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DESENVOLVIMENTO IN VITRO E CRIQPRESERVAQAO DE SEMENTES DE
ORQUIDEAS

RESUMO - As plantas da familia Orchidaceae sao muito apreciadas pelo
potencial ornamental, ecolégico e econdbmico. O dominio de técnicas para a
domesticagcdo e propagagao em massa das espécies € extremamente importante,
visto que, possibilita diminuir a coleta predatoria, além de reduzir o custo de
producdo das plantas. O cultivo in vitro € uma técnica que permite produzir grande
numero de plantas; entretanto, ocorrem muitas perdas durante o periodo de
aclimatizacao (ex vitro). O aprimoramento dos métodos de conservacéo de recursos
genéticos por meio de criopreservagao de sementes em desenvolvimento € uma
importante estratégia para a conservagdo de germoplasma e programas de
melhoramento genético de plantas desta familia. Este trabalho teve como objetivos
avaliar o desenvolvimento in vitro de plantulas em meio de cultura alternativo e
diferentes ambientes das orquideas Amblostoma amblostomoides e Cattleya
percivaliana, bem como, diferentes protocolos para a criopreservagdo de sementes
da orquidea lonopsis utricularioides. Nos experimentos sobre desenvolvimento in
vitro de plantulas em meio de cultura alternativo e diferentes ambientes, para cada
espeécie, o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado.
Inicialmente foram seis tratamentos (T1 - meio MS (Murashige e Skoog) + sala de
crescimento - Controle; T2 — MCA (meio de cultura alternativo) + sala de
crescimento; T3 - MCA + tela preta com 70% de sombreamento; T4 - MCA + tela
azul com 50% de sombreamento; T5 - MCA + tela preta com 50% de sombreamento
e T6 - MCA + tela vermelha com 50% de sombreamento) e quatro repeticdes com 10
plantulas por parcela avaliando-se porcentagem de sobrevivéncia; para avaliagao
dos dados biométricos, em razdo do alto indice de mortalidade, foram avaliados
quatro tratamentos para A. amblostomoides e trés tratamentos para C. percivaliana,
com 12 repeticdes para ambas as espécies, sendo uma plantula por parcela. No
experimento sobre criopreservacdo de sementes, o delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado; inicialmente foram oito tratamentos: T1 -
sementes nao congeladas — Controle 1; T2 - sementes criopreservadas sem
crioprotetores — Controle 2; T3 - glicerol 2 M (20 min) + PVS2 (10min.); T4 - glicerol 2
M (20min) + PVS2 + floroglucinol 1% (10min.); TS - sacarose 0,4 M (20 min.) + PVS2
(10min.); T6 - sacarose 0,4 M (20min.) + PVS2 + floroglucinol 1 % (10 min.); T7 -
glicerol 2 M + sacarose 0,4 M (20min) + PVS2 (10 min.) e T8 - glicerol 2 M +
sacarose 0,4 M (20min.) + PVS2 + floroglucinol 1% (10 min.) e quatro repeti¢des,
sendo cada parcela representada por um frasco contendo 3 gotas de sementes,
depois de descongeladas e retiradas das solugdes crioprotetores, para avaliagéo da
porcentagem de germinacdo; para avaliacdo dos dados biométricos, numero
plantulas e de protocormos, em razdo da baixa porcentagem de formagdo de
plantulas em alguns tratamentos, foram avaliados cinco tratamentos e quatro
repeticoes sendo trés plantulas por parcela. Em todos experimentos, foi realizada a
analise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; os dados de porcentagens foram previamente
transformados em arco-seno (x/100)"2 quando necessario. O meio de cultivo
alternativo (MCA) contendo banana, agua de coco, fertilizante NPK 10-30-20, agucar
cristal, carvao ativado e agar pode ser recomendado para o crescimento in vitro de
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Amblostoma amblostomoides e Cattleya percivaliana. O ambiente de cultivo mais
adequado para o crescimento in vitro de plantulas de Amblostoma amblostomoides e
Cattleya percivaliana foi a sala de crescimento sob condigdes controladas. Observa-
se que o uso de crioprotetores foi importante para a preservacdo das sementes, no
entanto, o uso do floroglucinol ndo foi fundamental. O tratamento mais indicado foi o
realizado com glicerol 2 M com sacarose 0,4 M (20 min) e PVS2 (10 min).

Palavras-chave: Amblostoma amblostomoides, Cattleya percivaliana,
conservagao, cultivo in vitro, lonopsis utricularioides, Orchidaceae
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IN VITRO DEVELOPMENT AND SEED CRYOPRESERVATION OF ORCHIDS

ABSTRACT - Orchids are well appreciated by ornamental, ecological and
economic potential. The improvement of genetic resources conservation methods
through seeds and protocorms cryopreservation is an important strategy for the
conservation of germplasm and plant breeding programs of this family. The domain
of techniques for domestication and mass propagation of species is very important
because, enables decreasing predation and reduce the cost of production of plants.
The in vitro culture is a technique that allows the production of a large numbers of
plants; however, there are many losses during the acclimatization period (ex vitro).
This work aimed to evaluate different protocols for cryopreservation of lonopsis
utricularioides seeds, as well as the in vitro development of seedlings in alternative
culture media and different environments of the orchids, Amblostoma
amblostomoides and Cattleya percivaliana. In experiments on cryopreservation of
seeds for each species, the experimental design was completely randomized with eight
treatments and four replications each. The treatments were: T1) seeds without
cryopreservation (control 1); T2) seeds cryopreserved without cryoprotectants (Control
2); T3) glycerol + PVS2; T4) glycerol + PVS2 + phloroglucinol; T5) sucrose + PVS2; T6)
sucrose + PVS2 + phloroglucinol; T7) glycerol + sucrose + PVS2; and T8) + sucrose +
glycerol + PVS2 + phloroglucinol and 10 repetitions. The variables analyzed were
germination percentage, number of seedlings and protocorms and development of the
seedlings formed. In the experiments on in vitro development of seedlings in an
alternative culture media and in different environments, the experimental design was
completely randomized for each species. There were six treatments [T1: MS medium
(Murashige e Skoog) - under laboratory conditions; T2: ACM (Alternative Culture
Medium) - under laboratory conditions; T3: MCA - black net with 50% shading; T4:
MCA - black net with 70% shading; T5: MCA - blue net with 50% shading and T6:
MCA - red net with 50% of shading]; and four replications with five seedlings per plot.
In all experiments, data were submitted to analysis of variance and the treatment
means were compared by Tukey test at 5% probability; Percentages data were
previously changed into arcsin (x/100)"2 when necessary. The alternative culture
medium containing banana, coconut water, NPK 10-30-20 fertilizer, granulated
sugar, activated carbon and agar, is the most recommended for the in vitro growth of
Amblostoma amblostomoides and Cattleya percivaliana. The most appropriate
environment for the growth of in vitro Amblostoma amblostomoides and Cattleya
percivaliana seedlings was the growth room with controlled conditions.

It was observed that the use of cryoprotectants was important to preserve seeds;
however, the use of phloroglucinol was not critical. The most appropriate treatment
was glycerol 2 M combined with 0.4 M sucrose (20 min) and PVS2 (10 min).

Keywords: Amblostoma  amblostomoides, Cattleya  percivaliana,
conservation, In vitro culture, lonopsis utricularioides, Orchidaceae



CAPITULO 1 — Consideragées gerais

1.1 Introducgao

As sementes das orquideas sao desprovidas de endosperma, tecido nutritivo
responsavel pela energia inicial da germinagdo. Na natureza, para que ocorra a
germinacdo das sementes dessas plantas, € necessaria uma simbiose entre certos
fungos e as orquideas (ARDITTI, 1992). Com isso, a porcentagem de sementes
germinadas € baixa no habitat natural. O cultivo in vitro desse grupo de plantas,
permite a germinacado de todas as sementes viaveis e, com isso, obter grande
numero de plantas. Porém, ainda é um método oneroso pelos custos dos reagentes
utilizados na preparagéo dos meios de cultura.

O ambiente de crescimento € outro entrave na micropropagacao de plantas
devido ao alto custo para controlar e manter, no local, a temperatura e a intensidade
luminosa adequadas ao desenvolvimento vegetal. Nesse sentido, a utilizacédo de luz
natural pode ser uma possibilidade para reduzir gastos.

As plantas dependem da luz para realizarem processos vitais, sendo um dos
fatores de maior efeito no processo morfogénico que ocorre in vitro. A intensidade,
qualidade e duracdo da luz afetam particularmente o processo fotossintético e
aqueles mediados pelo fitocromo (GEORGE, 1993; HANDRO e FLOH, 1990; KOZAI
etal., 1991; KODYN e ZAPATA-ARIAS,1998).

A coleta predatdria de orquideas contribuiu significativamente para a reducao
de sua populagdo (BATISTA et al.,, 2005) e incluiu diversas espécies na Lista
Nacional Oficial das Espécies da Flora Ameacadas de Extingdo (MMA, 2014).

A criopreservagao € o meétodo de conservagao in vitro a longo prazo, em que 0
material bioldgico € submetido a baixissimas temperaturas utilizando nitrogénio liquido
(-196 °C) ou em sua fase de vapor (-150 °C) (SANTOS, 2000). Para a criopreservagao
de orquideas, tem-se utilizado diferentes o6rgaos vegetais, tais como sementes
(NIKISHINA et al., 2001), protocormos (BIAN et al., 2002) e suspensao de células
(TSUKAZAKI et al., 2000).

O sucesso na criopreservacao depende dos diferentes niveis de tolerancia ao
congelamento de diferentes espécies, e mesmo entre diferentes tecidos de uma



mesma espécie. Geralmente estruturas menores sdo mais apropriadas, pois
desidratam e congelam mais rapido e uniformemente. A desidratagdo, congelamento,
descongelamento e regeneragdo sao etapas criticas para 0O sucesso da
criopreservagao (SANTOS, 2000).

A utilizagdo dos crioprotetores aumenta a eficiéncia na porcentagem de
sobrevivéncia de sementes ou outros 6rgéos.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o desenvolvimento in vitro de
plantulas em meio de cultura alternativo e diferentes ambientes das orquideas
Amblostoma amblostomoides e Cattleya percivaliana, bem como, diferentes

protocolos para a criopreservagao de sementes de lonopsis utricularioides.

1.2 Revisao de literatura

1.2.1. Floricultura e comercializagao de orquideas

O Brasil detém uma variedade de flores e plantas ornamentais com potencial
econdmico extremamente importante. Esse fato somado a diversidade climatica
garantem sucesso na exploracdo deste mercado do setor agricola (OLIVEIRA e
BRAINER, 2007).

Em 1950 a criagdo da Cooperativa Agropecuaria de Holambra foi um marco
importante para o desenvolvimento da floricultura no pais. Contudo a expanséao
significativa da producéo de flores e plantas ornamentais ocorreu apenas depois da
década de 90 com a criagéao do Programa de Apoio a Produgao e Exportagdo de
Frutas, Hortalicas, Flores e Plantas Ornamentais — Frupex (incentivada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) e da criagdo da organizagao
nao-governamental Instituto Brasileiro de Floricultura — IBRAFLOR (IBGE, 2004).

A producao brasileira de flores e plantas ornamentais ocorre em pequenas
propriedades. O numero de produtores aumentou de 2008 para 2013 de pouco mais
de 6.000 para 7.800. Contudo a area de produgdo nédo seguiu o0 mesmo ritmo de
crescimento, passando de 11.916 ha para 13.468 ha no mesmo periodo, 0 que
resultou na reducédo da area média de produgao de 1,98 ha, em 2008, para 1,73 ha,



em 2012, por produtor. (JUNQUEIRA e PEETZ, 2008; JUNQUEIRA e PEETZ,
2014Db).

O consumo de flores no mercado interno vem sendo responsavel pela
comercializagdo da quase totalidade produzida no pais. Com crescimento de 12 a
15% ao ano para o periodo de 2008 a 2011 e ao redor de 8% ao ano para 0s anos
subsequentes até 2013, periodo em que o pais passou por um cenario de
estagnacdo econ6mica. Desde 2008, os indices de crescimento alcangados pela
floricultura foram sempre superiores ao do crescimento econdémico nacional
(JUNQUEIRA e PEETZ, 2013; JUNQUEIRA e PEETZ, 2014b), mostrando que a
floricultura se tornou um setor seguro para investimento. Para os anos de 2014 e
2015, Junqueira e Peetz (2014b) consideram que os aspectos econdmicos para o
setor continuaram favoraveis, mesmo frente aos desafios econdmicos que se passa
no pais.

As pequenas propriedades produtoras de flores e plantas ornamentais, junto
aos demais setores da floricultura, movimentaram, em 2013, R$ 5,22 bilhdes de
reais e marcou uma estimativa de R$ 5,64 bilhdes para o ano seguinte, mantendo o
crescimento de 8% do mercado de flores no ambito nacional. O saldo do balango
comercial brasileiro apresentou-se negativo de 2011 a 2013 e a cada ano menor que
o0 ano anterior, em decorréncia da reducdo das exportagdes, frente a crise
econdmica internacional e aumento das importagdes, atingindo US$ -18,12 milhdes
de ddlares. Somente as importagdes de mudas de orquideas atingiram US$ 10,739
milhdes de dolares em 2013 (JUNQUEIRA e PEETZ, 2014a; JUNQUEIRA e PEETZ,
2014b).

O consumo per capita nacional de flores e plantas ornamentais é de US$
6,50, muito baixo quando comparado a outros paises. Na Suigca e na Noruega, por
exemplo, o consumo per capita chega a US$ 170,00 e US$ 143,00,
respectivamente, na Alemanha US$ 137,00, nos EUA US$ 36,00 e na Argentina
US$ 25,00. Esse fato se deve a aspectos econémicos e culturais, os quais
promovem picos de vendas em datas festivas (IBRAFLOR, 2011).

As orquideas participam do mercado da floricultura por sua beleza, variedade
de espécies e pelo valor econdmico agregado. O mercado brasileiro tem vantagens

na producdo e comercializacdo dessas plantas pelo fato da existéncia natural de



uma diversidade ampla de géneros e de espécies; de fatores climaticos favoraveis
ao cultivo, principalmente pela temperatura e pelo regime hidrico; e por apresentar
fontes de substratos variaveis, sendo a fibra de coco e a casca de pinus dois
exemplos disponiveis no mercado nacional (OLIVEIRA e BRAINER, 2007). A
orquideocultura obteve expressivo acréscimo de produtividade, principalmente pela
introdugdo de novas tecnologias associadas a novas espécies e variedades
disponibilizadas no mercado, refletindo um incremento do comércio destas plantas
dentro e fora do Brasil (TAKANE e YANAGISAWA, 2007).

O Dia das Maes e o Dia dos Namorados concentram as duas mais
importantes datas para o comércio de flores e plantas ornamentais no mercado
brasileiro, sendo a composi¢do das vendas baseada no bindmio: rosas vermelhas
(corte) e orquidea do género Phalaenopsis (vaso) que, tradicionalmente, domina o
mercado (JUNQUEIRA e PEETZ, 2011).

1.2.2. Familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae é dividida em 88 subtribos, com mais de 600 géneros e
um numero de espécies compreendido entre 20.000 e 35.000. No Brasil existe entre
2500 e 3500 espécies divididas em torno de 200 géneros (JOLY, 1983; MENEZES,
1987; SUTTLEWORTH et al., 1997; TAKAHASHI, 2006; WATANABE et al., 2002).

As orquideas sao plantas herbaceas, perenes, monocotiledbneas e
apresentam habito de crescimento simpodial ou monopodial. Nao sao parasitas e
podem ser classificadas como rupicolas (se desenvolvem sobre rochas), terrestres
ou epifitas de acordo com o meio o qual se desenvolvem. As flores sdo compostas
por trés sépalas e trés pétalas, sendo que dessas pétalas, uma é diferenciada e
denominada labelo e tem a funcédo de atrair agentes polinizadores (SILVA, 2003;
SUTTLEWORTH et al., 1997).

As plantas do género Amblostoma apresentam caules fusiformes, sobre
rizoma curto. As folhas sao limitadas ao terco superior do caule e dispostas
alternadas entre si e possuem formato linear-lanceoladas. As flores s&o albo-
esverdeadas, com labelo na base ciatiforme soldado com a coluna e dividido em trés

lobos oblongos e obtusos ou truncados acima desta parte. Geralmente ocorrem em



arvores altas, formando grandes touceiras e preferem matas mais secas. Sao
descritas cinco espécies, dentre elas a Amblostoma amblostomoides (LUZ e
OLIVEIRA, 2012).

O género Cattleya é caracterizado por flores de tamanho grande e labelo ndo
fundido a coluna, a qual apresenta-se nao protrusa dorsalmente, e, também, por
apresentar 4 polinias (Withner, 1988, citado por VAN DEN BERG, 1996). As plantas
do género Cattleya apresentam rizomas semi-lenhosos, ligeiramente reptantes, dos
quais saem um ou dois grupos de raizes e um novo ramo a cada estagdo de
crescimento. Este ramo (ramicaule) da origem aos pseudobulbos, que podem ser
classificados como fusiformes, claviformes, achatados lateralmente ou finalmente,
alongados e finos (para espécies bifoliadas). Existem dois grupos de espécies: o
primeiro tem pseudobulbos fusiformes e fortemente comprimidos lateralmente e com
apenas uma folha (unifolioladas), e o segundo apresenta pseudobulbos cilindricos e
clavados com duas folhas (bifolioladas), sendo que ocasionalmente surgem trés folhas
(Braem, 1984, citado por VAN DEN BERG, 1996). A inflorescéncia & geralmente
terminal e as gemas florais sdo envolvidas por uma ou duas bracteas, nomeadas de
espata. O labelo tem estrutura bem mais elaborada que as demais pecas e envolve a
coluna (Withner, 1988, citado por VAN DEN BERG, 1996).

Cattleya percivaliana é nativa dos Andes Venezuelanos e possui habito
rupicola. Apresentam de 2 a 5 flores com didmetro de 10-18 cm. Esta espécie prefere
locais com maior intensidade luminosa e menor quantidade de agua do que outras
espécies do género Cattleya (SOARES et al., 2008).

A espécie lonopsis utricularioides, de modo geral, apresenta folhas que
ocorrem aos pares a partir da base de um pseudobulbo pequeno, com coloragao
avermelhada. A planta é pequena com raizes longas e finas. As inflorescéncias séo
longas e do tipo panicula; as sépalas laterais sdo unidas e mais curtas que o labelo,
que é relativamente largo, formando flores com cerca de 13 mm de didmetro.
Apresentam flores de coloragdo bastante destacada rosa a avermelhadas, em grande
numero e podem durar até 30 dias (CARDOSO e ISRAEL, 2005). A floragao ocorre
nos meses de novembro a fevereiro. Tem elevado potencial ornamental devido ao
grande numero de flores por panicula. lonopsis utricularioides tém habito epifito e séo

nativas de bioma Cerrado o que confere caracteristicas de cultivo em temperaturas



variando de 20 a 35 °C e luminosidade média (50 a 60% da luz natural). O cultivo
recomendado é com substrato que apresenta boa drenagem, devido ao grande
numero de raizes finas e longas. Nao suporta excesso de umidade e consequente falta
de oxigenagao nas raizes (CARDOSO, 2014).

A polinizagao natural de lonopsis utricularioides € afetada pelas flores que nédo
apresentam recompensas florais aos polinizadores. Esse fato confere uma polinizacao
insuficiente, pois as flores sdo raramente visitadas por polinizadores resultando, assim,
em baixa producao de frutos. Esta espécie, ainda, apresenta autoincompatibilidade na
polinizacao, dificultando a formagéo de sementes (MONTALVO e ACKEMAN, 1987).

1.2.3. Multiplicagao in vitro de orquideas

As orquideas foram as primeiras plantas a serem propagadas in vitro,
utilizando sementes como material de propagacao, realizada por Lewis Knudson, em
1921 nos EUA (assimbioticamente) e por Noél Bernard, em 1990 na Franga
(simbioticamente) (ARDITTI e KRIKORIAN, 1996).

As sementes de orquideas sao desprovidas de endosperma e, geralmente,
dependentes de associacbes micorrizicas para germinagdo (ARDITTI, 1992).
Naturalmente a porcentagem de germinagdo dessas sementes é ao redor de 3%,
variando de uma espécie para outra (BERG, 1998). Contudo, essa dificuldade tem
sido superada pela adocgéo de técnicas de cultura de tecidos, mais especificamente
por meio da germinagao assimbidtica de sementes in vitro (ALAM et al., 2002) e
cultura de meristemas, possibilitando assim a expansao comercial.

A partir dos trabalhos de Lewis Knudson (1921), que possibilitou a reproducao
de orquideas por sementes, cultivando em meio de cultura, tém surgido inUmeras
formulacbes desses meios visando otimizar e baratear o desenvolvimento in vitro
dessas plantas (CAMPOS, 2004).

A técnica de semeadura in vitro de orquideas era restrita aos laboratoérios de
biotecnologia, pois demandava estruturas e materiais de elevados custos (CAMPOS,
2002). Ventura (2002) verificou que o meio de cultura MS é o mais empregado em

experimentos de propagacgao in vitro de orquideas e, também, que na maioria dos



trabalhos (quase 67% das vezes em que foi empregado) foi simplificado ou
substituiram-se os sais por nutrientes formulados.

A composicdo do meio de cultura € essencial para a germinagao e
desenvolvimento das sementes e plantas cultivadas in vitro, pois concentra os
nutrientes necessarios para sua nutricdo (UNEMOTO et al., 2006). Deve também dar
condigdes de desenvolvimento para as plantas, por um periodo relativamente longo.
Por isso, substancias organicas sao adicionadas ao meio de -cultura para
complementar as substancias biossintetizadas pelas células vegetais e para suprir
as vias metabdlicas, energéticas e estruturais destas (CALDAS et al., 1998).
Contudo, Campos (2002), afirmou ndo existir um protocolo para cada género ou
espécie de orquideas, fato que se mantém atual pelo grande nimero de géneros e
espécies a ser estudado somado ao desenvolvimento lento das plantas da familia
Orchidaceae, que culminam no ritmo lento em obtencdo de resultados para a
elaboracgao de protocolos especificos.

A sacarose € a fonte de carbono mais utilizada e mais empregada em
concentragéo entre 2% e 3%. Para algumas espécies é utilizado também glicose ou
frutose como fontes de carbono (REGO-OLIVEIRA et al., 2003). A adigdo de
sacarose no meio de cultura esta relacionada ao incremento da biomassa pela
incorporagao do carbono. No entanto, o excesso de sacarose inibe a sintese de
clorofila, reduzindo a capacidade fotossintética (Riek et al., 1997 citados por
ARAUJO et al., 2007).

No cultivo de orquideas in vitro existem varios relatos da utilizagado de polpas
de frutas na formulagdo de meios nutritivos, como polpa de banana (WITHNER,
1974; STANCATO et al., 2008) que foi utilizada pela primeira vez em meio de cultura
para germinagcao de sementes de orquideas no Brasil (ARDITTI e ERNST, 1992).
Esta fruta é reconhecida como importante componente para o meio de cultivo de
orquideas. Diversos autores sugerem que a polpa da banana é o melhor suplemento
para a diferenciacdo de 6rgaos e promotor do crescimento de raizes e folhas de
orquideas in vitro (VALMAYOR e PRICE, 1970; CALDAS et al., 1998; STANCATO et
al., 2008).

O enriqguecimento do meio de cultura com polpa de banana madura

homogeneizada possibilitou o aumento da taxa de germinacdo, redugdo na



mortalidade dos protocormos e demonstrou estar associado a formacado de maior
numero de folhas quando adicionado a carvao ativado em estagios de crescimento
in vitro de Psygmorchis pusilla (VAZ, 2002).

O emprego desses compostos auxilia o desenvolvimento de plantulas,
permitindo maior vigor e crescimento durante essa fase. A suplementagdo de meio
de cultura para orquideas com complexos organicos € um método simples, pratico,
benéfico e conveniente para enriquecer meio de cultivo para produgao comercial
(ICHIHASHI e ISLAM, 1999).

A agua de coco é efetivamente utilizada como componente de meio para a
cultura de tecidos desde 1941. No cultivo de sementes de orquideas, foi verificado
um efeito estimulante para Paphiopedilum e Vanilla. Ela contém um grande espectro
de substancias bioquimicas que podem atuar como fatores de crescimento isolados
ou com efeito sinérgico com outras substancias (ARDITTI e ERNST, 1992). E o
aditivo que mais tem sido utilizado para varias espécies; contém sais minerais, mio-
inositol e citocinina(s) e também nucleotideos e outros compostos orgéanicos
(CALDAS et al., 1998).

Segundo Villalobos et al. (1994), alguns autores sugerem o meio Knudson C
suplementado com 60 g L' de polpa de banana para orquideas do género
Stanhopea e Vacin e Went suplementado com 25% (v/v) de agua de coco para 0s
géneros Cattleya, Encyclia e Oncidium.

Para a obtencdo de mudas comercializaveis, provenientes do cultivo in vitro, é
necessario o desenvolvimento de diversas etapas: coleta do material vegetal,
esterilizacdo e inoculagdao do explante no meio de cultura in vitro, regeneracao
vegetal, multiplicagdo, elongagao, enraizamento e aclimatizacdo (TOMBOLATO e
COSTA, 1998),

O processo de aclimatizacdo consiste em retirar as plantulas da condi¢ao in
vitro e transferi-las para a condigdo ex vitro (casa de vegetacdo), controlando os
fatores que possam limitar o seu desenvolvimento, como temperatura, luminosidade,
umidade, substrato e nutrientes (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990). Essa é uma
das etapas mais complicadas, pois a plantula passa a ser exposta a possiveis

infeccbes causadas por microrganismos (COSTA, 1998).



1.2.4. Qualidade da luz

Os processos fisiologicos das plantas sdo afetados pela radiagéo solar de
acordo com a duragdo, intensidade e qualidade, afetando a fotossintese,
fotomorfogénese e fototropismo, resultando na alteragdo do desenvolvimento da
planta e da producdo de flores. A intensidade e qualidade da luz pode limitar ou
otimizar esse desenvolvimento de acordo com a espécie (SHAHAK et al., 2004a;
MELEIRO e GRAZIANO, 2007).

Telas de coloragao preta séo utilizadas na produgéo agricola, principalmente
no cultivo de plantas ornamentais, para reduzir a irradiacdo solar, pois muitas
dessas espécies sao plantas cultivadas a meia sombra (MEIRELLES et al., 2007).
Essas telas, conferem maior sombreamento, prote¢cdo contra o vento, granizo e
pragas. Elas atuam na manutencdo do microclima das estufas, conferindo maior
umidade relativa do ar e reduzindo a temperatura (SHAHAK et al., 2004a, 2004b).
As telas geram luminosidade uniforme e atuam como filtros neutros da radiagéo
solar, ou seja, nao influenciam na qualidade da luz (OREN-SHAMIR et al., 2001).

As plantas, por meio de moléculas de clorofila, absorvem luz equivalentes ao
espectro luminoso azul e vermelho (430 a 660 nm). A absorgéo da luz azul excita a
molécula da clorofila a um estado energético mais elevado do que a absorgéo de luz
vermelha. Ja durante a absor¢cdo da luz vermelha, um dos processos que podem
ocorrer, além da liberagdo de calor, € o processo fotoquimico, que provoca a
ocorréncia de reag¢des quimicas, como a fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2004).

As telas coloridas modificam a luz solar incidente, e também permitem a
passagem da luz natural, podendo alterar a qualidade da luz incidente, bem como
sua intensidade (SHAHAK et al., 2004a;0REN-SHAMIR et al., 2001), diferente das
telas pretas.

A tela azul transmite luz verde e azul (400-540 nm) e absorve a luz vermelha
(550-660 nm), as telas vermelhas transmitem luz acima de 590 nm, que
correspondem a regido do espectro absorvidas pelas plantas, responsaveis pela
maior eficiéncia fotossintética (SHAHAK et al., 2004b).

As telas de coloracdo vermelha sao responsaveis por um crescimento

vegetativo mais intenso, com maior vigor, crescimento de ramos, hastes florais e
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maiores frutos. O oposto é observado em telas azuis para producdo de frutos
(OREN-SHAMIR et al., 2001; SHAHAK et al., 2004a; STAMPS e CHANDLER, 2008).

A producéo de flores e plantas ornamentais apresenta vantagens com o uso
de telas coloridas, pois estas podem resultar na diminui¢éo de tratos culturais, como
poda, e a reducdo da aplicagdo de produtos quimicos, como os reguladores de
crescimento (OREN-SHAMIR et al., 2001).

As telas de coloracao preta, também podem apresentar vantagens sobre as
malhas coloridas. Stamps e Chandler (2008), por exemplo, conseguiram maior
produtividade de folhagens ornamentais cultivadas sob telado preto, em comparagao
ao cultivo sob telas vermelhas, azuis ou verdes, todas com 70% de sombreamento,
sem alterar a durabilidade pos-colheita das hastes.

Zancheta (2011) concluiu que o telado preto com sombreamento de 50% foi
o0 mais eficiente para crescimento de palmeiras de acgai, seguido pelo telado
vermelho com 50% de sombreamento. As maiores médias de massa seca, no
entanto, foram obtidas sob telado preto com sombreamento de 30 e 50%.

Meirelles et al. (2007), ndo obtiveram resultados diferenciados de
crescimento ou desenvolvimento quando cultivaram palmeiras-rafia sob telas pretas
com 50 e 80% de sombreamento, vermelha com 50% de sombreamento e azul com
50% de sombreamento, embora a tela azul tenha proporcionado maior crescimento
inicial.

Algumas plantas tém a capacidade de se adaptarem a uma grande
amplitude de regimes de luz, crescendo como plantas de sombra em locais
sombreados e como plantas de sol em areas ensolaradas (TAIZ e ZEIGER, 2004).
Mas também, modificacdes nas condi¢gdes de luminosidade a que uma espécie ja
esta previamente adaptada pode acarretar diferentes respostas em suas
caracteristicas fisiolégicas, bioquimicas, anatdmicas e de crescimento (CARVALHO
et al., 2006). Quando se compara plantas cultivadas sob sol pleno com plantas em
locais mais sombreados, as primeiras produzem folhas muito mais espessas, e as
células do parénquima paligadico e do parénquima esponjoso se tornam mais longas
(TAIZ e ZEIGER, 2004).
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A intensidade luminosa pode limitar ou otimizar a producdo de flores, de
acordo com a espécie, além de influenciar a taxa fotossintética e consequente
desenvolvimento vegetativo de plantas (MELEIRO e GRAZIANO, 2007).

Poucos estudos foram encontrados na literatura sobre a influéncia do
ambiente no desenvolvimento de plantulas de orquidea in vitro ou durante a
aclimatizagdo; Araujo et al. (2009) estudaram o efeito de telas coloridas (azul e
vermelha) em ambiente natural (casa de vegetacgao) e artificial (sala de crescimento)
e sala de crescimento sem tela, visando verificar alteracbes anatémicas foliares e
caracteristicas biométricas em Cattleya loddigesii e verificaram que o ambiente de
cultivo promove alteragdes anatdbmicas e biométricas nas plantulas; as alteragdes
promovidas pelo cultivo em Iluz natural evidenciaram maior capacidade
fotossintética, por meio de maior diferenciacéo dos tecidos clorofilianos, promovendo
uma superficie foliar anatomicamente adaptada a fase de aclimatizagao.

Estudando o efeito do ambiente natural (casa de vegetagdo com
sombreamento de 50% e sem sombreamento), artificial (sala de crescimento) e
concentragbes de sacarose no meio de cultura no desenvolvimento in vitro de
Cattleya walkeriana, Dignart et al. (2009) concluiram que o ambiente de cultivo altera
as respostas de plantulas cultivadas in vitro, recomendando o uso da luz natural.

Ja Pasqual et al. (2011), estudando a influéncia do ambiente de cultivo
(natural — casa de vegetagdo com sombreamento de 70% e artificial — sala de
crescimento) e de concentragdes de silicato de calcio no crescimento in vitro de
Brassavola perrine e um hibrido do género Laelia, verificaram, para ambas
orquideas estudadas, maior desenvolvimento foi obtido em sala de crescimento.

Estudando aspectos anatémicos da orquidea Laelia purpurata, Silva Junior et
al. (2012) observaram maior espessura de velame quando as plantas foram
cultivadas em casa de vegetagdo comparado com a sala de crescimento. Porém, os
mesmos autores, revisando a literatura, relatam que, embora diversos trabalhos
tenham confirmado efeitos morfologicos e fisioldégicos da qualidade de luz nas
plantas, as respostas variam de acordo com a espécie estudada.

As diferentes condi¢des de luminosidade influenciam o desenvolvimento e a
floracdo distintamente de acordo com a espécie em questdo. Por essa razao, é

necessario estudar os efeitos da intensidade e qualidade da radiagéo para contribuir
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com o conhecimento dos efeitos causado nas plantas ornamentais e desenvolver, a
partir dos resultados gerados, tecnologias de cultivo para os produtores (SHAHAK et
al., 2004b).

1.2.5. Armazenamento de sementes de orquidea e criopreservagao

Uma pratica comum dos produtores de orquideas e colecionadores € o
armazenamento de polens e sementes de orquideas em baixas temperaturas
(ARDITTIl e ERNST, 1992).

Sementes de orquideas foram primeiramente armazenadas num trabalho
realizado em 1915, por Jancke, em que foram mantidas em tubos de ensaios e
envelopes, em locais frio e escuro e mantiveram a viabilidade por até um ano
(PRITCHARD e SEATON, 1993).

No entanto, esse periodo de armazenamento € curto e, no caso das sementes,
ocorre perda da viabilidade com o aumento no periodo de armazenamento
(ALVAREZ-PARDO e FERREIRA, 2006) e parece estar relacionado ao teor de agua
das sementes. Os mesmos autores avaliaram o armazenamento de dezesseis
espeécies de orquideas armazenadas em diferentes condi¢gdes de temperatura e
periodos e verificaram que sementes de orquideas armazenadas a 5 °C por até 42
meses, com teor de agua proximo a 6%, tiveram redugédo da viabilidade quanto
maior o tempo de armazenamento.

A criopreservagao € o método de conservacao in vitro a longo prazo, em que o
material biologico € submetido a temperaturas extremamente baixas utilizando
nitrogénio liquido (-196 °C) ou em sua fase de vapor (-150 °C) (SANTOS, 2000). Para
a criopreservacao de orquideas, diferentes 6rgaos vegetais podem ser utilizados, tais
como, protocormos (BIAN et al., 2002), suspensédo de células (TSUKAZAKI et al.,
2000) e sementes (NIKISHINA et al., 2001).

O sucesso na criopreservacao depende dos diferentes niveis de tolerancia de
diferentes espécies, e mesmo entre diferentes tecidos de uma mesma espécie.
Geralmente estruturas menores sdo mais apropriadas, pois desidratam e congelam
mais rapido e uniformemente. A desidratagcdo, congelamento, descongelamento e

regeneragao sao etapas criticas para o sucesso da criopreservagao (SANTOS, 2000).
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A vitrificagdo € um método de criopreservacao que consiste em tratar o material
vegetal com uma solugdo concentrada de lavagem inicial (glicerol 2,0 M e/ou sacarose
0,4 M). Em seguida, desidratar o material vegetal por intermédio de uma solugéo
altamente concentrada, sendo a solugao vitrificante utilizada a PVS2 (Plant Vitrification
Solution 2) com base em glicerol e com molaridade igual a 7,8 M e congelamento
rapido. Para resgatar o material, o processo baseia-se no aquecimento rapido a 40 °C,
remocao dos crioprotetores e inoculagdo em meio de cultivo (VENDRAME et al., 2014).
E uma técnica simples e efetiva, de baixo custo e aplicavel a um amplo espectro de
explantes de orquideas (GALDIANO JUNIOR, 2013).

O método de vitrificagdo tem sido usado na criopreservagdo de sementes de
Doritaenopsis pulcherrima (THAMMASIRI, 2000; WANG et al., 2011), hibridos do
género Dendrobium (VENDRAME et al., 2007, 2008), Phaius tankervillae (HIRANO et
al., 2009) e Cymbidium spp. (HIRANO et al., 2011).

A chave para uma criopreservagao com sucesso envolve a necessidade do
cuidadoso controle dos procedimentos para a desidratacdo, permeabilidade
crioprotetora e a prevengao de injurias causadas pela toxicidade dos componentes
quimicos e estresse osmotico durante a desidratagdo. Assim, o ajuste do tempo de
exposicao a PVS2 é o mais importante para adquirir alto percentual de plantas
sobreviventes apos a vitrificagdo. O tempo de exposicdo de células de plantas a
solucao vitrificante € critica para a sobrevivéncia, pois a desidratacdo excessiva
pode resultar em injuria celular por quimicos téxicos e estresse osmaotico excessivo
dos crioprotetores, além de formacao intracelular de gelo durante o congelamento
(GALDIANO JUNIOR, 2013).

O mesmo autor comenta ainda que varias metodologias tém sido propostas a
fim de estabelecer protocolos para criopreservagdao de sementes de orquideas,
sendo que a vitrificagdo requer ainda muitos estudos, pois diferentes espécies tém
comportamentos distintos de acordo com a umidade do material e o tempo de
exposicao as solugoes.

Estudando a criopreservacdo de sementes de hibridos do género
Dendrobium, submetendo as sementes a solugdo de vitrificagdo (PVS2) em
temperatura ambiente e em banho de gelo por periodos de 1, 2, 3, 4 ou 5 horas,

Carvalho (2006) verificou a maior porcentagem de germinagao foi obtida para a
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cultivar Jaquelym Thomas quando as sementes foram colocadas durante 1 hora em
PVS2 em banho de gelo. Para as cultivares Sena Red, BFC Pink e W/RL, n&o houve
diferenga entre os tratamentos com PVS2, no entanto, para todas as cultivares, o
tratamento de vitrificagdo foi essencial para a sobrevivéncia das sementes apos a
criopreservagédo. As sementes que germinaram desenvolveram plantulas normais
apos a vitrificagao.

Galdiano Junior et al. (2014) estudaram a criopreservagao de sementes do
hibrido do género Dendrobium “Dong Yai‘' que foram submetidas a solugdo
crioprotetora (PVS2) durante 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 ou 6h a temperatura de 0 °C; em
seguida, foram diretamente mergulhadas em nitrogénio liquido a -196 °C durante 1h
e recuperadas em meio nutritivo MS (com metade da concentracdo de
macronutrientes), sendo avaliado o percentual de germinagdo apos 30 dias.
Sementes submetidas diretamente ao nitrogénio liquido n&o apresentaram
germinagao apds a remogao da criopreservacdo. Para os tratamentos avaliados, o
maior percentual de germinagao foi observado nas sementes tratadas com PVS2
durante o intervalo de 1 a 3h (entre 51-58%), embora a maior exposicao também
tenha apresentado moderada germinacdo (39%). As sementes germinadas
desenvolveram plantulas normais in vitro que foram aclimatizadas em casa de
vegetacdo com mais de 80 % de sobrevivéncia.

Um dos principais fatores para o sucesso da vitrificacdo € a selegao
apropriada de crioprotetores (GALDIANO, 2013). O floroglucinol, um dos mais
utilizados segundo Abdelnour (1999), trata-se de um reagente pertencente ao grupo
trifenol; seu comportamento durante o congelamento da agua é permitir uma simetria
molecular tal na formacgao dos cristais que reduz os danos causados nas membranas
das células.

Estudando a criopreservagcdao de sementes de hibridos de Dendrobium
expostos aos crioprotetores, floroglucinol e Supercool X1000, Galdiano Junior et al.
(2012) observaram que floroglucinol resultou em elevada taxa de germinacgao de
sementes in vitro (79%), quando comparado com Supercool X1000® e as plantas
apresentaram crescimento e desenvolvimento normais; os autores concluiram entao

que o uso de criopreservagao para o armazenamento a longo prazo de sementes de
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hibridos do género Dendrobium visando conservacédo de germoplasma, reprodugao
ou uso comercial pode ter um melhor desempenho utilizando PVS2 e floroglucinol.

Galdiano Junior et al. (2013) estudaram também o efeito dos crioprotetores,
floroglucinol e Supercool X1000, na criopreservacdo de sementes de Oncidium
flexuosum e verificaram que a vitrificagcdo com PVS2 e adi¢cao de 1% de floroglucinol
favoreceu a germinagdo (68%), enquanto que em PVS2 e 1% Supercool a
germinacéo foi apenas moderadamente aumentada (26%); as mudas desenvolvidas
in vitro apresentaram-se saudaveis. Os autores concluiram que a vitrificagdo com
PVS2 durante 120 min com a adigdo de 1% de floroglucinol oferece um protocolo
simples, seguro, e viavel para a criopreservagcdo de sementes maduras de O.
flexuosum.

Vendrame et al. (2014) realizaram revisdo bibliografica cujo objetivo foi
reportar a importancia, métodos e aplicacdo do método de criopreservacao para
orquideas. Os autores diagnosticaram de acordo com os trabalhos revisados, que
essa € uma area importante, relativamente nova e encontra-se em pleno
desenvolvimento, 0 que gera bastante discussao e requer ainda muita pesquisa em
relacdo ao tipo de tratamento a utilizar para criopreservar e a metodologia a ser
aplicada de acordo com a espécie utilizada, constatando que ha grande variagcéo de
métodos para criopreservagao e muitas variagdes nas respostas das orquideas aos
meétodos de criopreservagcao utilizados sendo necessario o desenvolvimento de

protocolos mais adequados para preservacao das mesmas.
1.3 Objetivos

Avaliar o desenvolvimento in vitro de plantulas em meio de cultura alternativo
e diferentes ambientes das orquideas Amblostoma amblostomoides e Cattleya
percivaliana, bem como, diferentes protocolos para a criopreservagao de sementes

de lonopsis utricularioides.
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CAPITULO 2 - Desenvolvimento de plantulas de orquideas nativas em meio de

cultura alternativo e em diferentes ambientes

2.1.Resumo

A germinacao das sementes de orquideas na natureza necessita da simbiose
com certos fungos, nao havendo esta necessidade quando € realizada a semeadura
in vitro, no entanto, este método ainda € oneroso, pois necessita de infraestrutura
adequada. Outro entrave no cultivo in vitro € o ambiente de crescimento, devido ao
alto custo para controlar e manter a temperatura e a intensidade Iluminosa
adequadas ao desenvolvimento das plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
desenvolvimento in vitro de plantulas de Amblostoma amblostomoides (Hoehne) e
de Cattleya percivaliana O'Brien em meio de cultivo alternativo e em diferentes
ambientes, visando minimizar os gastos do produtor com meios de cultura e energia
elétrica. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Inicialmente
foram seis tratamentos (T1 - meio MS (Murashige e Skoog) + sala de crescimento -
Controle; T2 — MCA (meio de cultura alternativo) + sala de crescimento; T3 - MCA +
tela preta com 70% de sombreamento; T4 - MCA + tela azul com 50% de
sombreamento; T5 - MCA + tela preta com 50% de sombreamento e T6 - MCA + tela
vermelha com 50% de sombreamento) e quatro repeticbes com 10 plantulas por
parcela avaliando-se porcentagem de sobrevivéncia; para avaliacdo dos dados
biométricos, em razao do alto indice de mortalidade, foram avaliados quatro
tratamentos para A. amblostomoides e trés tratamentos para C. percivaliana, com 12
repeticbes para ambas as espécies, sendo uma plantula por parcela. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. O meio de cultivo alternativo (MCA) contendo banana,
agua de coco, fertilizante NPK 10-30-20, acucar cristal, carvao ativado e agar pode
ser recomendado para o crescimento in vitro de Amblostoma amblostomoides e
Cattleya percivaliana. O ambiente de cultivo mais adequado para o crescimento in
vitro de plantulas de Amblostoma amblostomoides e Cattleya percivaliana foi a sala

de crescimento sob condi¢cdes controladas.
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Palavras chave: Amblostoma amblostomoides; Cattleya percivaliana; cultivo

in vitro; fonte alternativa de nutrientes; luz natural; Orchidaceae

2.2.Abstract

The germination of orchid seeds in nature requires the symbiosis with certain
fungi, with no need for this if the seeding is performed in vitro, however, this method
is also onerous, since it requires adequate infrastructure. Another restriction in the in
vitro culture is the growth environment because of the high cost to control and
maintain the temperature and light intensity appropriate for plant development. The
objective of this study was to evaluate the in vitro development of seedlings of
Amblostoma amblostomoides (Hoehne) and Cattleya percivaliana O'Brien in
alternative culture media and in different environments to minimize the producer's
costs of culture media and electric energy. The experimental design was completely
randomized. Initially there were six treatments [T1: MS medium (Murashige e Skoog)
- under laboratory conditions; T2: ACM (Alternative Culture Medium) - under
laboratory conditions; T3: MCA - black net with 50% shading; T4: MCA - black net
with 70% shading; T5: MCA - blue net with 50% shading and T6: MCA - red net with
50% of shading] and four replications. Data were submitted to analysis of variance
and means were compared by Tukey test at 5% probability. The alternative culture
medium containing banana, coconut water, NPK 10-30-20 fertilizer, granulated
sugar, activated carbon and agar, is the most recommended for the in vitro growth of
Amblostoma amblostomoides and Cattleya percivaliana. The most appropriate
environment for the growth of in vitro Amblostoma amblostomoides and Cattleya
percivaliana seedlings was the growth room with controlled conditions.

Key words: alternative source of nutrients; Amblostoma amblostomoides;

Cattleya percivaliana; in vitro culture; natural light; Orchidaceae
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2.3.Introdugao

A familia Orchidaceae € uma das maiores familias de Angiospermas em
numero de espécies, incluindo cerca de 850 géneros e 20.000 espécies (SOUZA e
LORENZI, 2005). No Brasil ha em torno de 2.350 espécies descritas (MENEZES,
1987).

As sementes das orquideas sao desprovidas de endosperma, tecido nutritivo
responsavel pela energia inicial da germinagcdo. Na natureza, para que ocorra a
germinagdo, é necessaria a simbiose entre certos fungos e as sementes de
orquideas. Esta dificuldade é superada pelo cultivo in vitro, podendo-se obter grande
numero de plantas (ARDITTI, 1992). No entanto, essa simbiose €& dispensada
quando a semeadura é feita in vitro. Porém, este ainda € um método oneroso pelos
custos dos reagentes utilizados na preparacdo dos meios de cultura, frascos de
cultura e energia elétrica (JUNGHANS et al., 2009).

O ambiente de crescimento € outro entrave no cultivo in vitro de plantas
devido ao alto custo para controlar e manter, no local, a temperatura e a intensidade
luminosa adequadas ao desenvolvimento vegetal (JUNGHANS et al., 2009). Nesse
sentido, a utilizagao de luz natural pode ser uma possibilidade para reduzir gastos.

As plantas dependem da luz para realizarem processos vitais, sendo um dos
fatores de maior efeito no processo morfogénico que ocorre in vitro. A intensidade,
qualidade e duracdo da luz afetam particularmente o processo fotossintético
(GEORGE, 1993; HANDRO e FLOH, 1990; KOZAI et al., 1991; KODYN e ZAPATA-
ARIAS, 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento in vitro de plantulas de
Amblostoma amblostomoides (Hoehne) e de Cattleya percivaliana O'Brien em meio
de cultivo alternativo e em diferentes ambientes, visando minimizar os gastos do

produtor com meios de cultura e energia elétrica.
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2.4.Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Micropropagacao de Plantas
Ornamentais, do Departamento de Produgao Vegetal, e no Viveiro Experimental de
Plantas Ornamentais e Florestais da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista ‘Julio de Mesquita Filho’ (UNESP/FCAV), em
Jaboticabal/SP, no periodo de janeiro de 2014 a janeiro de 2015.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Foram
seis tratamentos [T1: meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) mantidas em sala de
crescimento, sendo a testemunha; T2: MCA (Meio de Cultura Alternativo) em sala de
crescimento; T3: MCA em ambiente de tela preta com 50% de sombreamento; T4:
MCA em ambiente de tela preta com 70% de sombreamento; T5: MCA em ambiente
de tela azul com 50% de sombreamento e T6: MCA em tela vermelha com 50% de
sombreamento] e quatro repeticbes; cada parcela foi constituida de 1 frasco
contendo 10 plantulas.

Foi realizada a semeadura in vitro em meio MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) para obter plantulas de ambas as espécies. Posteriormente, quando as
plantulas apresentaram comprimento da parte aérea de 1,0 £+ 0,2 cm, foram
transplantadas para frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio MS ou meio de
cultura alternativo (MCA). O MCA continha 150 g L' de banana nanica (Musa
cavendishii), 200 mL L' de agua de coco (Cocos nucifera) in natura, 3 g L' do
fertilizante NPK 10-30-20 (HydroFert®), 20 g L' de agucar cristal, 2 g L' de carvao
ativado e 8 g L' de agar, sendo que o pH foi ajustado para 5,8, conforme o
tratamento.

Os frascos dos tratamentos T1 e T2 foram mantidos em sala de crescimento
com intensidade luminosa incidente de 40 umol m2 s, fotoperiodo de 16 horas de
luz, temperatura controlada de 25 £ 2 °C; e os frascos dos tratamentos T3, T4, T5 e
T6 foram colocados em telados em forma de tunel tipo arco, sem cobertura platica,
no Viveiro Experimental de Plantas Ornamentais e Florestais, revestidos com telas
de diferentes cores e niveis de sombreamento de acordo com o0s respectivos

tratamentos. As temperaturas e umidades relativas em cada telado apresentaram o
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comportamento descrito na tabela 1 e foram obtidas através de um termo-higrometro
digital.

As plantulas foram mantidas nos tratamentos por 80 dias, nos meses de
Outubro a Janeiro. Inicialmente avaliou-se porcentagem de sobrevivéncia. Para
avaliacdo dos dados biométricos (numero de brotos e de folhas/broto; comprimento
da parte aérea; numero de raizes; comprimento e didmetro da maior raiz), em razéo
do alto indice de mortalidade, foram avaliados quatro tratamentos para A.
amblostomoides e trés tratamentos para C. percivaliana; foram consideradas 12
repeticoes para ambas as espécies, sendo uma plantula por parcela.

Os dados de porcentagem de sobrevivéncia foram transformados em arc-
seno (x/100)"2 e de numero de brotos, folhas e raizes foram transformados em (x +
1,0)"2 anterior a analise estatistica.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.5.Resultados e discussao

A porcentagem de sobrevivéncia da orquidea Amblostoma amblostomoides
foi maior em meio de cultura alternativo em sala de crescimento (T2) ndo diferindo
do desenvolvimento em meio de cultura alternativo em tela preta 70% (T4). As
plantulas ndo sobreviveram quando colocadas em ambientes com sombreamento de
50%, exceto em tela azul que apresentou taxa de 50% de sobrevivéncia (Tabela 2).

Ja para a orquidea Cattleya percivaliana, a taxa de sobrevivéncia de plantulas
foi maior em meio de cultura MS em sala de crescimento (T1), meio de cultura
alternativo em sala de crescimento (T2) e em meio de cultura alternativo em tela
preta 70% (T4). As plantulas desta orquidea ndo sobreviveram quando colocadas
em ambientes com sombreamento de 50% (Tabela 2).

Plantulas de A. amblostomoides apresentaram maiores médias para as
variaveis biométricas comprimento da parte area, numero de raizes e didmetro de
raiz, em ambiente da sala de crescimento com meio de cultura alternativo (T2)
(Tabela 3).
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As médias de numero de brotos de A. amblostomoides foram maiores em
meio de cultura alternativo em sala de crescimento (T2) e em meio de cultura
alternativo em tela preta 70% (T4) (Tabela 3).

Para numero de folhas por broto, as médias foram maiores em meio MS em
sala de crescimento (T1) e meio de cultura alternativo em ambiente da sala de
crescimento (T2) (Tabela 3).

Maior média de comprimento da raiz de A. amblostomoides foi observada em
meio de cultivo alternativo em sala de crescimento (T2), ndo diferindo do meio MS
em sala de crescimento (T1) e do meio de cultura alternativo em tela azul com 50%
de sombreamento (T5) (Tabela 3).

Para Cattleya percivaliana ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos para comprimento da parte aérea e didmetro da maior raiz. Contudo,
para numero de brotos, numero de folhas, numero de raizes e comprimento da
maior raiz, os tratamentos com meio de cultura MS em sala de crescimento (T1) e
meio de cultura alternativo em sala de crescimento (T2) foram superiores ao
tratamento com meio de cultura alternativo em tela preta 70% (T4) (Tabela 4).

Observa-se, portanto, que o meio de cultura alternativo contendo banana,
agua de coco, fertilizante NPK 10-30-20, agucar cristal, carvao ativado e agar esteve
sempre entre as maiores médias, em todas as variaveis, tanto para A.
amblostomoides como para C. percivaliana (Tabelas 2, 3 e 4) podendo ser
recomendado para o crescimento inicial das plantulas destas espécies, diminuindo
os custos de producao.

Resultados mostrando a eficiéncia do uso de frutas em meio de cultura, no
desenvolvimento de plantulas, sobretudo polpa de banana e agua de coco, tem sido
relatado para varias orquideas como Laelia tenebrosa e Miltonia spectabilis
(STANCATO et al., 2008), o hibrido entre Cattleya labiata e C. forbesii (VIEIRA et al.,
2009) e Cattleya bicolor (SOUZA et al., 2013), no entanto, sempre associados ao
meio MS.

Relacionado ao ambiente, de modo geral, o desenvolvimento das plantulas de
A. amblostomoides e C. percivaliana foi superior em sala de crescimento. As telas
com sombreamento de 50% n&o foram adequadas para o desenvolvimento das

plantulas das duas espécies estudadas (Tabelas 2, 3 e 4); somente para a variavel
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comprimento da raiz de A. amblostomoides, plantulas desenvolvidas em tela azul
com 50% de sombreamento apresentou média que nao diferiu do tratamento que se
destacou (Tabela 3).

Tela preta com 70% de sombreamento apresentou maiores médias de
porcentagem de sobrevivéncia que nao diferiu dos tratamentos de sala de
crescimento, no entanto, relacionado a qualidade da plantula, somente apresentou
meédia que nao diferiu da sala de crescimento para numero de brotos de A.
amblostomoides e comprimento da parte aérea e diametro da maior raiz de C.
percivaliana.

A luz artificial propiciou maior numero de folhas por broto tanto para A.
amblostomoides (Tabela 3) quanto C. percivaliana (Tabela 4), assim como
observado por PASQUAL et al. (2011) quando estudaram o desenvolvimento de
plantulas de Brassavola perrine e de um hibrido do género Laelia.

Maior comprimento da parte aérea foi observado quando as plantulas de A.
amblostomoides se desenvolveram em meio de cultura alternativo em sala de
crescimento (T2) (Tabela 3); ja para C. percivaliana ndo houve diferenga entre os
tratamentos (Tabela 4).

Semelhante ao verificado neste estudo para A. amblostomoides, DIGNART et
al. (2009), estudando Cattleya walkeriana, observaram maior comprimento da parte
aérea quando cultivada em sala de crescimento em comparagdo com ambientes
externos sem e com tela de 50% de sombreamento. Da mesma maneira, ARAUJO
et al. (2009) também verificaram resultados positivos em sala de crescimento sem e
com malhas azul e vermelha.

Relacionado ao numero de raiz, o meio de cultivo alternativo apresentou
melhor resultado em sala de crescimento para Amb. Amblostomoides. Para C.
percivaliana, ndo houve diferenga entre os meios de cultivo utilizados no ambiente
sala de crescimento. Contudo, para as duas espécies estudadas, a sala de
crescimento apresentou maiores médias em relacdo a casa de vegetacao (tela preta
com 70% ou tela azul com 50% de sombreamento) (Tabela 3 e 4).

ARAUJO et al. (2009) de modo distinto ao encontrado neste trabalho, nio
observaram diferengas significativas no numero de raizes de Cattleya loddigesii ao

testar diferentes ambientes de crescimento, como casa de vegetagdao (CV), CV +
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tela de sombreamento azul, CV + tela de sombreamento vermelha, sala de
crescimento (SC), SC + tela de sombreamento azul e SC + tela de sombreamento
vermelha.

Maior média do didmetro da raiz de A. amblostomoides foi observada em
meio de cultura alternativo em sala de crescimento (T2) (Tabela 3) e para C.
percivaliana nao houve diferengca entre sala de crescimento (tanto em meio MS
como meio alternativo) e casa de vegetacdo (em tela preta com 70% de
sombreamento) (Tabela 4).

SILVA JUNIOR et al. (2012), estudando aspectos anatémicos da orquidea
Laelia purpurata observaram maior espessura de velame na raiz quando as plantas
foram cultivadas em casa de vegetacdo comparado com a sala de crescimento.
Porém, os mesmos autores, revisando a literatura, relatam que, embora diversos
trabalhos tenham confirmado efeitos morfoldgicos e fisioldgicos da qualidade de luz

nas plantas, as respostas variam de acordo com a espécie estudada.

2.6.Conclusao

O meio de cultivo alternativo contendo banana, agua de coco, fertilizante
NPK 10-30-20, agucar cristal, carvao ativado e agar pode ser recomendado para o
crescimento in vitro de Amblostoma amblostomoides e Cattleya percivaliana.

O ambiente de cultivo mais adequado para o crescimento in vitro de
plantulas de Amblostoma amblostomoides e Cattleya percivaliana foi a sala de

crescimento com condi¢cdes controladas.
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Tabela 1. Umidades relativas minimas e maximas (U.Min e U.Max, respectivamente)
e temperaturas minimas, médias e maximas (T.Min, T.Méd e T.Max,
respectivamente) dos ambientes telados nas diferentes cores e niveis de

sombreamento de acordo com cada tratamento.

Tratamentos U Min UMax T.Min T.Méd T.Max
Tela preta 50 (T3) 20,17 84,58 14,46 24,57 41,81
Tela preta 70 (T4) 23,08 89,67 16,70 24,49 35,27
Tela azul (T5) 26,71 90,81 14,42 25,34 37,56
Tela vermelha (T6) 20,00 44 .07 13,96 23,87 43,31
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Tabela 2. Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de Amblostoma
amblostomoides (Amblostoma) e Cattleya percivaliana (Cattleya) cultivadas em meio
de cultura de Murashige e Skoog (MS) e meio de cultura alternativo (MCA) em
diferentes ambientes. Jaboticabal/SP, 2015.

Tratamentos Sobrevivéncia (%)
Amblostoma Cattleya

MS + sala de crescimento (T1) 62" (78,0)? bc 68" (86,0)° a
MCA + sala de crescimento (T2) 90 (100,0) a 85(99,2) a
MCA + tela preta 50% (T3) 0 d 0 (0) b
MCA + tela preta 70% (T4) 76 (94,0) ab 64 (80,8) a
MCA + tela azul 50% (T5) 45 (50,0) c 0 (0) b
MCA + tela vermelha 50% (T6) 0@©0) d 0 (0) b
C.V. (%) 22,06 28,06

'Dados transformados em arc-seno (x/100)"2.

2Dados nao transformados

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Parametros fitotécnicos observados em plantulas de Amblostoma
amblostomoides cultivadas em meio de cultura Murashige e Skoog (MS) e meio de
cultura alternativo (MCA) em diferentes ambientes. NB — numero de brotos; NF/B —
numero de folhas/broto; CPA — comprimento da parte aérea; NR — numero médio de
raizes; C>R — comprimento da maior raiz; g>R — didmetro da maior raiz.
Jaboticabal/SP, 2015.

Tratamentos Parte aérea
NB NF/B CPA
(cm)
MS + sala de crescimento (T1) 1,5 (1,22 b 2,17(3,7)? a 1,32 b
MCA + sala de crescimento (T2) 19(28) a 2,2(9,6) a 1,90 a
MCA + tela preta 70% (T4) 1,8(21) a 1847 b 1,50 b
MCA + tela azul 50% (T5) 1,4(100 b 1719 b 1,30 b
C.V. (%) 12,43 15,08 24,09

Sistema radicular

NR C>R >R
(cm) (mm)
MS + sala de crescimento (T1) 1,47 (0,3)> b 0,43 ab 0,75 b
MCA + sala de crescimento (T2) 2,0(2,8) a 0,75 a 1,42 a
MCA + tela preta 70% (T4) 1,5(0,8) b 0,25 b 0,77 b
MCA + tela azul 50% (T5) 1,5(0,7) b 0,61 ab 0,82 b
C.V. (%) 15,79 35,55 27,62

'Dados transformados em (x+1,0)" /2

2Dados nao transformados

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Parametros fitotécnicos observados em plantulas de Cattleya percivaliana
cultivadas em meio de cultura Murashige e Skoog (MS) e meio de cultura alternativo
(MCA) em diferentes ambientes. NB — numero de brotos; NF/B — numero de
folhas/broto; CPA — comprimento da parte aérea; NR — numero meédio de raizes;
C>R — comprimento da maior raiz; >R — didmetro da maior raiz. Jaboticabal/SP,
2015.

Tratamentos Parte aérea

NB NF/B

MS + sala de crescimento (T1) 2,5'(5,93)2 a 2,3'(22,53)> a 1,66 a
MCA + sala de crescimento (T2) 2,4(3,70) a 2,3(13,15) a 1,51 a

MCA + tela preta 70% (T4) 21(3,55) b 1,9(9,20) b 151 a
C.V. (%) 13,13 10,70 18,98
Sistema radicular
NR C>R a>R
(cm) (mm)
MS + sala de crescimento (T1) 2,5"(5,53)% a 1,43 a 1,28 a
MCA + sala de crescimento (T2) 2,2(3,95) a 1,09 a 1,51 a
MCA + tela preta 70% (T4) 1,6 (1,75) b 0,46 b 1,26 a
C.V. (%) 21,47 40,49 28,27

'Dados transformados em (x+1,0)"/2

2Dados néo transformados

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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CAPITULO 3 - Floroglucinol na criopreservacdo de sementes de orquidea

nativa

3.1.Resumo

A criopreservagéo € um meétodo de conservagao in vitro a longo prazo, em que
o material biolégico € submetido a temperaturas extremamente baixas. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver protocolos para a criopreservacdo de sementes da
orquidea lonopsis utricularioides (Sw) Lindley, por meio do processo de vitrificagao,
visando aumentar a eficiéncia na porcentagem de sobrevivéncia de sementes com o
crioprotetor floroglucinol. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado; inicialmente foram oito tratamentos: T1 - sementes ndo congeladas —
Controle 1; T2 - sementes criopreservadas sem crioprotetores — Controle 2; T3 -
glicerol 2 mol L' (20 min) + PVS2 (10min.); T4 - glicerol 2 mol L' (20min) + [PVS2 +
floroglucinol 1%] (10min.); T5 - sacarose 0,4 mol L' (20 min.) + PVS2 (10min.); T6 -
sacarose 0,4 mol L' (20min.) + [PVS2 + floroglucinol 1 %] (10 min.); T7 — [glicerol 2
mol L' + sacarose 0,4 mol L] (20min) + PVS2 (10 min.) e T8 — [glicerol 2 mol L +
sacarose 0,4 mol L] (20min.) + [PVS2 + floroglucinol 1%] (10 min.) e quatro
repeticdes, sendo cada parcela representada por um frasco contendo 3 gotas de
sementes, depois de descongeladas e retiradas das solugbes crioprotetores, para
avaliacdo da porcentagem de germinagdo; para avaliagdo dos dados biométricos,
numero de plantulas e de protocormos, em razao da baixa porcentagem de
formacao de plantulas em alguns tratamentos, foram avaliados cinco tratamentos e
quatro repeticdes, sendo trés plantulas por parcela. A maior porcentagem de
germinacao foi obtida no tratamento cujas sementes n&do foram criopreservadas,
também, quando se utilizou glicerol combinado com sacarose e PVS2 e, ainda, com
0 uso do glicerol combinado com sacarose, PVS2 e floroglucinol. Observa-se que o
uso de crioprotetores foi importante para a preservacao das sementes, no entanto, o
uso do floroglucinol ndo foi fundamental. O tratamento mais indicado foi o realizado

com glicerol 2 M com sacarose 0,4 M (20 min) e PVS2 (10 min).
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Palavras-chave: conservacao, lonopsis utricularioides, Orchidaceae,

sementes, vitrificacdo
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3.2. Abstract

Cryopreservation is a long-term preservation method in vitro, wherein the
biological material is subjected to extremely low temperatures. The objective of this
study was to develop protocols for cryopreservation of seeds of lonopsis utricularioides
orchid (Sw) Lindley, through the glazing process to increase efficiency in the
percentage of seed survival with phloroglucinol cryoprotectant. The experimental design
was completely randomized with eight treatments and four replications each. Initially
there were eight treatments: T1) seeds without cryopreservation (control 1); T2) seeds
cryopreserved without cryoprotectants (Control 2); T3) glycerol 2 mol L' (20 min) +
PVS2 (10min.); T4) glycerol 2 mol L' (20 min) + [PVS2 + phloroglucinol 1 %] (10min.);
T5) sucrose 0.4 mol L' (20 min) + PVS2 (10min.); T6) sucrose 0.4 mol L' (20 min) +
[PVS2 + phloroglucinol 1%)] (10min.); T7) [glycerol 2 mol L' + sucrose 0.4 mol L] (20
min) + PVS2 (10min.); and T8) [glycerol 2 mol L' + sucrose 0.4 mol L'] (20 min) +
[PVS2 + phloroglucinol’1%] (10min.) and four replicates. Each experimental plot was
represented by a bottle containing 3 drops seeds under culture media, after thawed and
removed from cryoprotectants solutions, to evaluate the percentage of germination. For
the evaluation of biometric data, the number of seedlings and protocorm were
evaluated five treatments and four replications with three seedlings per plot, due to the
low percentage seedling rate in some of these treatments. The highest percentage of
germination was achieved in the treatment that seeds were not cryopreserved and
when glycerol is used combined with sucrose and PVS2 or the use of glycerol
combined with sucrose, PVS2 and phloroglucinol. It was observed that the use of
cryoprotectants was important to preserve seeds; however, the use of phloroglucinol
was not critical. The most appropriate treatment was glycerol 2 M combined with 0.4 M
sucrose (20 min) and PVS2 (10 min).

Keywords: conservation, lonopsis utricularioides, Orchidaceae, seeds,

vitrification
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3.3. Introducgao

As sementes de orquideas sao desprovidas de endosperma e, geralmente,
dependentes de associagbes micorrizicas para germinagdo. Naturalmente, a
porcentagem de germinagédo dessas sementes € ao redor de 3%, variando de uma
espécie para outra (VAN DEN BERG, 1998). Contudo, o cultivo in vitro desse grupo
de plantas, por meio da germinagao assimbiotica, permite a germinagao de todas as
sementes viaveis e, com isso, obter grande numero de plantas (ALAM et al., 2002;
ARDITTI, 1992).

A criopreservagao € um método de conservagao in vitro a longo prazo, em que
o material biologico é submetido a temperaturas extremamente baixas utilizando
nitrogénio liquido (-196 °C) ou em sua fase de vapor (-150 °C) (SANTOS, 2000). Para
a criopreservacao de orquideas, diferentes 6rgéos vegetais podem ser utilizados, tais
como: protocormos (BIAN et al., 2002), suspensdo de células (TSUKAZAKI et al.,
2000) e sementes (NIKISHINA et al., 2001).

O sucesso na criopreservacao depende do nivel de tolerancia da espécie ao
congelamento e, até mesmo, dos diferentes tecidos dentro de uma mesma espécie.
Geralmente, estruturas menores sdo mais apropriadas, pois desidratam e congelam
mais rapido e uniformemente. Desidratacdo, congelamento, descongelamento e
regeneragao sao etapas criticas para o sucesso da criopreservagao (SANTOS, 2000).

O floroglucinol é um reagente pertencente ao grupo trifenol. Seu
comportamento durante o congelamento da agua € permitir uma simetria molecular tal
na formacao dos cristais que reduz os danos causados nas membranas das células
(ABDELNOUR, 1999).

lonopsis utricularioides pertence a Familia Orchidaceae. As folhas, em geral,
ocorrem aos pares a partir da base de um pseudobulbo pequeno, com coloragao
avermelhada. A planta é pequena com raizes longas e finas. As inflorescéncias sédo
longas e do tipo panicula; as sépalas laterais sao unidas e mais curtas que o labelo,
que é relativamente largo, formando flores com cerca de 13 mm de didmetro.
Apresentam flores de coloragdo bastante destacada rosa a avermelhadas, em grande
numero e podem durar até 30 dias (CARDOSO e ISRAEL, 2005). A floragao ocorre

nos meses de novembro a fevereiro. Tem elevado potencial ornamental devido ao
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grande numero de flores por panicula. lonopsis utricularioides tém habito epifito e sdo
nativas de bioma Cerrado o que confere caracteristicas de cultivo em temperaturas
variando de 20-35 °C e luminosidade média (50-60% da luz natural). O cultivo
recomendado € com substrato que apresenta boa drenagem, devido ao grande
numero de raizes finas e longas. Nao suporta excesso de umidade e consequente falta
de oxigenagéo nas raizes (CARDOSO, 2014).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos para a criopreservagao
de sementes da orquidea lonopsis utricularioides (Sw) Lindley, por meio do processo
de vitrificagdo, visando aumentar a eficiéncia na porcentagem de sobrevivéncia de

sementes com o crioprotetor floroglucinol.

3.4.Material e métodos

O experimento foi desenvolvido na Universidade Estadual de Londrina
(UEL), no Parana, e na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista ‘Julio de Mesquita Filho’ (FCAV/UNESP), campus de
Jaboticabal/SP.

As sementes de lonopsis utricularioides (Swartz) Lindley, provenientes de 50
capsulas, foram obtidas por meio de polinizacdo artificial cruzada de plantas
pertencentes a colecdo da FCAV/UNESP. O teor médio de agua inicial das
sementes foi de 12,39%. Para determinar o teor de agua foram utilizadas 4 amostras
contendo 0,02 g de sementes secas em estufa de circulagéo forcada de ar por 24
horas a 60 °C.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Foram oito
tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos utilizados foram: T1) sementes néo
criopreservadas (Controle 1); T2) sementes criopreservadas sem crioprotetores
(Controle 2); T3) glicerol + PVS2; T4) glicerol + [PVS2 + floroglucinol]; T5) sacarose
+ PVS2; T6) sacarose + [PVS2 + floroglucinol]; T7) [glicerol + sacarose] + PVS2; e
T8) [glicerol + sacarose] + [PVS2 + floroglucinol] e quatro repeticbes, sendo cada
parcela representada por um frasco contendo 3 gotas de sementes.

As concentragdes das solucdes utilizadas nos tratamentos e os tempos de

exposi¢cdo em cada foram: glicerol a 2 mol L e/ou sacarose 0,4 mol L' por 20
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minutos; PVS2 e/ou floroglucinol 1% por 10 minutos. A solugéo de vitrificagdo PVS2
€ composta por 30% de glicerol, 15% de etileno glicol, 15% de dimetilsulfoxido
(DMSO) e 0,4 mol L' de sacarose.

Para o teste de germinacgao, foram armazenados 0,02 g de sementes, em
criotubos Nalgene com 2 mL de capacidade, que foram submetidas aos tratamentos.
Os criotubos foram mantidos fechados nas caixas de criopreservacdo Nalgene e
criopreservados em nitrogénio liquido por 24 horas. Apos esse periodo, os criotubos
foram descongelados de acordo com VENDRAME e FARIA (2011). As sementes
foram semeadas em 50 mL de meio de cultura MS, com metade da concentragao
dos macronutrientes, solidificado com agar 0,6% e pH 5,8, em frascos com
capacidade de 250 mL. Apds, foram mantidas na sala de crescimento durante um
més para avaliar a porcentagem de germinagao.

Para cada frasco foram distribuidas trés gotas da suspens&o contendo as
sementes em 2 mL de agua destilada e autoclavada de cada tratamento. Para
avaliar a porcentagem de germinacéao, foram tiradas fotos com auxilio de camera
fotografica modelo H50 da Sony e realizadas as contagens das sementes
germinadas em relacao ao total de cada gota com auxilio do software ‘ImageJ’.

No final do experimento, apds sete meses que as sementes foram retiradas
da criopreservagao e colocadas em meio de cultura, foram contabilizados o numero
de plantulas e numero de protocormos formados.

Foi avaliado também, apds sete meses de cultivo, o desenvolvimento das
plantulas formadas. Neste caso, como ndo houve plantulas formadas nos
tratamentos 3, 4 e 5, foi considerado cinco tratamentos e quatro repeticdes sendo
trés plantulas/parcela. Os dados biométricos analisados foram: numero de brotos,
altura da plantula, numero de folhas, numero de raizes, comprimento da maior raiz,

comprimento médio de raizes, area foliar e massa seca da plantula.
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3.5. Resultados e discussao

Maior porcentagem de germinacgéao foi obtida no tratamento cujas sementes
nao foram criopreservadas (T1), também, quando se utilizou glicerol + sacarose +
PVS2, (T7) e, ainda, com o uso do glicerol + sacarose + PVS2 + floroglucinol (T8)
(Tabela 1). Observa-se que o uso de crioprotetores foi importante para a
preservagao das sementes, no entanto, o uso do floroglucinol ndo foi fundamental ja
que o tratamento que continha glicerol 2 M + sacarose 0,4 M (20 min) + PVS2 (10
min) (T7), sem o floroglucinol, também proporcionou maior porcentagem de
germinacéo (Tabela 1).

As sementes de lonopsis utricularioides sobreviveram quando
criopreservadas em nitrogénio liquido sem crioprotetores, apesar da baixa
porcentagem (Tabela 1). As sementes podem ter apresentado essa sobrevivéncia
por apresentarem baixos teores de agua. HIRANO et al. (2005), trabalhando com
sementes da orquidea Bletilla striata, relatam que o teor de agua nas sementes € um
fator significante na mortalidade dos embrides e, quanto maior a quantidade de agua
nas sementes, maior a formacao de cristais que danificam as membranas celulares,
causando a morte do embrido.

Analisando o total de numero de plantulas formadas somado ao numero de
protocormos formados no final do experimento, € possivel observar que os dados
apresentaram comportamento semelhante daqueles obtidos para a porcentagem de
germinagao. Porém quando analisados separado, os dados do numero de plantulas
formadas para o tratamento sem crioprotetores (T1) reduz drasticamente,
permanecendo vivas apenas na forma de protocormos (Tabela 1).

A desidratacao resultante do uso da solugado de PVS2 a 0 °C é um passo
fundamental para a sobrevivéncia e recuperacdo do material criopreservado
(GALDIANO JR. et al., 2012; GALDIANO JR. et al., 2014). Contudo, para lonopsis
utricularioides, foi essencial passar também pelas solugdes de glicerol e sacarose
antes da PVS2 para o sucesso da germinagao das sementes. SURENCISKI et al.
(2012) obtiveram sucesso na germinagao de sementes de Cyrtopodium hatschbachii
criopreservadas com o método de encapsulagdo quando passaram por um pré-

tratamento com sacarose.
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Observa-se na Tabela 2 que, de modo geral, os tratamentos contendo
sacarose 0,4 M (20 min) + PVS2 + floroglucinol 1% (10 min) (T6) e glicerol 2 M +
sacarose 0,4 M (20 min) + PVS2 (10 min) (T7) apresentaram maiores médias para
todos os dados biométricos avaliados relacionados a parte aérea exceto para area
foliar, que foi melhor para (T6). Para os dados relativos ao sistema radicular, os
melhores resultados obtidos foram nos tratamentos contento sacarose 0,4 M (20
min) + PVS2 + floroglucinol 1% (10 min) (T6) e com glicerol 2 M + sacarose 0,4 M
(20 min) + PVS2 (10 min) (T7) (Tabela 3).

O numero médio de brotos foi igual a 1 para todos os tratamentos e néo
apresentaram diferengas entre eles (Dados nao apresentados na tabela).

GALDIANO JR et al. (2013) concluiram que nao foram observadas
diferengas no desenvolvimento das plantulas obtidas de sementes criopreservadas
ou nao de Oncidium flexuosum dentre os diversos métodos utilizados no trabalho.

VENDRAME e FARIA (2011) concluiram que existe um possivel efeito
sinérgico do floroglucinol quando combinado com glicerol e PVS2, que beneficiam a
sobrevivéncia das células dos protocormos de Dendrobium nobile. Neste trabalho
nao foi verificado esse efeito nas sementes de lonopsis utricularioides (Tabela 1).

Assim como verificado por GALDIANO JR et al. (2012) para Dendrobium
Swartz. ‘Dong Yai’, todas as plantulas de lonopsis utricularioides formadas neste
experimento apresentaram crescimento e desenvolvimento normal e, também,
similares ao controle, mesmo havendo diferengcas entre as caracteristicas
agrondmicas conforme as tabelas 2 e 3.

A partir de uma andlise geral dos resultados obtidos, observa-se que o
tratamento contendo glicerol 2 M + sacarose 0,4 M (20 min) + PVS2 (10 min) (T7) foi
0 que apresentou maiores médias de porcentagem de germinagao (Tabela 1) e das
caracteristicas biométricas (Tabelas 2 e 3). HUEHNE e BHINIJA (2012) concluem
que para cada espécie de orquidea existe resultados superiores de germinagao e
preservacdo de suas referidas sementes para um protocolo distinto de

criopreservacao.
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3.6. Conclusao

O uso de floroglucinol n&do foi efetivo para aumentar a porcentagem de
germinagdo, sobrevivéncia e desenvolvimento de plantulas de lonopsis
utricularioides. O tratamento mais indicado para a criopreservagao de sementes de
lonopsis utricularioides foi o realizado com [glicerol 2 mols L-! + sacarose 0,4 mol L]
(20 min) + PVS2 (10 min).
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Tabela 1. Porcentagem de germinagao (%G), numero de plantulas (NPL), numero
de protocormos (NPC) e porcentagem total de plantulas e protocormos formados

Total (%)) de lonopsis utricularioides.
( (%)) p

Total
Tratamentos' %G’ NPL2 NPC?

(%)
T1) ndo criopreservadas 12,50 a® 1,95(0,60) b 27,60 (8,51)a (9,11)
T2) sem crioprotetores 2,75 b 060(0,11) ¢ 8,55(1,53) ab (1,64)
T3) glicerol+PVS2 305b 0,15(0,04) ¢ 3,6(1,03) b (1,07)
T4) glicerol+PVS2+F 0,37 ¢ 0,00 c 0,00 b (0,00)
T5) sacarose+PVS2 0,63 ¢ 0,00 c 0,00 b (0,00)
T6) sacarose+PVS2+F 245 b 0,15(0,04) ¢ 4,80(1,39) ab (1,44)
T7) glicerol+sacarose+PVS2 8,31 a 2,40(0,65) ab 12,00 (3,27) ab (3,92)
T8) glicerol+sacarose+PVS2+F 8,79 a 3,75(1,36) a 13,05 (4,72) ab (6,08)
CV (%) 15,71 13,58 49,69

Tratamentos: T1) sementes n&o criopreservadas (Controle 1); T2) sementes
criopreservadas sem crioprotetores (Controle 2); T3) glicerol + PVS2; T4) glicerol +
PVS2 + floroglucinol; T5) sacarose + PVS2; T6) sacarose + PVS2 + floroglucinol; T7)
glicerol + sacarose + PVS2; e T8) glicerol + sacarose + PVS2 + floroglucinol

' Dados transformados em arco-seno (x/100)"2 somente para efeito de analise
estatistica (dados tabelados nao-transformados).

2 Dados transformados em (x+1)"2 somente para efeito de analise estatistica (dados
tabelados nao-transformados ou expresso em porcentagem entre parénteses).

3 Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Dados biométricos avaliados apds sete meses de desenvolvimento in vitro
de plantulas de lonopsis utricularioides. Altura da pléantula (AP); numero de folhas

(NF); area foliar (AF); massa seca de plantulas (MS).

Tratamentos AP (mm) NF AF (mm?)  MS (mg)
T1) ndo criopreservadas 14.77 bc  4.75 bc 12212 c 1.71 b
T2) sem crioprotetores 10.26 ¢ 3.67 d 9743 c 0.63 b

T6) sacarose+PVS2+F 21.22 a 583 a 28997 a 4.39 a
T7) glicerol+sacarose+PVS2 2119 a 542 ab 21441 b 3.53 a
T8) glicerol+sacarose+PVS2+F 16.14 ab 4.50 cd 143.84 ¢ 1.72 b
CV (%) 15.02 16.20 16.24 19.42

Tratamentos: T1) sementes n&o criopreservadas (Controle 1); T2) sementes
criopreservadas sem crioprotetores (Controle 2); T3) glicerol + PVS2; T4) glicerol +
PVS2 + floroglucinol; T5) sacarose + PVS2; T6) sacarose + PVS2 + floroglucinol; T7)
glicerol + sacarose + PVS2; e T8) glicerol + sacarose + PVS2 + floroglucinol

' Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Dados biométricos avaliados apds sete meses de desenvolvimento in vitro

de plantulas de lonopsis utricularioides. Numero de raizes (NR); comprimento da

maior raiz (C>R); comprimento médio das raizes (CR).

Trat NR C>R (mm) CR (mm)
T1) ndo criopreservadas 5.42 ab’ 8.80 b 566 b
T2) sem crioprotetores 3.25 b 6.84 b 443 b
T6) sacarose+PVS2+F 6.17 a 13.95 ab 7.92 ab
T7) glicerol+sacarose+PVS2 6.25 a 2315 a 1115 a
T8) glicerol+sacarose+PVS2+F 5.58 ab 9.39 b 588 b
CV (%) 23.72 43.97 28.54

Tratamentos: T1) sementes n&o criopreservadas (Controle 1); T2) sementes

criopreservadas sem crioprotetores (Controle 2); T3) glicerol + PVS2; T4) glicerol +

PVS2 + floroglucinol; T5) sacarose + PVS2; T6) sacarose + PVS2 + floroglucinol; T7)

glicerol + sacarose + PVS2; e T8) glicerol + sacarose + PVS2 + floroglucinol

' Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.



