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GERMINACAO DE SEMENTES E CONSERVACAO DE ORQUIDEAS NATIVAS
DAS AMERICAS

RESUMO - A propagacéo in vitro e conservacao ex situ, sdo técnicas, que
podem ser aprimoradas através da escolha adequada da fonte luminosa, das
formulagbes do meio de cultivo e de crioprotetores. O presente estudo teve por
objetivos: (i) estudar fontes de luz a partir de lampadas fluorescentes e diodos
emissores de luz (LEDs) e formulagbes de meio de cultivo na germinagcdo e no
desenvolvimento inicial da espécie de orquidea Brassavola perrinii e (i) avaliar a
eficiéncia da solucéo vitrificante (PVS2) combinada ao floroglucinol 1% em nitrogénio
liquido para a criopreservacao de sementes maduras das espécies Encyclia cordigera
e Epidendrum ciliare. Os experimentos foram instalados em delineamento
inteiramente casualizado e ambos foram duplicados. No primeiro os tratamentos
foram arranjados em esquema fatorial 5x4 com cinco condi¢des de luz: LF - [ampada
fluorescente; LB - LED branco; LA - LED azul; LV- LED vermelho e LAV — LED azul
(50%) e vermelho (50%) e quatro formulagcdes de meio de cultivo (MS, ¥2MS, VW e
K), com quatro repeticbes e média de 125 sementes por parcela. Aos 90 dias apos a
semeadura foram avaliadas a porcentagem de germinacdo, de protocormos
clorofilados e o desenvolvimento dos protocormos através das classes: P1, P2, P3 e
P4 para calculo do indice de desenvolvimento protocormos. No segundo experimento
foram oito tratamentos: 1) germinacao in vitro direta; 2) imersao direta em nitrogénio
liquido, sem crioprotetores; 3) PVS2 por 60 min; 4) PVS2 por 120 min; 5) PVS2 por
180 min; 6) PVS2 + floroglucinol1% por 60 min; 7) PVS2 + floroglucinol1% por 120
min; 8) PVS2 + floroglucinol1% por 180 min, com cinco repeticdes e média de 120
sementes por parcela. Imersdao em nitrogénio liquido, a temperatura de -196 °C por
72 horas. Foram avaliadas a viabilidade e a porcentagem de germinacdo das
sementes, antes e apos a aplicacao dos tratamentos. Aos 45 dias ap0s a recuperacao
da criopreservacdo foi avaliado o desenvolvimento dos protocormos através das
classes morfolégicas P1, P2 e P3. Os dados foram submetidos a analise de variancia
e aqueles com valor percentual foram previamente transformados em arco-seno
(x/100)*2. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey p<0,05. Para B. perrinii,
concluiu-se que o percentual de germinacao nao foi influenciado pelos espectros de
luz, mas foi maior nas formulacfes ¥2 MS e VW. O maior indice de desenvolvimento
dos protocormos de B. perrinii foi observado quando submetidos ao espectro de luz
da fonte de iluminacdo com lampadas fluorescentes em meio de cultivo Vacin e Went.
A utilizagdo da solucéo vitrificante (PVS2) combinado ao floroglucinol 1% foi eficiente
na recuperacdo de sementes criopreservadas em nitrogénio liquido, elevou a
porcentagem de germinacdo e desenvolvimento dos protocormos para as duas
espécies em estudo. Os resultados observados indicam o uso de PVS2 combinado
com floroglucinol 1% por 60 min para a criopreservacao de sementes de E. cordigera,
e PVS2 com floroglucinol 1% por 180 min para sementes de E. ciliare. O presente
estudo também indica que a resposta a criopreservagao apds o armazenamento a frio
é especifica da espécie e requer ajustes no tempo de exposi¢édo ao PVS2 a 0 °C antes
da imersdo em nitrogénio liquido.

Palavras-chave: criopreservacéo, fontes de luz, meio de cultivo, protocormo, semeio
in vitro, solugdo pré-vitrificante



SEED GERMINATION AND CONSERVATION OF NATIVE ORCHIDS FROM
AMERICAS

ABSTRACT - In vitro propagation and ex situ conservation, are techniques that
can be improved through the appropriate choice of light source, formulations of the
culture medium and cryoprotectants. The aims this work was: (i) study the effect of
light sources from fluorescent lamps and light-emitting diodes (LEDs) and cultivation
medium formulations on the germination and initial development of Brassavola perrinii
orchid and (ii) evaluate the efficiency of the vitrify solution (PVS2) combined with
phloroglucinol 1% in liquid nitrogen for the cryopreservation of mature seeds of the
species Encyclia cordigera and Epidendrum ciliare. The experiments were installed in
a completely randomized design and both were duplicated. In the first, the treatments
were arranged in a 5x4 factorial scheme with five light conditions: LF - fluorescent
lamp; LB - white LED; LA - blue LED; LV- Red LED and LAV - Blue LED (50%) and
red (50%), and four cultivation medium formulations (MS, ¥2MS, VW and K), with four
replications and an average of 125 seeds per plot. At 90 days after sowing, the
percentage of germination, of chlorophyll protocorms and the development of
protocorms through the classes: P1, P2, P3 and P4 to calculate the protocorms
development index. In the second experiment, there were eight treatments: 1) direct in
vitro germination; 2) direct immersion in liquid nitrogen, without cryoprotectants; 3)
PVS2 for 60 min; 4) PVS2 for 120 min; 5) PVS2 for 180 min; 6) PVS2 + floroglucinol1%
for 60 min; 7) PVS2 + floroglucinol1% for 120 min; 8) PVS2 + floroglucinol1% for 180
min, respectively), with five repetitions and an average of 120 seeds per plot.
Immersion in liquid nitrogen, at a temperature of -196 °C for 72 hours. Viability was
evaluated using the tetrazolium test, and the germination percentage of the seeds,
before and after the application of the treatments. 45 days after the recovery of
cryopreservation, the development of the protocorms was evaluated through the
morphological classes P1, P2 and P3. The data were submitted to analysis of variance
and those with percentage values were previously transformed into arc sine (x/100)%2.
The means were compared using the Tukey test p<0,05. For B. perrinii, he concluded
that the germination percentage was not influenced by the light spectra but was higher
in the %2 MS and VW formulations. The highest rate of development of B. perrinii
protocormos was observed when using the light spectrum of the light source with
fluorescent lamps in the Vacin and Went culture medium. The use of the vitrify solution
(PVS2) combined with phloroglucinol 1% was efficient in the recovery of cryopreserved
seeds in liquid nitrogen, increasing the percentage of germination and development of
protocorms for the two species under study. The observed results indicate the use of
PVS2 combined with 1% floroglucinol for 60 min for the cryopreservation of E.
cordigera seeds, and PVS2 with 1% phloroglucinol for 180 min for E. ciliare seeds. The
present study also indicates that the response to cryopreservation after cold storage is
species-specific and requires adjustments in the time of exposure to PVS2 at 0 ° C
before immersion in liquid nitrogen.

Keywords: cryopreservation, light sources, culture medium, protocorm, in vitro
sowing, pre-vitrification solution



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1.1lIntroducéo

A familia Orchidaceae é a segunda maior familia de plantas com flores (Chase
et al., 2015). No entanto, em decorréncia da frequente destruicdo de seus habitats
naturais, somado ao comércio e exploracao ilegal, e devido as suas caracteristicas
ornamentais, muitas espécies de orquideas estdo desaparecendo da natureza em
niveis preocupantes, levando inUmeras espécies a extincdo (Galdiano Junior et al.,
2012; Hosomi et al., 2012).

As sementes de orquideas contém embrido rudimentar com poucas reservas
(Arditti, 1992), sédo desprovidas de cotilédones e apresentam endosperma
extremamente reduzido, essas caracteristicas comprometem a nutricdo do embrido
durante o processo germinativo (Ferreira et al., 2010). Na natureza essas sementes
dependem exclusivamente de associacdo com fungos micorrizicos especificos para
completar seu desenvolvimento (Agustini et al., 2009).

Para contornar essa problematica pode ser realizada a semeadura assimbidtica
in vitro, que de acordo com Martini et al. (2001), € uma técnica relevante do ponto de
vista comercial e ecoldgico. As plantas produzidas dessa forma podem ser utilizadas
em programas de reintroducdo de espécies nativas em areas de preservacao
ambiental devido a variabilidade genética gerada (Schneiders et al., 2012). Portanto,
a criacdo de protocolos de propagacao especificos para cada espécie é importante
para suprir a demanda pelo consumo crescente, evitando assim a coleta ilegal.

Fatores exdgenos e endogenos influenciam no processo germinativo de
sementes de orquideas. Os que podem ser controlados, ou seja, 0s exdgenos,
englobam a composicdo do meio nutritivo, luz e temperatura (Yeung et al., 2018). O
sucesso na tecnologia e aplicacdo dos métodos de multiplicacéo in vitro deve-se a
melhor compreensado dos requerimentos nutricionais das células e dos tecidos em
cultura (Schneiders et al., 2012).

Segundo Kauth et al. (2008), para a germinacdo das sementes de orquideas
epifitas € necessario a presenca de luz, enquanto as espécies terricolas de escuro,

embora essas respostas sejam muitas vezes determinadas pela espécie,



independentemente do seu habito de crescimento. Contudo, sdo poucos os estudos
relacionados aos efeitos que os diferentes espectros de luz tém sobre a germinagao
de sementes e o desenvolvimento dos protocormos de orquideas epifitas.

E crescente a necessidade mundial por variabilidade genética para os
programas continuos de melhoramento, assim como, héa riscos de erosao genética
causada pelo préprio melhoramento, tornando imperativa a conservacao de espécies
e manutencao de bancos de germoplasma (Carneiro, 2014).

A criopreservacdo representa um dos pilares da conservacdo ex situ da
biodiversidade, assim, com a utilizacdo dessa técnica podem ser criados bancos de
sementes (Seaton et al., 2010; Merritt et al., 2014; Popova et al., 2016). O método
consiste na conservacao de material vegetal por longos periodos em temperaturas
ultrabaixas (Vendrame et al., 2014). A utilizacdo dessa técnica para a conservacgao de
sementes de orquideas € uma das ferramentas que pode ser utilizada na criacédo
desses bancos de germoplasma, tornando disponivel o material para o melhoramento
genético de orquideas, que é baseado principalmente no desenvolvimento de hibridos
(Arditti, 1984; Carneiro, 2014).

A elucidacéo dos protocolos adequados para obtencé&o do meio de cultivo ideal,
estudo da luz e conservacao das diferentes espécies de orquideas € relevante, pois,
técnicas direcionadas auxiliam na otimizacdo dos sistemas de propagacao in vitro e
de conservacao ex situ, favorecendo os meios académico, comercial e ecoldgico.

Assim, o presente estudo teve como principais objetivos estudar fontes de luz
a partir de lampadas fluorescentes e diodos emissores de luz (LEDs) e formulacdes
de meio de cultivo na germinacéo e no desenvolvimento inicial da espécie de orquidea
Brassavola perrinii e avaliar a eficiéncia da solucéo vitrificante (PVS2) combinada ao
floroglucinol 1% em nitrogénio liquido para a criopreservacao de sementes maduras
das espécies Encyclia cordigerae e Epidendrum ciliare.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 A familia Orchidaceae



Orchidaceae € a segunda maior familia de plantas com flores (Chase et al.,
2015). Estima-se que o numero de géneros esteja entre 559 a 880 e de espécies entre
18.814 a 30.000 (Givnish et al., 2015; Hsiao et al., 2011; Zotz, 2013). O grande numero
de espécies dessa familia permite dividi-lo em cinco subfamilias: Apostasioideae,
Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae e Epedendroideae (Tsai et al., 2017).
Conhecidas por sua grande diversidade de flores e distribuicdo global (Merritt et al.,
2014), atualmente, novas espécies de orquideas ainda séo registradas em todo o
mundo (Tsai et al., 2017).

N&o existe um numero exato de espécies relatado para a América do Sul e
América central, de acordo com o levantamento de Gaskett e Gallagher (2018) o
México conta com 1.560 e a América do Norte com 394 espécies. O Brasil conta com
217 géneros, 10 subespécies e 2.443 espécies de orquideas (Jardim Botanico do Rio,
2019).

Esse grupo de plantas apresenta caracteristicas Unicas, que incluem a
interacdo obrigatoria entre orquideas e fungos micorrizicos (Agustini et al., 2009),
fotossintese C3 (Hew e Yong, 2004) ou metabolismo acido das crassulaceas
(Motomura et al., 2008) e o crescimento epifitico representado por 70% das espécies
de orquideas (Hsiao et al., 2011).

As orquideas sao plantas de caracteristicas ornamentais, pela beleza e
diversidade de formas e cores de suas flores, sendo conhecidas, apreciadas,
utilizadas e comercializadas em diferentes partes do mundo (Popova et al., 2016).

As principais espécies com valor ornamental pertencem a diversos géneros,
como por exemplo: Cymbidium, Dendrobium, Phalaenopsis, Cattleya e Oncidium
(Yeung et al., 2018). Devido a sua beleza, essas plantas sdo retiradas excessivamente
da natureza, levando inimeras espécies ao risco de extingdo (Faria et al., 2006;
Ferreira e Suzuki, 2008). Aléem das orquideas terem grande valor ornamental e
comercial, sdo apreciadas na medicina tradicional sendo realizados diversos estudos

farmacoldgicos que validaram a sua utilizacéo etnobotanica (Barreto e Parente, 2006).

1.2.2 Os géneros de orquideas: Brassavola, Encyclia e Epidendrum



O género Brassavola abrange 15 espécies epifitas, sendo uma de suas
principais caracteristicas morfoldgicas apresentar pseudobulbo delgado e geralmente
curto, com uma unica folha alongada. Brassavola se destaca entre os principais
géneros encontrados no Brasil (Faria et al., 2012) e apresenta interesse econdémico,
pois se intercruza com Cattleya, Laelia, Sophronitis e Epidendrum (Soares et al., 2012)
originando hibridos com caracteristicas morfologicas de maior interesse do que as dos
progenitores (Vidoz et al., 1999).

A espécie Brassavola perrinii Lindl. possui habito epifitico ou litréfico e pode
ser encontrada nos seguintes paises: Bolivia, Brasil, Paraguai e na Argentina. Essa
espécie é comumente confundida com a B. tuberculate, embora ambas sejam muito
parecidas, B. perrinii ndo apresenta pontos pretos vermelho-arroxeados em suas
sépalas e o porte da planta € menor, com folhas menores e maior niumero de flores
comparada a B. tuberculata (Lavarack, 2002). Lavarack et al. (2002) e Schinini (2010)
reconhecem B. perrinii como uma espécie distinta de B. tuberculata, diferentemente
de Jardim Botéanico do Rio (2019) e Govaerts (2003) que reconhece B. perrinii como
sinbnimo heterotipico de B. tuberculate.

Estima-se que, o género Encyclia Hooker seja constituido por 180 espécies
neotropicais (Carnevali et al., 2018), que ocorrem do sul da América do Norte (Flérida-
EUA e México) até o sul da América do Sul (Brasil e nordeste da Argentina) (van den
Berg e Carnevali, 2005), distribuidas entre habitats epifiticos e litroficos (Lavarack et
al., 2002). Essas espécies geralmente exibem pseudobulbos completamente ovoides
podendo ser levemente achatado, duas ou trés folhas, uma Unica inflorescéncia
terminal e flores com um labelo trilobado, ndo adnado a coluna (Bastos et al., 2018).

Encyclia cordigera Dresser é uma das espécies mais apreciadas dentro do
género devido a beleza de seus labelos rosados e fragrancia de suas flores, que se
assemelha ao cheiro das rosas (Lavarack et al., 2002), ocorre da América Central ao
norte da América do Sul (Bastos et al., 2018).

O género Epidendrum L. aparece entre os mais diversificados da familia
Orchidaceae com aproximadamente 1.800 espécies, € neotropical e suas espécies
séo distribuidas do sudeste dos Estados Unidos ao norte da Argentina, mas com maior
diversidade em florestas umidas andinas e subandinas da América do Sul e da

América Central. Apresenta ampla variacdo morfologica, especialmente em relacao



ao habito (epifito, rupicola ou terricola), tamanho, morfologia e cor das flores
(amarelas, esverdeadas, brancas, vermelhas, rosadas e purpuras) (Hagsater e Soto-
Arenas, 2005).

A espécie Epidendrum ciliare L. pode ser encontrado desde o sul do México até
a parte norte da América do Sul. Cresce nas arvores ou nas rochas, geralmente em
pleno sol (Lavarack et al., 2002). As espécies Encyclia cordigera e Epidendrum ciliare
L. vém sendo utilizadas na criacéo de hibridos intergenéricos, devido a beleza de suas
flores e para a geracéo de novidade para o mercado de plantas ornamentais (Lavarack
et al., 2002).

1.2.3 Caracteristicas das sementes de orquideas e o desenvolvimento dos

protocormos

Em orquideas, apds a polinizacdo e fertilizacdo, hd o desenvolvimento de
muitas (Yeung et al., 2018), podendo chegar a 4 milhdes em uma Unica capsula. As
sementes sdo muito pequenas e leves, o comprimento médio dentro das espécies
conhecidas varia de 0,05 a 6,00 mm e a massa de 0,31 a 24,00 pg; a producédo de
grande quantidade de sementes € relatada como uma caracteristica comum de
plantas que tém requerimentos especificos de germinacao (Arditti e Ghani, 2000).

A germinacdo de sementes de orquideas in vitro vem sendo realizada desde o
inicio do século passado, quando Knudson em 1922, descreveu a germinacdo em
meio de cultura asséptico (Knudson, 1922). A semeadura assimbiotica de orquideas
constitui em uma técnica bastante relevante do ponto de vista comercial e ecolégico
(Martini et al., 2001). As plantas produzidas dessa forma podem ser utilizadas em
programas de reintroducdo de espécies nativas em areas de preservacdo ambiental
devido a variabilidade genética gerada pelo explante (Schneiders et al., 2012).

As sementes de orquideas contém embrido rudimentar com poucas reservas,
constituido principalmente por lipideos e proteinas (Arditti, 1992). Pouco se sabe sobre
0s requerimentos especificos do processo germinativo in situ, especialmente o papel
e a especificidade do hospedeiro de fungos micorrizicos durante a germinacao e
através do desenvolvimento subsequente dos protocormos (Stewart e Kane, 2006;

Rasmussen et al., 2015).



Fatores enddgenos e exdgenos influenciam no processo germinativo de
sementes de orquideas e no subsequente desenvolvimento de plantulas. Os fatores
endoégenos podem ser: hormdnios vegetais e a composicao da testa, ja os fatores
exdgenos sao: composi¢cao do meio nutritivo, luz e temperatura (Yeung et al., 2018).

Segundo os mesmos autores, as orquideas epifitas, maior parte dos géneros
encontrados no comércio, como por exemplo, orquideas dos géneros Cattleya,
Dendrobium, Oncidium e Phalaenopsis, possuem requerimentos para 0 processo
germinativo menos exigente do que as orquideas terricola e de clima temperado. As
sementes de orquideas epifitas geralmente ndo apresentam dorméncia, a maior taxa
de germinacao é obtida com sementes que estdo atingindo a maturidade fisiologica e
a testa das espécies epifiticas ndo apresenta lignificacdo. Por essas razfes, sementes
maduras de orquideas epifitas podem ser utilizadas em semeadura assimbidtica.

Yeung et al. (2018) comentam ainda que, uma vez estabelecidas as condi¢des
ideais para a germinacédo, o embrido envolto pela testa ira entumecer e, comecara o
desenvolvimento do protocormo e a retomada da atividade mitética. Os protocormos
podem comecar a ficar com coloracéo verde, formando o meristema apical, seguido
da emissdo da parte aérea e radicular dando origem a plantula.

A formacao dos protocormos é uma caracteristica da germinacao de sementes
de orquideas. Essa estrutura pode ser considerada equivalente ao hipocoétilo de
plantulas de outras espécies vegetais (Batygina et al., 2003). A quantificacdo do
estadio de desenvolvimento dos protocormos em muitas espécies de orquideas
tornou-se possivel de se avaliar com precisédo, através dos métodos de germinacao in
vitro (Suzuki et al., 2009; Silva et al., 2015).

1.2.4 Fontes de luz na semeadura e no desenvolvimento in vitro

A luz é um fator importante na regulagéo do crescimento e desenvolvimento de
plantas, seu espectro deve atender as exigéncias da planta para a fotossintese e o
desenvolvimento fotomorfogénico (Silva et al., 2014).

Segundo Kauth et al. (2008) orquideas epifitas necessitariam de luz e as

espécies terricolas do escuro para a germinacdo, embora essas respostas sejam



muitas vezes determinadas pela espécie, independentemente do seu habito de
crescimento.

Entre as fontes de radiacdo comumente utilizadas em ambientes controlados
de crescimento de plantas, esta a lampada fluorescente. Esse tipo de lampada
comercial foi desenvolvido para aplicagbes em iluminacdo de ambientes humanos.
Uma vez que os fotorreceptores de plantas diferem dos seres humanos, as fontes de
luz utilizadas atualmente nas instalacdes de cultivo de plantas apresentam varias
limitacdes e, consequentemente, ndo sdo uma fonte de radiacao ideal (Bula et al.,
1991; Lazzarini et al., 2017).

No entanto, lampadas fluorescentes emitem um amplo espectro luminoso, que
varia de 350 a 750 nm (Ramirez-Mosqueda et al., 2017). O balanco espectral da fonte,
nao so afeta a eficiéncia fotossintética como também tem um impacto significante na
manutencdo do balanco térmico na camara de crescimento e sobre as plantas (Bula
et al., 1991).

Os diodos emissores de luz (LEDs), tiveram sua utilizacdo relatado no sistema
de crescimento de plantas pela primeira vez por Bula et al. (1991). A iluminacdo com
LEDs apresenta uma série de vantagens em compara¢ao aos sistemas de iluminacao
tradicional, como longa durabilidade, reducdo do consumo de energia elétrica,
circuitos eletrdnicos mais simples e mais confiaveis, geracédo de pouco calor (Massa
et al., 2008), tamanho reduzido, comprimento de onda especifico, intensidade e
qualidade de luz ajustaveis, bem como alta eficiéncia de conservacao fotoelétrica,
assim, os LEDs tornaram-se ideais para suportar o crescimento de plantas em
ambientes controlados (Yeh e Chung, 2009).

Os LEDs sao um tipo de diodo semicondutor, e podem ter um pico de emissao
de luz variando de 220 a 1000 nm, com capacidade de controle espectral que permite
gue os comprimentos de onda sejam ajustados aos fotorreceptores das plantas,
influenciando de maneira satisfatéria sua morfologia e composi¢cédo vegetal (Olle e
Virsile, 2013).

Desde o inicio dos estudos sobre o efeito das lampadas do tipo LEDs sobre
germinacao e desenvolvimento de plantas, as cores que mais vem sendo estudadas
sdo a azul, vermelha e branca, de forma isolada ou com diferentes combinacdes

entres elas.



O LED azul, ttm comprimento de onda que varia de 400 — 500 nm e o LED
vermelho emite um espectro luminoso estreito de 660 nm (Lazzarini et al., 2017). O
LED branco, possui comprimento de onda no intervalo de 460 — 560 nm e apresenta
uma maior proporcédo de luz azul e verde, e uma menor proporcao de ultravioleta no
espectro em relacdo a lampada fluorescente. J& o espectro no vermelho emite menos
propor¢cdo vermelho distante em comparacao as lampadas fluorescentes (Fraszczak
et al., 2014).

Os efeitos fisiologicos e morfolégicos de plantas cultivados sob LED tém sido
relatados para diferentes orquideas, incluindo Cymbidium (Tanaka et al., 1998; Nhut
et al., 2018), Bletilla ochracea (Godo et al., 2011), Oreorchis patens (Bae et al., 2014),
Calanthe discolor (Bae et al., 2015), Paphiopedium elongato (Luan et al., 2015),
Microlaelia lundi (Favetta et al., 2017) e Phalaenopsis (Nhut et al., 2018).

1.2.5 Formula¢des de meio de cultivo

Um dos principais fatores para o sucesso do cultivo assimbidtico in vitro € a
escolha adequada da formulacdo do meio de cultivo, pois, esse fornece todas as
substancias essenciais para a germinagcdo (Soares et al., 2012). A necessidade
nutricional especifica também varia para cada fase de desenvolvimento dos
protocormos e para diferentes espécies de orquideas em estudo (Jorge et al., 2014).

Em meios de cultivo, além dos nutrientes minerais, a incorporacéo de aclcares
também é imprescindivel, pois, no cultivo in vitro as plantulas ndo séo suficientemente
autotroficas, sendo necessaria a adicdo de uma fonte de carbono, como a sacarose.
Outros componentes acrescentados ao meio de cultura sdo as vitaminas, que
funcionam como cofatores enzimaticos, que em condicdes naturais as plantas
sintetizam essas substancias para utiliza-las em seu crescimento e desenvolvimento
(Faria et al., 2012).

As formulacfes dos meios de cultivo utilizadas na germinacdo de sementes e
desenvolvimento de orquideas sdo compostas por macro e micronutrientes, vitaminas
e sais minerais (Murashige e Skoog, 1962). As mais utilizadas para a semeadura e
cultivo in vitro de orquideas sado o meio MS (Murashige e Skoog, 1962), VW (Vacin e
Went, 1949) e K (Knudson, 1946).
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Diferentes respostas dos meios a germinacdo e desenvolvimento dos
protocormos séo relatadas na literatura, para as espécies Calopogon tuberosus var.
tuberosus (Kauth et al., 2008); Hadrolaelia tenebrosa (Suzuki et al.,2009); Cattleya
bicolor (Suzuki et al., 2010); Cattleya warneri (Jorge et al., 2014); Cattleya labiata
(Melo et al., 2015); Brassavola martiana (Alves, 2018) e Catasetum macrocarpum
(Ferreira et al., 2018), sugerindo assim a necessidade de buscar meios especificos

para cada espécie.

1.2.6 Criopreservacéao de sementes de orquideas

Os mecanismos para conservar as inumeras espécies de orquideas, requerem
uma integracdo complexa de preservar habitats naturais (conservacao in situ) e o
desenvolvimento e aplicacdo de metodologias de conservacao ex situ (Popova et al.,
2016).

A biotecnologia oferece duas técnicas para a conservacdo de espécies
vegetais, sendo estas a conservacao in vitro e a criopreservacao (Vendrame e
Khoddamzadeh, 2017). A criopreservagéao representa um dos pilares da conservacao
ex situ da biodiversidade, assim, com a utilizacdo dessa técnica podem ser mantidos
os bancos de sementes, sendo ainda uma alternativa promissora para outras
abordagens de conservacdo, como a vitrificagcdo e encapsulamento-desidratacao
(Seaton et al., 2010; Merritt et al., 2014; Popova et al., 2016).

A utilizagédo de temperaturas criogénicas para o armazenamento de sementes
a longo prazo em um banco de sementes, consiste no armazenamento de material
vegetal em nitrogénio na fase liquida a uma temperatura de -196 °C, ou na fase de
vapor a cerca de -150 °C por longos periodos e com baixo risco de variacdo genética
ou fisiologica (Reed, 2008; Vendrame e Khoddamzadeh, 2017). Sob temperaturas
criogénicas, toda a atividade metabdlica em células vivas é interrompida e o material
genético pode ser mantido sem contaminacdo e variagbes somaclonais por um
periodo teoricamente ilimitado de tempo (Wang et al., 2014).

Para a criopreservacao de orquideas, diferentes 0rgaos vegetais podem ser
utilizados, tais como: polen (Vendrame et al., 2008), protocormos (Merritt et al., 2014,

Vendrame e Faria, 2011) e sementes (Galdiano Junior et al., 2012; Hughes e Kane,
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2018; Suzuki et al., 2018). Para orquideas, os bancos de germoplasma sao
fundamentais devido a pouca durabilidade das sementes, principalmente com relacao
as espécies de orquideas de regides tropicais (Machado Neto e Custddio, 2005). Além
disso, o tamanho diminuto das sementes, torna-se uma vantagem na criopreservacao,
pois possibilita 0 armazenamento de quantidades ainda maiores de material vegetal
guando comparado a outras culturas (Carneiro, 2014).

Técnicas como a vitrificacdo e o encapsulamento-desidratacdo, com base em
congelamento ultrarrapido de materiais, tem por finalidade minimizar os danos da
dessecacdo e do congelamento (Santos, 2000). De acordo com Kaviani (2011), a
vitrificacdo envolve a remocao total ou parcial da 4gua passivel de congelamento, por
meio da desidratacéo fisica ou osmotica do material vegetal, seguido do congelamento
ultrarrapido em nitrogénio liquido.

A solucéo vitrificante (PVS2) tém sido uma das solucgdes crioprotetoras mais
utilizadas atualmente (Sakai et al., 1990). No entanto, a eficiéncia e a recuperagéo do
material vegetal ap0s a criopreservacdo podem ser baixas devido ao estresse
oxidativo e a toxicidade de certos componentes em solucao vitrificante. Para contornar
essa situagao, o uso do floroglucinol (PG) tem sido bem-sucedido na criopreservacao
de alguns hibridos e espécies de orquideas (Galdiano Janior et al., 2012; 2013;
Vendrame e Faria, 2011).

O floroglucinol € um 1,3,5-trihidroxibenzeno (derivado do trinitrobenzeno) que
ocorre naturalmente em compostos fendlicos de plantas. Os compostos bioativos de
ocorréncia natural podem ser isolados de fontes como plantas, algas (familia
Phaeophyceae e Fungaceae) e microrganismos (Silva et al., 2013). O floroglucinol é
conhecido por proteger as células contra o estresse oxidativo, inflamacao e danos
causados pelos radicais livres (Kang et al., 2006; Kim e Kim, 2010).

O sucesso dos processos de criopreservacao envolve o controle rigoroso no
processo de desidratacéo, permeabilidade da solugao crioprotetora e prevencéo de
lesdes causadas por estresse osmotico e toxicidade dos componentes quimicos das
solugcbes durante a desidratacdo (Vendrame et al., 2014; 2018). Sabe-se que, a
vitrificacdo fornece uma transicdo adequada da agua intracelular para um estado de
vidro amorfo que impede a cristalizacao do gelo e consequentemente danos as células
(Kulus e Zalewska, 2014).
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O estudo de distintos meétodos de criopreservacdo encontra-se em
desenvolvimento, e ainda requer pesquisa com relacdo aos tipos de tratamento a
serem utilizados para criopreservar e a melhor metodologia a ser aplicada as
diferentes espécies. Sendo assim, todavia ha necessidade do desenvolvimento de
protocolos especificos, ja que existem diferentes métodos para criopreservacéo e
variacdes nas respostas das orquideas a esses métodos (Vendrame et al., 2014).
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CAPITULO 2 - Lampada fluorescente ou LEDs, e qual formulacdes de meio de
cultivo utilizar na germinagdo e no desenvolvimento in vitro de

Brassavola perrinii?

RESUMO - O aperfeicoamento de técnicas de propagacdao in vitro, com auxilio
da escolha adequada da fonte de luz artificial e das formulacdes do meio de cultivo,
sdo importantes, pois viabilizam a producdo em massa de individuos com grande
variabilidade genética. Assim, o presente estudo teve por objetivos estudar fontes de
luz a partir de lampadas fluorescentes e diodos emissores de luz (LEDs) e formulagdes
de meio de cultivo na germinacéo e no desenvolvimento inicial da espécie de orquidea
Brassavola perrinii. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado; os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 5x4 sendo cinco
fontes de luz: LF - lampada fluorescente (100%); LB - LED branco (100%); LA - LED
azul (100%); LV- LED vermelho (100%) e LAV — | LED azul (50%) e vermelho (50%),
e quatro formulagdes de meio de cultivo (MS (Murashige e Skoog, 1962); ¥2 MS (MS
na metade da concentracdo de sais); VW (Vacin e Went, 1949) e K (Knudson, 1946)),
com quatro repeticdes e média de 125 sementes por parcela. Aos 90 dias apos a
semeadura foram avaliadas a porcentagem de germinacdo, porcentagem de
protocormos clorofilados e o desenvolvimento dos protocormos atraves das classes:
P1, P2, P3 e P4 para calculo do indice de desenvolvimento protocormos. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e aqueles com valor percentual foram
previamente transformados em arco-seno (x/100)Y2. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey p < 0,05. Para B. perrinii, concluiu-se que o percentual de
germinacao nao foi influenciado pelos espectros de luz, mas foi maior nas formulacdes
% MS e VW. O maior indice de desenvolvimento dos protocormos de B. perrinii foi
observado quando submetidos ao espectro de luz da fonte de iluminagcdo com
lampadas fluorescentes em meio de cultivo Vacin e Went.

Palavras-chave: Brassavola perrinii, fontes de luz, meio de cultivo, protocormo,
semeio in vitro

2.1 Introducéo

Orchidaceae é a segunda maior familia de plantas com flores (Chase et al.,
2015). Estima-se que o numero de géneros esteja entre 559 a 880 e de espécies entre
18.814 a 30.000 (Givnish et al., 2015; Hsiao et al., 2011; Zotz, 2013). As orquideas
sdo plantas com caracteristicas ornamentais, apresentando relevante importancia
econdmica, sendo conhecidas, apreciadas, utilizadas e comercializadas em diferentes
partes do mundo (Popova et al., 2016).

Brassavola € um género que se destaca entre 0s principais encontrados no

Brasil (Faria et al., 2012) e, principalmente pela sua capacidade de intercruzar-se com
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diferentes géneros como Cattleya, Laelia, Sophronitis e Epidendrum (Soares et al.,
2012), possibilita a obtencao de hibridos com caracteristicas morfologicas de interesse
maior até mesmo do que as dos proprios progenitores (Vidoz et al., 1999).

De acordo com Martini et al. (2001), a semeadura assimbidtica de orquideas
constitui técnica bastante relevante do ponto de vista comercial e ecoldgico, pois, as
sementes contém embrido rudimentar, com pouca reserva nutritiva (Arditti, 1992). Por
essa razdo, em ambiente natural a semente depende exclusivamente de associacao
com fungos micorrizicos especificos para conseguir germinar e completar a fase de
desenvolvimento do protocormo (Agustini et al., 2009).

A luz é um fator importante na regulacéo do crescimento e desenvolvimento de
plantas e seu espectro deve atender as exigéncias da planta para a fotossintese e o
desenvolvimento fotomorfogénico (Silva, 2014). A comunidade cientifica aceita a
hipotese de que a necessidade de luz varia de acordo com o habitat de cada espécie
em suas respectivas condi¢des naturais (Kauth et al., 2008).

Entre as fontes de radiacdo luminosa, comumente utilizadas em ambientes
controlados de crescimento de plantas, estd a lampada fluorescente (Bula et al.,
1991). Entretanto, uma alternativa de fonte luminosa que vem sendo utilizada nos
laboratorios de cultivo in vitro os chamados diodos emissores de luz (LEDs) (Yeh e
Chung, 2009). Esses apresentam uma série de vantagens em relacdo aos sistemas
de iluminacéo tradicional, como por exemplo: longa durabilidade, reducédo do consumo
de energia elétrica, circuitos eletrbnicos mais simples e mais confiaveis e menor
emissao de calor (Massa et al., 2008), além de, tamanho reduzido, comprimento de
onda especifico, intensidade e qualidade de luz ajustaveis (Yeh e Chung, 2009).

A utilizacdo de lampadas fluorescentes € uma realidade em muitos laboratérios
comerciais e de pesquisa, porém, estudos com a utilizacdo de LEDs na producédo
agricola vem ganhando espaco. A utilizacao de sistemas de iluminacdo com LEDs ja
foi estudado e apresentou resultados atrativos para algumas espécies de orquideas,
como: Cymbidium (Tanaka et al., 1998; Nhut et al., 2018), Bletilla ochracea (Godo et
al., 2011), Oreorchis patens (Bae et al., 2014), Calanthe discolor (Bae et al., 2015),
Paphiopedium elongato (Luan et al., 2015), Microlaelia lundi (Favetta et al., 2017) e
Phalaenopsis (Nhut et al., 2018).
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Outro fator importante para o sucesso do cultivo assimbi6tico in vitro € a escolha
da formulacdo do meio de cultivo, pois esse deve fornecer todas as caracteristicas
necessarias para a germinacao (Soares et al., 2012). A exigéncia nutricional varia ndo
apenas para cada espécie de orquideas, mas também para cada fase de
desenvolvimento das plantulas (Jorge et al., 2015).

As formulacbes para os meios de cultivo utilizados na germinagéo e
desenvolvimento de orquideas sdo compostas por macro e micronutrientes, vitaminas
e sais minerais (Murashige e Skoog, 1962). O meio mais utilizados para a semeadura
e no cultivo in vitro de orquideas é o MS (Murashige e Skoog, 1962), VW (Vacin e
Went, 1949) e K (Knudson, 1946), mas ndo hé relatos na literatura de qual seria o
melhor para Brassavola perrinii.

Assim, o0 presente estudo teve por objetivos estudar fontes de luz a partir de
lampadas fluorescentes e diodos emissores de luz (LEDs) e formulagdes de meio de
cultivo na germinagéo e no desenvolvimento inicial da espécie de orquidea Brassavola

perrinii.

2.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado entre dezembro de 2017 a marco de 2018, no
laboratério de cultivo in vitro da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da
Universidade Federal Grande Dourados (UFGD). Foram utilizadas sementes de
Brassavola perrinii provenientes de polinizacdo artificial. Foi colhida uma capsula
madura da qual foram removidas as sementes, e dessecadas por 14 dias em
dessecador com silica gel (25 % 2 °C; 75% UR), posteriormente embaladas em papel
aluminio e armazenados sob refrigeragéo (5 + 2 °C).

Antes da instalacdo do experimento foi realizada a avaliacdo da viabilidade
inicial das sementes através do teste de tetrazélio (cloreto de 2,3,5-trifenol tetrazdlio)
segundo metodologia de Hosomi et al. (2012). Foram utilizadas 0,002 g de sementes,
divididas em trés repeticbes, sendo cada repeticdo composta por cerca de 500
sementes. As sementes foram contadas com auxilio de estereoscopio e foram

consideradas viaveis as que apresentaram coloracdo vermelho-rosada. Foi
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mensurado o tamanho das sementes por meio do comprimento (mm) x largura (mm)
em microscopio eletrdnico, com auxilio do software Spot Basic.

Para a semeadura dos tratamentos, foram pesadas amostras de 0,005 g de
sementes para cada tratamento. Em camara de fluxo laminar as sementes passam
por desinfestacdo com etanol 70% (1 min) seguido de hipoclorito de sodio a 0,8% (5
min). ApoOs esse periodo foi realizada a triplice lavagem com &gua destilada
autoclavada (1 min cada) e o volume foi completado para 100 ml com agua destilada
estéril para a realizacdo da semeadura in vitro. A semeadura foi realizada com o
auxilio de um pipetador automatico, com o qual foram inoculados 1 ml da suspensao
de sementes por parcela, com média de 125 sementes cada.

A semeadura foi realizada em quatro formulacbes de meio de cultivo: MS
(Murashige e Skoog, 1962); ¥2 MS (MS na metade da concentracdo de sais); VW
(Vacin e Went, 1949) e K (Knudson, 1946). Os meios de cultivo antes da semeadura
foram solidificados com 6,4 g L* de agar e suplementados com 30 g L de sacarose.
O pH foi ajustado a 5,8 com auxilio de HCI (0,1 M) ou KOH (0,1 M), quando necessario.
Os meios de cultivo foram distribuidos em frascos de polipropileno com capacidade
de 50 ml, sendo cada frasco completado com 20 ml de meio de cultivo e, vedados com
trés camadas de filme PVC. Os frascos foram autoclavados a 120 °C a 1 atm por 20
minutos.

Os tratamentos foram acondicionados em sala de crescimento com fotoperiodo
de 16/8, temperatura mantida a 25 + 2 °C e irradiancia de 30 ymol m? s1 em cinco
fontes de luz: LF - lampada fluorescente (100%) 440 - 550 nm; LB - LED branco
(100%) 440 - 550 nm; LA - LED azul (100%) 460 nm; LV- LED vermelho (100%) 630
nm e LAV — | LED azul (50%) e vermelho (50%), 450 nm e 630 nm. O espectro
luminoso foi medido com auxilio do espectrémetro portéatil Ocean Optics (Modelo MMO
com fibra otica). Todo o experimento foi duplicado.

Apés 90 dias da semeadura, foi realizado o estudo de germinacdo das
sementes, em que, foi avaliada a porcentagem de germinagdo e porcentagem de
protocormos clorofilados. A avaliacéo foi realizada através da retirada do material
contido nos frascos, com agua destilada, e acondicionados em placas de acrilico (2,0
x 2,0 x 0,5 cm), quadriculadas (0,5 x 0,5 cm), com auxilio de microscopico

estereoscopico binocular com zoom, para melhor visualizacdo do material.
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O desenvolvimento dos protocormos foi avaliado, segundo a metodologia de
Suzuki et al. (2009), em que os protocormos foram classificados segundo a classes
morfoldgicas: estadio P1 - protocormos entumecidos clorofilados; estadio P2 -
protocormos com formacéo da primeira folha; estadio P3 - protocormos com duas
folhas e estadio P4 - protocormos com folhas e uma ou mais raizes.

Com os dados da avaliagdo morfologica dos protocormos foi calculado o indice
de desenvolvimento dos protocormos segundo metodologia de Spoerl (1948), cada
repeticdo foi multiplicada pelos pesos 1, 2, 3 e 4, de acordo com 0S respectivos
estadios. O indice de cada repeticéo foi obtido pela média da somatoria de todos os
estadios de desenvolvimento nelas presentes.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 5x4 (fontes de luz x meios de
cultivo), com quatro repeticdes cada. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e aqueles com valor percentual foram previamente transformados em arco-
seno (x/100)Y2. Foram mantidas as médias originais, as quais foram comparadas pelo
teste de Tukey p<0,05. As andlises foram realizadas no programa estatistico

AgroEstat (Barbosa e Maldonado Junior, 2015).

2.3 Resultados

As sementes apresentam comprimento médio de 0,46 mm e largura de 0,10
mm, a viabilidade inicial foi de 83,97 % (Tabela 1).

Tabela 1. Biometria e viabilidade inicial das sementes de Brassavola perrinii.

Caracteristicas das sementes Brassavola perrinii
Comprimento das sementes (mm) 0,46 + 0,132
Largura das sementes (mm) 0,10+0,01
Viabilidade inicial = TTC (%) 83,97

aMédia de 50 sementes. P Média de 1500 sementes.

N&o houve interagdo entre os fatores fonte de luz e tipo de meio de cultivo na

porcentagem de germinagdo. Para a variavel porcentagem de protocormos
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clorofilados, foi possivel verificar o efeito isolado das fontes de luz e formulagfes de
meio de cultivo. Independente da fonte de luz, a maior porcentagem de germinacéo
de sementes de B. perrinii foi observada para o meio de cultivo Vacin e Went (98,51%)
e para 0 meio ¥2 MS (98,00%). O meio de cultivo que propiciou maior porcentagem de
protocormos clorofilados, ou seja, vivos, foi 0 meio de cultivo %2 MS (51,23%) (Tabela
2).

Tabela 2. Influéncia de formulacdes de meio de cultivo sobre porcentagem de
germinacgao e porcentagem de protocormos clorofilados a partir do semeio
in vitro de Brassavola perrinii, 90 dias ap0s a semeadura.

Meios de cultivo Germinacéao (%)* Protocormos clorofilados (%)*
MS 96,71 bc 31,00 c

5 MS 98,00 ab 51,23 a

AW 98,51 a 39,78 b

K 96,52 c 38,53 b

CV (%) 3,65 5,10

1Dados transformados em arco-seno (x/100)Y¥2 e médias originais apresentados na tabela. Médias
seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey p<0,05. MS
(Murashige e Skoog, 1962); %2 MS (MS na metade da concentracéo de sais); VW (Vacin e Went, 1949)
e K (Knudson, 1946). CV — Coeficiente de variagao.

Foi observada 42,39% de protocormos clorofilados quando submetidos a luz
LED branca, média essa que néo diferiu significativamente da lampada fluorescente,
nem dos tratamentos com fonte de luz LED azul (100%) e vermelho (100%), em que

foram observadas médias de 39,44%, 40,63% e 40,61%, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Influéncia da fonte luminosa sobre a porcentagem de protocormos
clorofilados a partir do semeio in vitro de Brassavola perrinii, 90 dias ap6s
a semeadura.
Porcentagem de protocormos clorofilados?

LF LB LA LV LAV
39,44 ab 42,39 a 40,63 ab 40,61 ab 37,63 b 5,10

1Dados transformados em arco-seno (x/100)Y2 e médias originais apresentados na tabela. Médias
seguidas pela mesma letra minUscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey p < 0,05. LF -
Lampada fluorescente (100%); LB - LED branco (100%); LA - LED azul (100%); LV - LED vermelho
(100%) e LAV - LED azul (50%) e vermelho (50%). CV - Coeficiente de variagéo.

CV (%)
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O melhor indice de desenvolvimento dos protocormos (284) foi observado no
tratamento com lampadas fluorescentes em interacdo com a formulagéo Vacin e Went.
No entanto, entre os tratamentos em que foi utilizada fontes de luz LED observou-se
o maior indice de desenvolvimento dos protocormos (250) no tratamento com a
combinacao de LEDs azul (50%) com vermelha (50%) em interagdo com Vacin e Went
(Figura 1).
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_[_ “ l aB
250
cAB acp ac aC cB
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100
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i |
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LF LB LA LV LAV
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Figura 1. indice de desenvolvimento de protocormos (IDP) 90 dias ap6s a semeadura
da espécie Brassavola perrinii. Nas barras letras minasculas compraram os
meios de cultivo e mailsculas as fontes de luz, pelo teste Tukey p< 0,05. LF
- Lampadas fluorescentes (100%); LB - LED branco (100%); LA - LED azul
(100%); LV - LED vermelho (100%), LAV - LED azul (50%) e vermelho (50%).
MS (Murashige e Skoog, 1962); ¥2 MS (MS na metade da concentracdo de
sais); K (Knudson, 1946) e VW (Vacin e Went, 1949).

A Figura 2 mostra a densidade de energia espectral relativa para as fontes de
luz que foram utilizadas. A lampada fluorescente mostrou picos de intensidade de
comprimento de ondas discretos, na faixa do azul 440 nm e na faixa do verde 550 nm.
O LED branco mostrou os mesmos picos que a lampada fluorescente, porém em
formato de sino aberto, picos de 440 nm e 550 nm. Os LEDs mostraram a formacao

de uma curva em formato de sino sinuosa dentro de suas respectivas faixas
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espectrais, sendo LED azul 460 nm e o LED vermelho 630 nm e para a combinagao
dos LED azul e vermelho dois picos, que ficaram em 450 nm e 630 nm.
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Figura 2. Distribuicdo da energia espectral relativa (%) de lampadas fluorescentes e
diodos emissores de luz (LEDs).

2.4 Discussao

Independente do espectro luminoso, as médias de porcentagem de
germinacao, para Brassavola perrinii, caracterizada como uma espécie epifita, foram
superiores a 96,52%, nao interferindo nessa variavel. Resultados semelhantes foram
observados em Bletilla ochracea em que a resposta a germinacao, sob diferentes
fontes de luz LED, foi indiferente (Godo et al., 2011). Diferentemente, ao estudar a
orquidea terricola Oreorchis patens, Bae et al. (2014) observaram maior porcentagem

de germinacéo (90,9%), quando submetida a luz LED vermelha. Esses resultados
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sugerem que a fonte de luz artificial ndo é um fator limitante para a germinagéo de
Brassavola perrinii.

As formulacdes que propiciaram maior porcentagem de germinacao, ¥2 MS
(98,00%) e Vacin e Went (98,51%), para Brassavola perrinii, foram as mesmas que
favoreceram a maior porcentagem de germinacdo para Cattleya nobilior (Macedo,
2013), enquanto Alves (2018) observou 62,21% de germinacdo em meio %2 MS para
a espécie Brassavola martiana, sendo esse o melhor resultado.

Ao avaliar a germinacao in vitro da espécie Cattleya labiata, assim como dos
hibridos de Cattleya violacea estriata pedrinho x Cattleya violacea pedrinho e Cattleya
violacea Pedrinho x Cattleya violacea, Melo et al. (2015) observaram que 0 meio %2
MS é mais favoravel do que o meio MS. A melhor resposta a porcentagem de
germinacao em meio Vacin e Went também foi observada no estudo das espécies C.
bicolor (Suzuki et al., 2010) e Calopogon tuberosus var. tuberosus (Kauth et al., 2008).

As médias de porcentagem de protocormos clorofilados foram estatisticamente
iguais para a faixa espectral proveniente das fontes luminosas: lampadas
fluorescentes, LED branco, LED azul e LED vermelho. Resultados diferentes foram
observados por Bae et al. (2014), que, ao comparar as fontes de luz LED branca,
vermelha e azul, verificaram que a maior porcentagem de formacao de protocormos
(94,1%), ocorreu sob luz LED vermelha para a orquidea terricola Oreorchis patens.

A formulac&o que propiciou maior porcentagem de protocormos clorofilados foi
0 ¥2 MS (51,23%). O mesmo resultado foi observado em outros estudos com as
espécies de orquidea: C. nobilior (Macedo, 2013), C. labiata (Melo et al., 2015) e B.
martiana (Alves, 2018). Nesses trabalhos, a porcentagem de germinacdo esta
diretamente associada a porcentagem de protocormos clorofilados. Possivelmente,
essa maior porcentagem de sobrevivéncia pode estar relacionada a concentracéo
ideal de nitrogénio total (30,03 mmol L) e de potassio (10,3 mmol L) da formulacéo
% MS, para essa variavel.

O maior indice de desenvolvimento dos protocormos foi observado sob
lampadas fluorescentes em interacdo com a formulacdo de meio de cultivo Vacin e
Went (284). Esse resultado pode ser atribuido as caracteristicas dessa fonte luminosa,
pois, emitem um amplo espectro luminoso, com picos na faixa espectral do azul 440

nm e do verde 550 nm. De acordo com estudos recentes, a micropropagacao de
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orquideas pode ser significativamente melhorada pelo uso de luz na faixa espectral
do verde.

A luz verde estimulou a producao de PLBs ou organogénese de duas cultivares
de Cymbidium (Nahar et al., 2016). Além disso, essa faixa espectral em uma
combinacdo com LEDs vermelhos ou com lampadas fluorescentes pode melhorar
significativamente a regeneracdo de Cymbidium Waltz 'ldol' (Kaewjampa e Shimasaki,
2012).

No entanto, Johkan et al. (2012) ao cultivarem alface sob LEDs, com diferentes
picos dentro da faixa espectral do verde: 510, 524 e 532 nm, e controles com lampadas
fluorescentes, observaram que as plantas de alface se desenvolveram normalmente
e cresceram mais rapido quando cultivadas sob lampadas fluorescentes do que as
plantas cultivadas sob os LEDs. Esses resultados mostram que a auséncia e a
variagdo da quantidade de incidéncia de luz na faixa do verde podem influenciar no
desenvolvimento e crescimento de diferentes espécies.

No presente estudo pode-se observar que o segundo maior resultado para o
indice de desenvolvimento dos protocormos ocorreu sob o tratamento com a
combinacao de LEDs azul 50% e vermelho 50% (250), que apresentava picos de 450
nm e 630 nm, sem picos na banda do verde. Kim et al. (2004) adicionaram 24% de luz
verde (500 a 600 nm) aos LEDs vermelhos e azuis, essa proporcdo de verde
promoveu um aumento no crescimento de plantas de alface e maior producdo de
biomassa do que as plantas cultivadas sob as lampadas fluorescente.

Diferente ao aqui relatado, Nhut et al. (2018) observaram que o
desenvolvimento de plantulas dos géneros epifiticos Phalaenopsis e Cymbidium sob
tratamentos com fontes de lampada fluorescente e LEDs azul, vermelho e a
combinacdo de azul com vermelho, apresentaram reposta positiva quanto ao
crescimento das plantulas na combinacdo de LEDs azul com vermelho, e
recomendaram a aplicacdo dessa fonte de luz na micropropagacéo dessas espécies.
Os mesmos autores verificaram que a utilizacdo de sistema de iluminagdo somente
com LEDs foi eficaz para o processo fotossintético. Por outro lado, assim como os
resultados observados no presente estudo, a luz LED vermelha ou azul
monocromaticas foi prejudicial na produgédo de PLBs de nove cultivares hibridas de
Cymbidium (Silva, 2014).
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J4& em relacdo a melhor resposta do indice de desenvolvimento dos
protocormos ter sido observada em Vacin e Went (1949), pode ser atribuida ao fato
de que na fase de protocormo ndo ha a ocorréncia de uma alta exigéncia nutricional
(Jorge et al., 2015). Outro ponto importante é que, essa formulacao foi originalmente
proposta com o0 objetivo de ser utilizado para semeadura e desenvolvimento
assimbidtico de orquideas. Estudos sobre o desenvolvimento dos protocormos das
espécies Hadrolaelia tenebrosa (Suzuki et al., 2009), Cattleya bicolor (Suzuki et al.,
2010), Cattleya warneri (Jorge et al., 2015), e Catasetum macrocarpum (Ferreira et
al., 2018), também constataram que o meio Vacin e Went viabilizou a obtencéo desse
material em estadios mais avancados de desenvolvimento quando comparado a
outros meios de cultivo, resultados estes que também corroboram os resultados aqui
obtidos.

Em resumo, o tratamento com lampadas fluorescentes e formulacdo de meio
de cultivo Vacin e Went foi o mais indicado par ao desenvolvimento inicial da espécie
de orquidea B. perrinii. Embora as lampadas fluorescentes tenham apresentado os
melhores resultados, a combinacdo dos LEDs azul 50% e vermelho 50% mostrou o
segundo melhor resultado. Esses resultados permitem sugerir que novos estudos com
diferentes combinacdes de LEDs, branco, azul e vermelho que abrangem todos as
faixas do espectro visivel, podem ser realizados, visto que o emprego dessa fonte
luminosa apresenta vantagens como, radiacdo significativamente mais eficiente para
as plantas e, portanto, menos luminéarias e custo reduzido de eletricidade (Nelson e
Bugbee, 2014).

2.5 Concluséo

Para Brassavola perrinii, concluiu-se que o percentual de germinacéo néo foi
influenciado pelos espectros de luz, mas foi maior nas formulagbes ¥2 MS e VW. O
maior indice de desenvolvimento dos protocormos de Brassavola perrinii foi observado
guando submetidos ao espectro de luz da fonte de iluminacdo com lampadas

fluorescentes em meio de cultivo Vacin e Went.
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CAPITULO 3 - Eficiéncia de crioprotetores na criopreservacio de duas espécies
de orquideas das Américas

RESUMO - O aperfeicoamento de técnicas de conservacao ex situ, como a
criopreservacdo sdo importantes, pois viabilizam a diminuicdo da coleta predatéria
bem como a criacdo de bancos de germoplasma e de hibridos. No entanto, a
conservacao de sementes a temperaturas ultrabaixas varia em funcédo da espécie a
ser propagada, havendo necessidade da adequacdo de protocolos para cada uma
delas. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da solucéo vitrificante (PVS2)
combinada ao floroglucinol 1% em nitrogénio liquido para a criopreservacdo de
sementes maduras das espécies Encyclia cordigera e Epidendrum ciliare. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Foram oito
tratamentos: 1) germinacgdo in vitro direta; 2) imersao direta em nitrogénio liquido, sem
crioprotetores; 3) PVS2 por 60 min; 4) PVS2 por 120 min; 5) PVS2 por 180 min; 6)
PVS2 + floroglucinol1% por 60 min; 7) PVS2 + floroglucinol1% por 120 min; 8) PVS2
+ floroglucinol1% por 180 min, com cinco repeticdes e média de 120 sementes por
parcela, submetidos a imersdo em nitrogénio liquido a temperatura de -196 °C por 72
horas. Foram avaliadas a viabilidade, através do teste de tetrazélio, e a porcentagem
de germinacao das sementes, antes e apos a aplicacdo dos tratamentos. O teor de
agua das sementes foi de 8% para Encyclia cordigera e 20% para Epidendrum ciliare.
Aos 45 dias ap0s a recuperacdo da criopreservacao foi avaliado o desenvolvimento
dos protocormos através das classes morfologicas P1, P2 e P3. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e aqueles com valor percentual foram previamente
transformados em arco-seno (x/100)Y2. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey p<0,05. A utilizacdo da solucao vitrificante (PVS2) combinado ao floroglucinol
1% foi eficiente na recuperacdo de sementes criopreservadas em nitrogénio liquido,
elevou a porcentagem de germinacdo e desenvolvimento dos protocormos para as
duas espécies em estudo. Os resultados observados indicam o uso de PVS2
combinado com floroglucinol 1% por 60 min para a criopreservacédo de sementes de
Encyclia cordigera, e PVS2 com floroglucinol 1% por 180 min para sementes de
Epidendrum ciliare. O presente estudo também indica que a resposta a
criopreservacéao apds o armazenamento a frio é especifica da espécie e requer ajustes
no tempo de exposicdo ao PVS2 a 0 °C antes da imersdo em nitrogénio liquido.
Palavras-chave: Encyclia cordigera, Epidendrum ciliare, Orchidaceae, PVS2

3.1 Introducgéo

Orchidaceae € o grupo de plantas mais diversificado dentro das angiospermas
(Swarts e Dixon, 2009) compreendendo uma familia numerosa, com mais de 27.000
espécies (Zotz, 2013), conhecida por sua grande diversidade de flores e distribuicdo
global (Merritt et al., 2014).
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O género Encyclia possui cerca de 250 espécies, distribuidas entre habitats
epifiticos e litréficos. Encyclia cordigera Dresser € uma das espécies dentro do género
mais apreciadas devido a beleza de seus labelos rosados e fragrancia de suas flores,
gue se assemelha ao cheiro das rosas. Esta espécie pode ser encontrada no Brasil,
mas também em paises da Ameérica Central e América do Norte. O género
Epidendrum possui aproximadamente 100 espécies, que podem ser epifiticas,
terricolas ou litrofiticas, e dentre elas a espécie Epidendrum ciliare L., que pode ser
encontrada do sul do México até a parte norte da América do Sul. Cresce em arvores
ou rochas, geralmente em pleno sol (Lavarack et al., 2002).

Ambas espécies, Encyclia cordigera e Epidendrum ciliare, tém sido utilizadas
na criacdo de hibridos intergenéricos, devido a beleza de suas flores e geracdo de
novos materiais vegetais para o mercado de plantas ornamentais, sempre avido por
novos hibridos.

A biotecnologia oferece duas técnicas para a conservacao de espécies
vegetais, sendo elas a conservacao in vitro e a criopreservacdo (Vendrame e
Khoddamzadeh, 2017). A criopreservacao representa um dos pilares da conservacao
ex situ da biodiversidade, assim com a utilizacdo dessa técnica podem ser criados
bancos de sementes, sendo ainda uma alternativa promissora para outras abordagens
de conservacdo, como a vitrificacdo e encapsulamento-desidratacdo (Seaton et al.,
2010; Merritt et al., 2014; Popova et al., 2016).

A utilizagédo de temperaturas criogénicas para o armazenamento de sementes
a longo prazo em um banco de sementes, consiste no armazenamento de material
vegetal em nitrogénio na fase liquida a uma temperatura de -196 °C, ou na fase de
vapor a cerca de -150 °C por longos periodos e com baixo risco de variacdo genética
ou fisiolégica (Reed, 2008; Vendrame e Khoddamzadeh, 2017).

A solucéo vitrificante (PVS2) tém sido uma das solucgdes crioprotetoras mais
usadas (Sakai et al., 1990). No entanto, a eficiéncia e a recuperacdo do material
vegetal apos a criopreservacdo podem ser baixas devido ao estresse oxidativo e a
toxicidade de certos componentes em solucao vitrificante. Para contornar essa
situacao, o uso do floroglucinol (PG) tem sido bem-sucedido na criopreservacao de
alguns hibridos e espécies de orquideas (Galdiano Junior et al., 2012; 2013;
Vendrame e Faria, 2011).
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O floroglucinol é um 1,3,5-trihidroxibenzeno (derivado do trinitrobenzeno) que
ocorre naturalmente em compostos fendlicos de plantas. Os compostos bioativos de
ocorréncia natural podem ser isolados de fontes como plantas, algas (familia
Phaeophyceae e Fungaceae) e microrganismos (Silva et al., 2013). O floroglucinol &
conhecido por proteger as células contra o estresse oxidativo, inflamacédo e danos
causados pelos radicais livres (Kang et al., 2006; Kim e Kim, 2010).

A criopreservacdo de sementes de orquideas dos géneros Encyclia e
Epidendrum foi estudada anteriormente para as espécies Encyclia pygmea e Encyclia
odorantissima (Alvarez-Pardo e Ferreira, 2006); Epidendrum quitensium e
Epidendrum anderssonii (Cerna et al., 2018); Encyclia tampensis, Epidendrum
amphytomum, Epidendrum nocturnum e Epidendrum rigidum (Hughes e Kane, 2018).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficiéncia da solucéo vitrificante
(PVS2) combinada ao floroglucinol 1% em nitrogénio liquido para a criopreservacao
de sementes maduras das espécies Encyclia cordigera e Epidendrum ciliare.

3.2 Material e Métodos

Sementes maduras de Encyclia cordigera e Epidendrum ciliare, foram
coletadas de capsulas na fase deiscente, sendo uma para cada espécie, que foram
obtidas através de polinizacdo artificial de plantas cultivadas em estufa no Tropical
Research and Education Center (TREC), University of Florida, em Homestead, FL,
EUA.

Foi medido o tamanho das sementes através da mencéo do comprimento (mm)
x largura (mm) de 50 sementes para cada espécie, em microscopio eletrénico, com
auxilio do software Spot Basic e armazenadas em pequenos envelopes de papel,
dentro de pote plastico, em geladeira a temperatura de 10 £ 2 °C, por trés e 15 meses,
respectivamente, antes de passar pelos procedimentos de criopreservagéao, que foram
realizados no laboratério de Horticultura e Biotecnologia de Plantas Ornamentais do
TREC.

Antes da instalacdo do experimento foi determinado o teor de agua das
sementes, realizada a partir de uma repeticdo para Encyclia cordigera e duas

repeticdes para Epidendrum ciliare, de 0,002 g cada, utilizando o método da estufa a
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105 °C + 3 °C por 24 horas, segundo as Regras para Andlise de Sementes - RAS
(Brasil, 2009).

A viabilidade inicial foi avaliada pelo teste de tetrazolio (cloreto de 2,3,5-trifenol
tetrazoélio) (Hosomi et al., 2012). As sementes foram contadas usando o estereoscopio
Leica MZ 125 (Leica Microsystems, Buffalo, NY, EUA). As sementes que
apresentaram coloracdo vermelho-rosada foram consideradas viaveis pelo teste de
tetrazodlio e, para viabiliza-lo, foram realizados testes de germinacdo em placas de
Petri contendo 25 ml de meio de cultivo. O meio utilizado foi %2 MS semissadlido, com
metade da concentragdo de nutriente do meio MS (Murashige e Skoog, 1962),
suplementado com 15 g L de sacarose, solidificado com 7 g L de 4gar e pH ajustado
a 5,7 antes da autoclavagem a 121 °C a 1 atm. As placas de Petri contendo sementes
foram mantidas a 27 + 2 °C; sob 60 yumol m~ s1, e fotoperiodo de 18-horas, fornecido
por duas lampadas florescente 9A da Philips®.

Foram utilizadas 0,038 g de sementes, para cada espécie, que foram
subdivididas em porcdes iguais e colocadas em fracos de 2 ml (criotubos), seguidos
pela adicdo de 1 ml de solucéo crioprotetora, composta por 2,0 M de glicerol e 0,4 M
de sacarose. Criotubos contendo as sementes e a solugédo crioprotetora foram
mantidos a temperatura ambiente (27 + 2 °C) por 30 min.

Apos esse periodo foi realizada a remocao da solugéo concentrada de glicerol
e sacarose dos criotubos e adicionado 1 ml de solucao vitrificante (PVS2), com ou
sem 1% de floroglucinol por 60, 120 e 180 min a 0 °C (pré congelamento, através de
imersao parcial dos criotubos em gelo), antes da imersdo em nitrogénio liquido. A
solucédo PVS2 é composta por 30% (v/v) de glicerol, 15% (v/v) etileno glicol, e 15%
(v/v) de dimetilsulfoxido (DMSO) em meio MS com % da concentracdo de seus
nutrientes contando 0,4 M sacarose, com pH ajustado a 5,7 (Sakai et al., 1990).

Foram incluidos dois tratamentos controle, o primeiro consistindo em
germinacao in vitro e, o segundo por imersédo das sementes em nitrogénio liquido sem
crioprotetores. Os tratamentos foram: T1 — controle 1: germinag&o in vitro direta, sem
nitrogénio liquido; T2 — controle 2: imersdo direta em nitrogénio liquido, sem
crioprotetores; T3 — PVS2 por 60 min; T4 — PVS2 por 120 min; T5 — PVS2 por 180
min; T6 — PVS2 + floroglucinol1% por 60 min; T7 — PVS2 + floroglucinol 1% por 120
min; T8 — PVS2 + floroglucinol 1% por 180 min.
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Os criotubos foram mantidos em nitrogénio liquido por 72 horas, seguido por
descongelamento rapido em banho-maria a 40 °C por 1,5 min. A solucéo crioprotetora
(PVS2) foi removida dos criotubos e foi adicionado 1 ml de sacarose de 1,2 M. Apos
20 min, a solucao de sacarose foi removida e as sementes foram lavadas duas vezes
com agua destilada autoclavada. O material foi entdo levado para manipulacdo em
camara de fluxo laminar, onde foi realizado processo de desinfestagdo com etanol a
70% (1 min), seguido de hipoclorito de sédio a 0,8% (5 min) e finalizado com a triplice
lavagem com agua destilada autoclavada (1 min cada).

ApOs a recuperacgdo do nitrogénio liquido e desinfestacdo das sementes, trés
criotubos por tratamento foram submetidos ao teste de viabilidade de sementes, e
cinco criotubos por tratamento, foram colocadas para germinar in vitro em meio de
cultivo ¥2 MS em placas de Petri, com uma média de 120 sementes por parcela. Todo
experimento foi duplicado.

A viabilidade das sementes foi contabilizada ap0s a recuperacdo das sementes
do nitrogénio liquido. A porcentagem de germinacdo e o desenvolvimento dos
protocormos foram avaliados 45 dias apdés a semeadura. A viabilidade das sementes
foi obtida por meio do teste tetrazolio, conforme descrito anteriormente. Para
germinacdo de sementes, foram avaliadas cinco placas de Petri por tratamento,
utilizando um estereoscoépio Leica MZ 12.5 (Leica Microsystems, Buffalo, NY, EUA).

O desenvolvimento dos protocormos foi avaliado conforme metodologia
adaptada de Suzuki et al. (2009), considerando as seguintes classes morfolégicas:
estadio P1: protocormos inchados clorofilados; estadio P2: protocormos exibindo
primeira folha; estadio P3: protocormos com duas ou trés folhas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Foram oito
tratamentos e trés repeticbes para a variavel viabilidade e oito tratamentos e cinco
repeticbes para germinacédo e desenvolvimento dos protocormos. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e aqueles com valor percentual foram
transformados usando arco-seno (x/100)Y2. As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05). As analises foram realizadas no programa estatistico AgroEstat
(Barbosa e Maldonado Juanior, 2015).
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3.3 Resultados

O tamanho das sementes, medido pelo comprimento (mm) x largura (mm)
apresentou média de 0,43 x 0,11 mm e 0,42 x 0,10 mm para Encyclia cordigera e
Epidendrum ciliare, respectivamente (Tabela 1), sendo a forma e o tamanho das

sementes semelhantes entre as duas espécies (Figura 1).

Tabela 1. Biometria, tempo de armazenamento e teor de agua (%) das sementes de
Encyclia cordigera e Epidendrum ciliare.

Caracteristicas das sementes Encyclia cordigera Epidendrum ciliare
Comprimento das sementes (mm) 2 0,43 = 0,066 0,42 + 0,023
Largura das sementes (mm) 2 0,11 + 0,002 0,10 £ 0,071
Tempo de armazenamento (meses) 03 15

Teor de agua (%) 8,0 20,0

aMédia de 50 sementes + desvio padrao.

Figura 1. Sementes de Encyclia cordigera (A) e Epidendrum ciliare (B), mencé&o do
comprimento (mm) e largura (mm).

No tratamento controle 1 (T1), sementes de Encyclia cordigera apresentaram
viabilidade inicial de 91,03% e germinacdo de 91,99%. Para Epidendrum ciliare, a
viabilidade das sementes foi de 85,65% e a germinagédo 85,90% (Tabela 2). No
controle 2 (T2), no qual as sementes foram imersas diretamente no nitrogénio liquido,
sem PVS2 e sem floroglucinol, as sementes de Encyclia cordigera mostraram
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porcentagem de viabilidade 26,56% e germinacdo de 30,59%, enquanto, para
Epidendrum ciliare, as sementes n&o mantiveram a viabilidade e nao ocorreu
germinacao.

ApoOs a recuperacdo da criopreservacao, as sementes de Encyclia cordigera
apresentaram valores de porcentagem de viabilidade acima de 81,53% para todos os
tratamentos com crioprotecdo, apresentando médias que ndo diferiram

significativamente do controle 1 (T1), exceto para o tratamento 8 (T8).

Tabela 2. Viabilidade de sementes (%) e germinacédo (%) de Encyclia cordigera e
Epidendrum ciliare ap0s recuperacdo da criopreservacdo em nitrogénio
liguido sob diferentes tratamentos.

Encyclia cordigera Epidendrum ciliare
Tratamentos ® Viabilidade 2  Geminacdo?  Viabilidade?  Geminagéo P
_________________ 0y —mmmmmmmmmmmmmem OSSR o/ S
Tl 91,03 ab 91,99 a 85,65 a 85,90 a
T2 26,56 c 30,59 ¢ 0,00 f 0,00 g
T3 89,83 ab 90,96 a 24,87 ¢ 25,50 cd
T4 89,02 ab 88,24 ab 14,22 d 14,29 e
T5 91,00 ab 91,57 a 538¢e 5,83 f
T6 93,76 a 91,02 a 22,69 cd 22,64d
T7 87,36 ab 88,43 ab 28,03 ¢ 27,05 bc
T8 81,53b 77,99 b 39,23 b 37,88 b
CV% 5,39 5,98 7,93 9,46

aValores séo as médias de 3 repeticdes com 300 sementes por tratamento. P Valores séo as medias de
5 repeticbes com 600 sementes por tratamento. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ¢T1 = controle 1: teste de germinacao direto, sem PVS2,
sem floroglucinol (PG), sem NL; T2 = controle 2: sem PVS2, sem (PG), imersao direta em NL; T3 —
PVS2 por 60 min; T4 — PVS2 por 120 min; T5 — PVS2 por 180 min; T6 —PVS2 + PG 1% por 60 min; T7
- PVS2 + PG 1% por 120 min; T8 — PVS2 + PG 1% por 180 min. CV — coeficiente de variagao.

Para Epidendrum ciliare as porcentagens de viabilidade e de germinagéo foram
significativamente menores que o controle 1 (T1) em todos os demais tratamentos,
T3, T4, T5, T6, T7 e T8, sendo que os melhores resultados foram observados no
tratamento com solugcéo de PVS2 + PG 1% por 180 min (T8) com viabilidade de
39,23% e germinacao de 37,88%.

Os protocormos de ambas espécies apresentaram desenvolvimento

morfolégico sem anormalidades (Figura 2A e B). O primeiro estadio de
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desenvolvimento P1 foi caracterizado por um protocormo dilatado e clorofilado,
seguido de P2 com protocormos mostrando uma folha e P3 com protocormo
apresentando duas ou mais folhas (Figura 2A e B). O desenvolvimento dos
protocormos foi semelhante para Encyclia cordigera e Epidendrum ciliare (Suzuki et
al., 2009).

A

P1 P2

P3

¥

P1 P2 P3

lcm

Figura 2. Protocormos de Encyclia cordigera (A) e Epidendrum ciliare (B) imagem das
diferentes classes morfolégicas e estadios de desenvolvimento: Pl —
protocormo clorofilado, inchado e dilatado, P2 — protocormo exibindo uma
folha, e P3 — protocormo exibindo duas ou mais folhas (Suzuki et al., 2009).

No entanto, o desenvolvimento de protocormos 45 dias apds a criopreservacéo
mostrou variacdo para as duas espécies em todos os tratamentos (Tabela 3). Para
Encyclia cordigera, foi observado desenvolvimento dos protocormos até o estadio P3
no controle 1 (T1) e nos tratamentos com PVS2 por 60 min (T3) e PVS2 + PG 1% por

60 min (T6) , sendo a maior média atingida no controle 1 (15,2%) e a segunda maior
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no T6 (9,8%). Nao foram observados protocormos em estadio P3 nos demais

tratamentos.

Tabela 3. Porcentagem de protocormos em estadio de desenvolvimento: P1, P2 e P3
de Encyclia cordigera e Epidendrum ciliare ap0s recuperacdo da
criopreservacdo em nitrogénio liquido por 72 horas, sob diferentes

tratamentos.
Encyclia cordigera 2 Epidendrum ciliare 2
Trat.? P1 P2 P3 P1 P2 P3
% %
T1 15,1+1,00d 69,7+1,15a 152+0,8la 2,09+0,89cd 225+1,47cd 754+1,62a
T2 439+1,73¢c 56,1+1,73b 0,00d 0,00d 0,00 e 0,00d
T3 236+191d 715+149a 49+124c 60,5 + 3,71a 395+3,71b 0,00d
T4 574+198b 42,6+1,98c 0,00d 18,9+0,88Db 81,1+0,88a 0,00d
T5 50,5+1,22bc 49,5+1,22 bc 0,00d 56,8+353a 43,2+353b 0,00d
T6 427+156¢c 475+139bc 98+1,09b 154+107b 426+066b 420x+0,30cC
T7 419+142c 58,1+1,42b 0,00d 36+x101c 37,0+2,37bc 59,5+245hb
T8 728+227¢c 27,2+1,27d 0,00d 3,7+£1,80¢c 175+1,10d 789+1,23a
CV% 8,42 7,08 22,13 20,41 13,87 9,46

aValores sdo as medias de 5 repeticdes com 600 sementes por tratamento + desvio padrao. Médias seguidas pela
mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).° Tratamentos: T1 = controle 1: teste
de germinacéo direto, sem PVS2, sem floroglucinol (PG), sem NL; T2 = controle 2: sem PVS2, sem
(PG), imerséo direta em NL; T3 —PVS2 por 60 min; T4 — PVS2 por 120 min; T5 — PVS2 por 180 min;
T6 —PVS2 + PG 1% por 60 min; T7 — PVS2 + PG 1% por 120 min; T8 — PVS2 + PG 1% por 180 min.
CV — coeficiente de variacao.

Para Epidendrum ciliare, os protocormos atingiram estadio P3 em todos os
tratamentos com adicéo de floroglucinol 1%. Foi observado que, quando aumentado
o tempo de exposi¢ao das sementes a solucéo crioprotetora, PVS2 + floroglucinol 1%,
maiores porcentagens de protocormos com duas ou mais folhas (P3) se
desenvolveram, sendo o tempo de exposicdo e as médias de P3 de: 60 min com
42,0% (T6), 120 min com 59,5% (T7), e 180 min com 78,9% (T8). A média de 78,9%
dos protocormos em estadio P3 observada no T8 nao diferiu significativamente do

tratamento 1.

3.4 Discussao

A avaliagdo da viabilidade percentual de sementes através do teste de

tetrazolio, como se relaciona a porcentagem de germinagédo € de grande relevancia
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para a avaliagdo adequada do sucesso nos protocolos de criopreservacao. Neste
estudo, o teste de tetrazolio mostrou relacdo estreita com o teste de germinacdo
(Tabela 2).

A viabilidade inicial das sementes também é afetada pelo periodo de
armazenamento das sementes e depende de suas caracteristicas intrinsecas,
associadas aos componentes bidticos e abioticos do ambiente (Merritt et al., 2014).
Neste estudo, o armazenamento de curto prazo para sementes de Encyclia cordigera
(trés meses) resultou em maior viabilidade e germinacdo do que no armazenamento
de longo prazo para as sementes de Epidendrum ciliare (15 meses).

No entanto, a viabilidade e germinacdo reduzidas das sementes de Encyclia
cordigera ao utilizar o PVS2 + PG 1% por 180 min (T8) podem ser indicativos de
toxicidade devido a maior exposicdo das sementes (180 min) a solucéo crioprotetora.
Soluges crioprotetoras, como PVS2, podem ser toxicas e causar estresse osmatico,
levando a morte celular ou alteracdes morfolégicas nas plantulas (Sakai, 1995).
Embora os valores percentuais de viabilidade e germinacdo tenham sido menores
para T8 (PVS2 + PG 1% 180 min), estes ainda foram elevados, pois, tanto a viabilidade
guanto a germinacao apos a imersdo em nitrogénio liquido representaram 81,53% e
77,99% da viabilidade e germinacgéo inicial, respectivamente.

No presente estudo, as sementes de Epidendrum ciliare apresentaram
viabilidade (39,23%) e germinacao (37,88%), sob PVS2 + PG 1% por 180 min (T8)
antes da imersao em nitrogénio liquido. Os melhores valores em T8 representam
45,8% e 44,1% da viabilidade e germinacao, respectivamente, em relacdo ao controle
1 (T1). Resultados similares foram observados para sementes hibridas de
Dendrobium, com germinacdo de 58% quando exposta ao PVS2 por 180 min, com
teor de agua das de sementes de 12% (Galdiano Janior et al., 2014) bem como para
Vanda coerulea, que atingiram 67% de germinacdo quando submetidas ao PVS2 por
70 min, com teor de agua das sementes de 33% (Thammasiri e Soamkul, 2007). Os
resultados observados para as sementes de Epidendrum ciliare, com teor de agua de
20%, submetidas a criopreservacdo reforcam que o efeito da desidratacdo que a
solucéo vitrificante PVS2 por periodo de 180 min propicia é adequada.

O sucesso dos processos de criopreservacao envolve o controle rigoroso no

processo de desidratagcéo, permeabilidade da solugcao crioprotetora e prevencéao de
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lesBes causadas por estresse osmotico e toxicidade dos componentes quimicos das
solugdes durante a desidratacdo (Vendrame et al., 2014; Vendrame, 2018). Sabe-se
gue a vitrificacdo fornece uma transicdo adequada da agua intracelular para um
estado de vidro amorfo que impede a cristalizacéo do gelo e consequentemente danos
as células (Kulus e Zalewska, 2014).

A imersdo direta das sementes de Encyclia cordigera em nitrogénio liquido
resultou em 26,56% de viabilidade e 30,59% de germinacdo sob controle 2 (T2).
Embora os valores de viabilidade e porcentagem de germinagéo, na criopreservacao
das sementes sem crioprotecao (T2), tenham sido significativamente menores que 0s
tratamentos com crioprotecédo, esse resultado pode ser considerado satisfatorios, pois
segundo Arditti e Ghani (2000) uma Unica capsula de orquidea pode conter mais de 4
milhdes de sementes.

Resultados similares foram relatados para sementes de Angraecum
magdalenae, que apresentaram 40% de germinacdo apds imersdo direta em
nitrogénio liquido, comparadas com 92% de germinagcdo quando pré-tratadas com
PVS2 por 30 min antes da criopreservacao (Schofield et al., 2018). A especificidade
das espécies também foi observada nos resultados de outros estudos em sementes
criopreservadas de nove espécies nativas da Florida, que se recuperaram e
germinaram com sucesso apos a imersao direta em nitrogénio liquido sem exposicéo
a crioprotetores (Hughes e Kane, 2018).

Por outro lado, quando as sementes de Epidendrum ciliare foram imersas
diretamente em nitrogénio liquido sem crioprotecao (T2), as médias da porcentagem
de viabilidade e de germinacdo foram nulas, mostrando que o uso de solucéo
vitrificante para esta espécie € essencial. Esse resultado pode ser atribuido ao teor de
agua das sementes de Epidendrum ciliare. A letalidade de sementes imersas em
nitrogénio liquido sem crioprote¢cdo também foi observada em Vanda coerulea, com
teor de agua de 33% (Thammasiri e Soamkul, 2007).

No presente estudo, o floroglucinol proporcionou viabilidade e germinacao
significativamente mais altas quando combinado com PVS2. O uso de floroglucinol em
protocolos de criopreservacdo tem sido relatado para melhorar a recuperacao,
germinacdo e sobrevivéncia em varias espécies de orquideas e hibridos, como

protocormos de Dendrobium nobile (Vendrame e Faria, 2011), sementes e



44

protocormos de Dendrobium hybrid (Galdiano Junior et al., 2012), sementes de
Oncidium flexuosum (Galdiano Janior et al., 2013), sementes de Cattleya walkeriana
(Galdiano Junior et al., 2017) e sementes de Catasetum atratum (Suzuki et al., 2018).
O floroglucinol também possui propriedade antioxidante, que pode ter contribuido para
reduzir o estresse oxidativo nas células das sementes em germinacao (Benson e
Bremmer, 2004).

Os protocormos de Encyclia cordigera passaram pelos 3 estadios de
desenvolvimento, sob o controle 1 (T1), T3 e T6, sendo a diferenca entre T3 e T6 a
adicdo de 1% de floroglucinol, a solucdo de PVS2 (Tabela 3). Esses resultados
mostram novamente o efeito positivo do floroglucinol em melhorar ndo apenas a
germinacdo apos a recuperacdo do nitrogénio liquido, mas também o
desenvolvimento subsequente de protocormos com folhas.

Tais beneficios foram relatados anteriormente por Vendrame e Faria (2011) que
mostraram melhora significativa no desenvolvimento de protocormos de Dendrobium
nobile quando 1% de floroglucinol foi adicionado ao PVS2. Da mesma forma, Suzuki
et al. (2018), mostraram que a adicdo de 1% de floroglucinol a solucdo de PVS2 e
exposicao das sementes por 10 min antes da criopreservagao promoveu a germinagao
e desenvolvimento de protocormos da espécie Catasetum atratum.

Para a espécie Epidendrum ciliare observou-se o desenvolvimento de
protocormos 45 dias apds a semeadura em estadio P3 para todos os tratamentos em
gue foi acrescido o floroglucinol 1% a solugcédo de PVS2 independentemente do tempo
de exposicéo. Foi observada maior porcentagem de protocormos com folhas (42 a
79%) para Epidendrum ciliare em comparagcédo com Encyclia cordigera (4,9 a 9,8%).

O efeito do floroglucinol adicionado ao PVS2 para a criopreservacao de
sementes foi mais evidente para Epidendrum ciliare do que para Encyclia cordigera,
pois para Epidendrum ciliare apenas os tratamentos com floroglucinol 1% resultaram
em desenvolvimento de protocormos até o estadio P3.

Portanto, o uso de floroglucinol foi essencial para a manutencéo da viabilidade
das sementes e para o desenvolvimento de protocormos normais. Esses resultados
confirmam os beneficios que o floroglucinol pode conferir as sementes e tecidos de
plantas, bem como proteger as células ao estresse oxidativo, inflamacéo e danos

pelos causados pelos radicais livres (Kim e Kim, 2010). Também confirma que os
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resultados podem ter respostas especificos para cada espécie, conforme indicado por
Hughes e Kane (2018).

O processo de vitrificacdo com os crioprotetores foi essencial para a
criopreservacdo bem-sucedida de sementes das duas espécies em questdao. A
avaliacao de diferentes tempos de exposi¢cdo ao PVS2 e a adicdo do floroglucinol ao
PVS2 forneceram o0s elementos para a determinacdo de um protocolo de

criopreservacao para ambas as espécies de orquideas.

3.5 Concluséao

A utilizacdo da solucéao vitrificante (PVS2) combinado ao floroglucinol 1% foi
eficiente na recuperacédo de sementes criopreservadas em nitrogénio liquido, elevou
a porcentagem de germinacao e desenvolvimento dos protocormos para as duas
espécies em estudo. Os resultados observados indicam o uso de PVS2 combinado
com floroglucinol 1% por 60 min para a criopreservacdo de sementes de Encyclia
cordigera, e PVS2 com floroglucinol 1% por 180 min para sementes de Epidendrum
ciliare. O presente estudo também indica que a resposta a criopreservacdo apos o
armazenamento a frio é especifica da espécie e requer ajustes no tempo de exposicao

ao PVS2 a 0 °C antes da imersdo em nitrogénio liquido.
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