram 
transferidas para placas de Petri contendo 15 mL de meio de cultura MS 
gelificado (Phytagel® 2,0 g L-1) e suplementado com ANA (4 µM). As 
placas foram mantidas em condições de escuro por 7 dias e por fim, 
transferidas para condições de luz. Nesta etapa, as CNs permaneceram em 
sala de crescimento com 25 ± 2 °C, fotoperíodo de 16 h dia-1 e 
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intensidade luminosa de 50-60 µmol m-2 s-1. O pH de todas as soluções 
descritas acima foi previamente corrigido para 5,8. Após 35 dias de 
cultivo in vitro, avaliou-se a recuperação através da contagem do número 
de CNs que apresentaram crescimento de novas células. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em 
esquema fatorial 5 x 2, com dez tratamentos, sendo cinco tempos em 
PVS2 (0, 15, 30, 60, 90) e duas condições de armazenamento (com ou 
sem exposição ao NL) e quatro repetições. Cada unidade experimental 
consistiu em uma placa de Petri contendo seis aglomerados de culturas 
nodulares. Os dados foram submetidos à ANOVA (P<0,05) e as médias 
separadas pelo teste Tukey (P<0,05). Utilizou-se o programa Statistica® 
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA) para Windows® versão 7.0. 
 
3.2.3 Regeneração de microbrotos após a criopreservação 
 

CNs previamente desidratadas em PVS2 por 15 min. foram 
criopreservadas de acordo com a Fig. 1. Após a etapa de recuperação na 
luz, as CNs foram transferidas para meio de cultura MS suplementado 
com ANA (2 µM) e BAP (4 µM), conforme Dal Vesco et al. (2014b), 
visando avaliar a regeneração de microbrotos. 
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3.2.4 Análises anatômicas 
 

Amostras de CNs desidratadas por 15 e 90 min. em PVS2 e 
criopreservadas de acordo com a Fig. 1 foram coletadas para análises 
morfoanatômicas e ultraestruturais nas seguintes etapas do protocolo de 
vitrificação desenvolvido: 1 (controle); 4; 5; 6; 10 (após 10 dias) e 10 
(após 35 dias), conforme a Fig. 1. 
 
3.2.4.1 Microscopia óptica (MO) 
 

Amostras de CNs foram fixadas em glutaraldeído (2,5%) em 
tampão fosfato 0,2 M (pH 7,2) (1:1) por uma semana. Após a fixação, as 
amostras foram lavadas três vezes em tampão fosfato, por 30 min. 
(BOUZON, 2006), e desidratadas em série etílica gradual (SANDERS et 
al., 1999). Após a desidratação, as amostras foram pré-infiltradas em 
historesina (Leica® HistoResin, Heidelberg, Alemanha) e etanol PA (1:1) 
por uma semana e infiltradas com historesina por uma semana. Secções 
de 5 μm das CNs foram obtidas com micrótomo Slee Technik®, 
distendido em lâminas com gota de água, e mantido a uma temperatura 
de 42 ± 2° C. Após a evaporação da água, as secções foram submetidas à 
coloração com azul de toluidina (O'BRIEN et al., 1965). Aspectos 
relevantes foram identificados e capturados utilizando microscópio de 
fluorescência Leica DM5500 B. 
 
3.2.4.1 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 
 

Amostras de CNs foram fixadas em solução de glutaraldeído 2,5% 
e sacarose 18 mM, tamponada com cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2) 
por uma semana. Em seguida, as amostras foram lavadas quatro vezes no 
mesmo tampão. A pós-fixação foi realizada com tetróxido de ósmio a 1% 
em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2 (1:1), durante 6 h à 
temperatura ambiente (PUESCHEL, 1979). As amostras foram lavadas 
duas vezes em tampão cacodilato de sódio 0,1M, pH 7,2 (30 minutos 
cada) e desidratadas em uma série crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 
90% e 100%), por 30 minutos em cada concentração, exceto a acetona 
100%, com 2 trocas de 30 minutos cada (Adaptado de COIMBRA et al., 
2004). Após a desidratação, as amostras foram infiltradas lentamente em 
resina Spurr (EMS Diasum, Hatfield, PA) e polimerizadas em moldes 
horizontais em estufa a 70 ℃ por 24 h (SPURR, 1969). Secções ultrafinas 
das CNs foram realizadas com ultramicrótomo (Leica, modelo EM UC 7) 
alocadas sobre grades de cobre e contratadas com acetato de uranila 5% 
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e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963). As imagens foram observadas 
e capturadas em microscópio eletrônico de transmissão JEM 1011 (JEOL 
Ltd., Tóquio, Japão, a 80 kV). 
 
3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.3.1 Criopreservação e regeneração de microbrotos 
 

A desidratação em PVS2 foi essencial para a recuperação das CNs 
após a exposição ao NL, bem como o tempo de exposição nesta solução, 
visto que ocorreu uma interação entre os tempos de exposição em PVS2 
e o tratamento criogênico (Tabela 1). CNs não desidratadas, nem 
submetidas ao NL apresentaram 95,8% de recuperação (Tabela 1; Fig. a). 
Por outro lado, CNs não desidratadas em PVS2 apresentaram apenas 5% 
de recuperação após armazenamento em NL (Tabela 1; Fig. 2f). CNs 
desidratadas por 15 e 30 min. apresentaram as maiores taxas de 
recuperação após armazenamento em NL (88,0 e 88,7, respectivamente; 
Tabela 1; Figs. 2g, h, respectivamente), as quais não diferiram entre si, 
nem em relação as CNs não submetidas ao NL (Tabela 1; Figs. 2b, c). Por 
outro lado, a desidratação por 60 e 90 min. resultaram nas menores taxas 
de recuperação após armazenamento em NL (37,5 e 40,8%, 
respectivamente; Tabela 1; Figs. 2i, j, respectivamente), as quais não 
diferiram entre si, nem em relação as CNs não criopreservadas (Tabela 1; 
Figs 2d, e, respectivamente). Observou-se maior fitotoxicidade após 
desidratação por 90 min., visto que apenas 55% de recuperação foi obtida 
neste tempo (Tabela 1). 

Durante a desidratação osmótica com soluções de vitrificação, as 
células podem sofrer danos por toxicidade química ou tensão excessiva, 
especialmente quando se utiliza a solução PVS2, composta por agentes 
como DMSO e glicerol, os quais penetram a membrana celular. Portanto, 
a otimização do tempo de exposição em PVS2 é a chave para encontrar 
um equilíbrio entre a desidratação celular apropriada e a toxicidade 
química (LAMBARDI et al., 2008), de modo que as células passem para 
o estado vítreo quando em contato com o NL, sem sofrer congelamento 
intracelular letal (FÁBIÁN et al., 2008; SAKAI et al., 2008). Souza et al. 
(2018b) testou diferentes tempos de exposição em PVS2 na 
criopreservação de meristemas apicais de genótipos cultivados e 
selvagens de abacaxi e verificou que o tempo dependia do genótipo 
utilizado. No entanto, de maneira geral 45 min. resultou na maior 
sobrevivência após a criopreservação. Não apenas o tempo de exposição 
em PVS2, mas o tamanho do explante, a condição fisiológica e a 
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aclimatação ao estresse osmótico ou condições de frio são fatores 
importantes que influenciam no resultado de um protocolo.  

A otimização de cada etapa pode gerar um grande impacto na 
recuperação celular e tecidual (REED, 2017). A etapa de pré-cultivo em 
0.3 M de sacarose é crucial para induzir a tolerância dos materiais a etapa 
de desidratação em PVS2 e reduzir as lesões celulares que podem gerar 
morte dos tecidos (SOUZA et al., 2016). Esta solução aumenta a 
estabilidade das membranas, promove a desidratação intracelular e 
consequente aumento da pressão osmótica (SAKAI et al., 2008). O tempo 
nesta etapa varia nos diversos protocolos, sendo em geral de um ou dois 
dias. Neste protocolo inicial estabelecemos um tempo de 60 min. para o 
pré-cultivo e adicionamos uma segunda etapa de diluição (Fig. 1, etapa 8) 
após a unloading, onde utilizamos a mesma solução e tempo usados no 
pré-cultivo. Esta etapa, por sua vez, não é muito comum nos protocolos 
de vitrificação. Contudo, permite uma adaptação lenta as novas condições 
de cultivo, podendo contribuir com a sobrevivência das CNs. Além disso, 
adicionamos uma etapa de recuperação no escuro, na qual as CNs 
permaneceram por 7 dias. Esta etapa visa reduzir os efeitos foto-
oxidativos potencialmente prejudiciais (WITHERS et al., 1988). 

A recuperação completa de culturas celulares ou culturas 
multiplicadoras de brotações é a forma adequada para julgar o sucesso de 
um protocolo de criopreservação (REED, 2017). Neste trabalho, 
observou-se tanto o desenvolvimento de novas culturas, quanto a 
regeneração de microbrotos. Na Fig. 2k é possível visualizar a 
diferenciação de microbrotos 60 dias após o cultivo in vitro de CNs 
criopreservadas, as quais foram previamente desidratadas por 15 min. em 
PVS2. 
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Tabela 1 - Percentual de recuperação de culturas nodulares de Vriesea reitzii 
cultivadas in vitro por 35 dias após as seguintes condições: CNs tratadas com 
todas as soluções, exceto PVS2 no tempo 0, mas não armazenadas em nitrogênio 
líquido (-NL); CNs tratadas com todas as soluções, exceto PVS2 no tempo 0 e 
armazenadas em nitrogênio líquido (+NL) 

Tempo em PVS2 (min.) Recuperação (%) 

-NL +NL 

0 95.8Aa 5.0Bb 

15 79.2ABa 80.0Aa 

30 75.0ABa 88.7Aa 

60 59.2ABa 37.5Ba 

90 55.0Ba 40.8Ba 

Média de quatro repetições. Médias seguidas por letras diferentes, maiúsculas na 
coluna e minúsculas na linha diferem entre si pelo teste Tukey (5%). Fonte: 
PRADELLA (2019). 
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Figura 2 - CNs, 35 dias após o reaquecimento e microbrotos de Vriesea reitzii in 

vitro. a CNs não submetidos a PVS2; b, c, d, e CNs submetidas a PVS2 por 15, 
30, 60 e 90 min., respectivamente; f CNs não submetidas a PVS2, mas submetidas 
ao nitrogênio líquido; g, h, i, j CNs submetidas a PVS2 por 15, 30, 60 e 90 min., 
respectivamente e submetidas ao nitrogênio líquido; k Microbrotos regenerados 
a partir de CNs desidratadas em PVS2 por 15 min. e criopreservadas em 
nitrogênio líquido 60 dias após o cultivo em MS gelificado e suplementado com 
ANA (2 µM) e BAP (4 µM); barras a-k = 1 mm 

 
Fonte: PRADELLA (2019). 
 
3.3.2 Respostas morfohistológicas e ultraestruturais de CNs em 
diferentes etapas da criopreservação 
 

CNs de aspecto friável com nódulos organogênicos 
indiferenciados, coloração amarelada a translúcida e morfologia 
semelhante ao relatado por Dal Vesco e Guerra (2010) foram observadas 
na Fig. 3a. 

Características de células com intensa atividade meristemática 
foram observadas através da MO de CNs não submetidas a desidratação 
em PVS2 ou ao NL (Fig. 3b). As células também apresentaram 
numerosos pequenos vacúolos, núcleos grandes e proeminentes, nucléolo 
evidente e elevada razão núcleo/citoplasma (Fig. 3b). Núcleo com 
nucléolo evidente e poucas regiões de heterocromatina foram observadas 
através das análises de MET (Fig. 3c). Células com muitas organelas, 
entre elas mitocôndrias e plastídios também foram observados (Fig. 3d). 
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Plastídios continham grãos de amido e plastoglóbulos (Fig. 3d). 
Características semelhantes também foram encontradas em meristemas 
apicais de kiwizeiro (MATHEW et al., 2018), embriões somáticos de 
Bactris gasipaes (HERINGER et al., 2013) e culturas embriogênicas de 
Araucaria angustifolia (FRAGA et al., 2016) não criopreservados. 

As CNs desidratadas em PVS2 durante 15 min. apresentaram 
estrutura celular semelhante ao controle, com exceção de algumas células 
da região interna, as quais apresentaram aumento tênue na vacuolização 
(Fig. 3e). Observou-se uma pequena retração do citoplasma (Fig. 3f; 
cabeça de seta preta), indicando plasmólise e os vacúolos se dividiram em 
várias vesículas menores como consequência da perda de água. Zhang et 
al. (2014) observaram características similares em meristemas apicais de 
cravo. Observou-se também, células com elevado conteúdo lipídico (Fig. 
3f). Após a desidratação em PVS2, verificou-se que o núcleo sofreu 
algumas alterações na forma e um leve aumento na proporção de 
heterocromatina foi verificado (Fig. 3f). Os plastídeos continham grãos 
de amido e um aparente aumento no conteúdo de plastoglóbulos nos 
plastídios foi notado (Fig. 3g). 

Células de CNs desidratadas em PVS2 durante 90 min. revelaram 
dois comportamentos distintos. Células da região periférica estavam 
aparentemente mais íntegras (Fig. 3h), quando comparadas com células 
mais internas, as quais apresentaram maior vacuolização, bem como 
plasmólise (Fig. 3i). Conforme Volk e Caspersen (2007), células 
menores, com pequenos vacúolos e citoplasma de coloração densa 
apresentam menos plasmólise após a desidratação osmótica. Por outro 
lado, células grandes e vacuoladas exibem altos níveis de plasmólise 
quando tratadas com crioprotetores. No entanto, a plasmólise é um 
processo natural que ocorre quando as células são colocadas em soluções 
hipertônicas como é o caso das soluções de vitrificação. À medida que os 
vacúolos perdem água, a membrana plasmática recua da parede celular 
(BENSON, 2008). Isso também justifica por que células muito 
vacuolizadas podem morrer após desidratação excessiva. 

Células sem plasmólise, com grande conteúdo de lipídios, 
apresentando fusão vacuolar, menor razão núcleo/citoplasma, bem como 
aumento na proporção de heterocromatina podem ser observadas em 
MET, após 90 min. de exposição em PVS2 (Fig. 3j). A fusão vacuolar, 
geralmente precedendo a autofagia (WESLEY-SMITH et al., 2001) e a 
autofagia são eventos relacionados com desidratação ou estresse osmótico 
(SERSHEN et al., 2012). Algumas células com plasmólise e plastídios 
contendo muitos plastoglóbulos também foram verificadas (Fig. 3k). 

As CNs desidratadas em PVS2 por 15 min., seguido por 
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armazenamento em NL apresentaram células plasmolisadas, 
especialmente nas regiões centrais (Fig. 3l; cabeça de seta preta) e células 
estruturalmente preservadas nas regiões periféricas (Fig. 3l). Imagens de 
MET mostraram células com pouca ou nenhuma plasmólise, aumento 
expressivo no conteúdo de lipídios, plastídios com numerosos 
plastoglóbulos e vacúolos não visíveis (Fig. 3m). Rompimento de 
membranas, plasmólise e grande número de mitocôndrias também foram 
observados (Fig. 3n). Núcleos apresentaram deformações e aumento 
acentuado na proporção de heterocromatina (Fig. 3o). Alguns plastídios 
também continham grãos de amido (Fig. 3o). 

CNs desidratadas por 90 min. em PVS2, seguido por 
armazenamento em NL apresentaram menor número de células 
estruturalmente preservadas. Grande parte delas apresentou plasmólise 
(Fig. 3p). As imagens de MET confirmaram este relato. As células 
continham lipídios, porém em quantidade inferior em relação ao 
tratamento anterior, não sendo possível identificar a maioria das organelas 
(Fig. 3q). O núcleo apresentou elevada proporção de heterocromatina e o 
nucléolo não estava evidente (Fig. 3r). Observamos ainda, células com 
parede celular degradada, membrana celular rompida, elevado grau de 
vacuolização, fusão de vacúolos e presença de estruturas que lembram 
vesículas autofágicas descritas por Zhang et al. (2015), as quais sinalizam 
eventos de MCP (Figs. 3r, s). 

O aumento no conteúdo de lipídios e a presença de grãos de amido 
nos plastídios, observado em células após a desidratação e a 
criopreservação indicam um metabolismo celular bastante ativo, os quais 
podem ter influenciado nas respostas à criopreservação (HERINGUER et 
al., 2013). Plastoglóbulos (PGs) são partículas lipoproteicas envolvidas 
por uma monocamada lipídica, presentes nos plastídios da maioria dos 
tecidos vegetais. Os lipídios dos plastoglóbulos presentes em plastídios 
consistem principalmente de prenilquinonas [em particular, 
plastoquinona-9 (PQ-9)] (BAILEY e WHYBORN, 1963; VAN WIJK e 
KESSLER, 2017). A PQ-9, por sua vez, atua na proteção dos lipídios dos 
tilacoides contra oxidação por espécies reativas de oxigênio (EROs) 
(KRUK et al., 2016). Sabemos que o estresse oxidativo induzido por 
EROs afeta seriamente a viabilidade das células vegetais durante a 
criopreservação (ZHANG et al., 2015). Assim, o aumento de PGs 
observado após a desidratação em PVS2 e após a criopreservação 
possivelmente esteja relacionado aos mecanismos de defesa celular contra 
danos gerados pelo estresse oxidativo nos plastídios. 

Diversos estudos relatam um aumento na proporção de 
heterocromatina em relação a eucromatina em células submetidas a 
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processos criogênicos (WEN et al., 2012; HERINGER et al., 2013). Este 
evento pode ser observado desde a etapa de pré-cultivo (ZHANG et al., 
2017). Alterações epigenéticas na cromatina, encontradas em plantas após 
a criopreservação sugerem modificações no padrão de expressão gênica. 
Em geral, regiões de eucromatina estão relacionadas com maior expressão 
gênica. No entanto, nestas regiões o DNA perde a associação com 
proteínas histonas, o que o torna vulnerável à digestão enzimática 
(HARDING, 2004). Neste sentido, o aumento da heterocromatina, 
observada especialmente após o armazenamento em NL pode ser um 
mecanismo de defesa das células para evitar a degradação do DNA. 
 
Figura 3 - Microscopia óptica e microscopia eletrônica de transmissão de CNs de 
Vriesea reitzii não criopreservadas, após a desidratação em PVS2 e logo após o 
armazenamento em NL. CNs não submetidas à PVS2 ou ao NL. a CNs cultivadas 
em meio MS gelificado suplementado com ANA (4 µM) (controle); b Células 
apresentando alta razão núcleo/citoplasma; c Célula com núcleo preservado e 
nucléolo evidente; d Células apresentando plastídios contendo grãos de amido e 
plastoglóbulos. CNs desidratadas em PVS2 durante 15 min. e Células com 
citoplasma denso; f Célula plasmolisada contendo muitos corpos lipídicos e 
núcleo com maior proporção de heterocromatina; g Plastídios contendo grãos de 
amido e muitos plastoglóbulos. CNs desidratadas em PVS2 durante 90 min. h 
Células preservadas; i Células plasmolisadas com maior vacuolização; j Células 
com grande conteúdo lipídico, fusão vacuolar e menor relação núcleo/citoplasma; 
k Células apresentando plastídios com muitos plastoglóbulos. CNs 
criopreservadas após desidratação em PVS2 por 15 min. l Células plasmolisadas 
na região central e células preservadas nas regiões periféricas; m Células não 
plasmolisadas, contendo muitos lipídios e plastídios ricos em plastoblóbulos; n 
Células plasmolisadas; o Núcleo com regiões de heterocromatina e plastídios 
contendo grãos de amido. CNs criopreservadas após desidratação em PVS2 por 
90 min. p Células preservadas (região superior) e células plasmolisadas (região 
inferior); q Células apresentando menor conteúdo lipídico; r Núcleo 
apresentando elevada proporção de heterocromatina; s Células intensamente 
plasmolisadas e vacuolizadas; N núcleo; PC parede celular; V vacúolo; M 

mitocôndria; P plastídio; MP membrana plasmática; RE retículo endoplasmático; 
Nu nucléolo; EN envelope nuclear; A grãos de amido; L lipídios; He 
heterocromatina; VA vesículas autofágicas; ponta de seta preta plasmólise; barra 
a = 1 mm; barra b, e, h, i, l, p = 20 μm; barra c, d, g, o, r = 1 μm; barra f, j, k, 
m, n, q, s = 2 μm 
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Fonte: PRADELLA (2019). 
 

As CNs desidratadas em PVS2 por 15 min. apresentaram algumas 
células estruturalmente íntegras e outras apresentando grandes vacúolos 
plasmólise (Figs. 4a, b) após o rápido descongelamento. Nas imagens de 
MET, foi possível observar apenas células estruturalmente afetadas, 
apresentando membrana celular rompida, elevado conteúdo de 
mitocôndrias, lipídios e vacúolos e possivelmente presença de vesículas 
autofágicas (Fig. 4c). Núcleos com estrutura alterada, nucléolo evidente 
e muitas regiões de heterocromatina (Fig. 4d). Plastídios não foram 
identificados. O aumento no número de mitocôndrias sugere um aumento 
na atividade metabólica celular (SERSHEN et al., 2012). 

CNs desidratadas em PVS2 durante 90 min. também apresentaram 
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algumas células não plasmolisadas (Fig. 4e). Contudo, outras células 
apresentaram intensa vacuolização e plasmólise (Fig. 4f). A partir das 
análises das imagens de MET, verificou-se claramente o vazamento do 
conteúdo celular, desintegração da parede celular, núcleo deformado, não 
sendo possível visualizar o nucléolo (Fig 3g). Alguns plastídios foram 
observados, contudo, não apresentavam plastoglóbulos ou grãos de 
amido, sendo possível visualizar a membrana rompida em alguns deles 
(Fig. 3h). 

Após 10 dias de recuperação na luz, CNs desidratadas com PVS2 
por 15 min. e criopreservadas apresentavam regiões com células 
sobreviventes e com crescimento de novas células (Fig. 4i). Entretanto, 
observaram-se danos aparentemente tardios, os quais não haviam sido 
verificados nas etapas anteriores. Como pode-se observar, apenas 
algumas células da região periférica mantiveram a capacidade 
regenerativa (Fig. 4j). Não é possível afirmar em qual etapa estes danos 
foram intensificados, pois após o descongelamento, as CNs passaram por 
duas etapas de diluição e uma etapa de recuperação no escuro, nas quais 
não foram realizadas coletas para este estudo. 

Imagens de MET apresentam células preservadas, possivelmente 
oriundas de regiões com crescimento de células novas. As mesmas 
características descritas nas CNs não criopreservadas foram observadas 
nestas células. Presença de muitas mitocôndrias e plastídios contendo 
plastoglóbulos e grãos de amido e aparentemente compostos fenólicos 
(Fig. 4k). Núcleo com nucléolo bastante evidente e poucas regiões de 
heterocromatina (Fig. 4l). Alguns lipídios, parede e membrana celulares 
íntegras e retículo endoplasmático (Fig. 4l). 

Após 10 dias de recuperação na luz, CNs desidratadas com PVS2 
por 90 min. não apresentaram qualquer sinal de regeneração celular (Fig. 
4m). As células apresentaram intensa vacuolização, não sendo possível 
distinguir o núcleo (Fig. 4n) As imagens de MET apresentam células em 
elevado estágio de morte celular, restando apenas o núcleo em algumas 
células (Fig. 4o). Presença de estruturas não identificadas, podendo ser 
plastídios degradados também foram observadas (Fig. 4p). 

Após 35 dias de recuperação na luz, CNs tratadas com PVS2 por 
15 min. e criopreservadas apresentaram maior multiplicação de CNs (Fig. 
4q). As células apresentavam alta razão núcleo/citoplasma e 
características de células meristemáticas (Fig. 4r). Imagens de MET 
revelaram células com núcleos e nucléolos proeminentes, mitocôndrias, 
vacúolos menores na maioria das células e menor quantidade de 
compostos fenólicos em relação a etapa anterior (Fig. 4s). Plastídios 
contendo numerosos grãos de amido também foram observados (Fig. 4t). 
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A presença de plastídios contendo numerosos grãos de amido sugere a 
recuperação do metabolismo celular (HALMAGYI et al., 2017).  

CNs tratadas com PVS2 por 90 min. e criopreservadas 
apresentaram algumas regiões com regeneração, as quais podem ser 
visualizadas na Fig. 4u. Porém, como a maioria das CNs não apresentou 
essa regeneração, as imagens na sequência representam as regiões 
necrosadas observadas em MO. Sendo assim, novamente são observadas 
células com intensa degradação e morte celular, onde os constituintes 
celulares não funcionais estão sendo autolisados pela própria célula (Figs 
4.v, w, x). 
 
Figura 4 - Microscopia óptica e microscopia eletrônica de transmissão de CNs de 
Vriesea reitzii após o descongelamento e após a recuperação in vitro. CNs 
desidratadas por 15 min. em PVS2, criopreservadas e descongeladas em banho-
maria. a Células preservadas; b Células com plasmólise; c Vacuolização intensa 
e possível ocorrência de vesículas autofágicas; d Núcleo apresentando 
modificações estruturais e alta proporção de heterocromatina. CNs desidratadas 
por 90 min. em PVS2, criopreservadas e descongeladas em banho-maria. e 
Células preservadas; f Células plasmolisadas e intensamente vacuolizadas; g 
Célula apresentando rompimento da membrana plasmática; h Células 
apresentando desintegração da parede celular e plastídios sem plastoglóbulos e 
grãos de amido. CNs desidratadas por 15 min. em PVS2, criopreservadas, 
descongeladas em banho-maria, coletadas 10 dias após a recuperação na luz. i 
Aspecto morfológico das CNs; j Células regeneradas (região periférica); k 
Células regeneradas com presença de compostos polifenólicos e plastídios 
contendo grãos de amido e plastoglóbulos; l Células apresentando núcleo com 
poucas regiões de heterocromatina. CNs desidratadas por 90 min. em PVS2, 
criopreservadas, descongeladas em banho-maria, coletadas 10 dias após a 
recuperação na luz. m Aspecto morfológico das CNs; n Células plasmolisadas; o 
Células altamente degradadas apresentando parede celular desintegrada; p 
Células apresentando núcleo degenerado e estruturas não identificadas. CNs 
desidratadas por 15 min. em PVS2, criopreservadas, descongeladas em banho-
maria e coletadas 35 dias após a recuperação na luz. q Aspecto morfológico das 
CNs; r Células com citoplasma denso e alta razão núcleo/citoplasma; s Células 
com menor conteúdo de compostos polifenólicos e núcleo contendo baixa 
proporção de heterocromatina; t Células apresentando muitos plastídios contendo 
grãos de amido. CNs desidratadas por 90 min. em PVS2, criopreservadas, 
descongeladas banho-maria e coletadas 35 dias após a recuperação na luz. u 
Aspecto morfológico das CNs; v Células altamente degradadas; w Células 
apresentando parede celular desintegrada e membrana plasmática rompida; x 
Célula em estágio avançado de morte celular; N núcleo; PC parede celular; V 
vacúolo; M mitocôndria; P plastídeo; MP membrana plasmática; RE retículo 
endoplasmático; Nu nucléolo; EN envelope nuclear; A grãos de amido; L lipídios; 
He heterocromatina; VA vesículas autofágicas; C compostos polifenólicos; ponta 



87 
 

de seta preta plasmólise; NI não identificado; barra q, u  = 1 mm; barra a, b, e, 
f, j, n, r, v = 20 μm; barra i, m = 500 μm barra d, l, p = 1 μm; barra c, g, h, k, 
o, s, t, w, x = 2 μm 

 
Fonte: PRADELLA (2019). 
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3.4 CONCLUSÃO 
 

A principal contribuição deste trabalho diz respeito ao 
desenvolvimento do primeiro protocolo de criopreservação para CNs de 
bromélias, mais especificamente para a espécie V. reitzii. Este protocolo 
promoveu altas taxas de recuperação após o armazenamento em NL de 
CNs desidratadas em PVS2 por 15 e 30 min. (80,0 e 88,7%, 
respectivamente). A regeneração de microbrotos também confirmou a 
eficiência do protocolo. Análises histológicas e ultraestruturais revelaram 
que a desidratação por 15 min. em PVS2 foi adequada para proteger um 
número suficiente de células com estrutura celular altamente preservada 
após o tratamento criogênico. Por fim, a sobrevivência das células foi 
associada à maior quantidade de lipídios e mitocôndrias no citoplasma, 
bem como maior conteúdo de grãos de amido e plastoglóbulos nos 
plastídios. 
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4 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 

Neste trabalho, sementes de duas espécies de bromélias foram 
criopreservadas dentro de suas cápsulas, garantindo taxas aceitáveis na 
formação de plântulas normais e eliminando a contaminação in vitro. 
Alterações estruturais celulares foram observadas em sementes com 
maior teor de umidade. Portanto, a dessecação das cápsulas é necessária 
antes de seu armazenamento em NL, principalmente se coletada não for 
realizada durante a maturidade de colheita. O incremento nas 
concentrações de PAs, especialmente Put, foi associado ao 
armazenamento criogênico. 

O protocolo proposto para criopreservação de CNs de V. reitzii 
mostrou-se eficiente. CNs desidratadas em PVS2 durante 15 ou 30 min. 
apresentaram 80,0 e 88,7% de recuperação após a criopreservação, 
respectivamente. Além disso, estas culturas apresentaram potencial de 
regenerar microbrotos. A desidratação durante 15 min. em PVS2 protegeu 
um número suficiente de células, as quais apresentaram características 
estruturais preservadas e foram capazes de regenerar novas células. O 
aumento no conteúdo de corpos lipídicos e mitocôndrias, bem como a 
presença de grãos de amido e plastoblóbulos nos plastídios possivelmente 
influenciaram na sobrevivência das células criopreservadas. 

Os mecanismos de ação das PAs durante as etapas de 
criopreservação ainda precisam ser elucidados, assim como o papel 
específico de cada uma delas. Estes compostos possivelmente atuam em 
conjunto com outras moléculas, como hormônios e EROs em resposta ao 
estresse desencadeado pelo congelamento. Outra direção de pesquisa diz 
respeito a aplicação exógena de PAs com a finalidade de promover taxas 
mais elevadas de sobrevivência após a criopreservação. 

O protocolo de criopreservação proposto para CNs também pode 
ser aprimorado especialmente nas etapas de diluição em MS 
suplementado com 0,3M de sacarose (verificando-se a real necessidade 
desta etapa), no tempo de recuperação em condições de escuro, o qual 
pode ser reduzido. Além disso, a solução PVS3 poderia ser testada a fim 
de diminuir os custos do processo. Neste trabalho foram utilizadas CNs 
após vários subcultivos in vitro. Sendo assim, a criopreservação de CNs 
logo após a sua indução, pode gerar resultados ainda mais promissores. 
Por fim, informações a respeito da criopreservação de CNs originadas a 
partir de bases foliares ou outros tecidos ainda são insuficientes. Dados 
preliminares indicam que o sucesso está relacionado com o grau de 
diferenciação das células. Portanto, quanto maior a indiferenciação, maior 
o potencial de sucesso na criopreservação. 


